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RESUM






La microbiota intestinal juga un paper important en la salut humana degut al gran nombre de funcions
gue realitza al cos huma. El seu desequilibri s’ha trobat relacionat amb algunes malalties com és el cas
de la Colitis Ulcerosa, una malaltia intestinal inflamatoria. Els tractaments actuals per tractar aquesta
malaltia cronica intenten mantenir els pacients lliures de rebrots el major temps possible, pero sovint
provoquen efectes secundaris en els pacients, pel que és interessant buscar una alternativa per evitar-
ho. S’ha observat que els pacients amb Colitis Ulcerosa (i en malalties similars com el Crohn) pateixen
una reduccié de la diversitat microbiana intestinal, sobretot abans de patir una recaiguda. Els
moduladors de la microbiota, com els probiotics i els prebiotics, poden ajudar a mantenir i aconseguir
I’equilibri de la microbiota intestinal, pel que el seu Us en aquests tipus de pacients semblaria una bona
estrategia per millorar la seva qualitat de vida recuperant la microbiota intestinal. Tot i aixi, dins dels
probiotics existeix una gran varietat de soques i espécies, que no tenen perque actuar de la mateixa
manera, pel que el seu efecte probiotic pot variar entre elles. De la mateixa manera, les fibres
prebidtiques presenten estructures molt diverses i encara falta molta investigacié per determinar
I’efecte que causen cada una d’elles. De totes maneres, s’ha demostrat que la suplementacié amb
aquestes fibres en alguns casos augmenta la diversitat intestinal, pel que podria ser una opcié per
tractar persones amb baixa diversitat microbiana. Per aquesta rad, en la present tesi doctoral s’ha
realitzat una revisio sistematica i una metanalisis sobre I'eficacia d’aquests moduladors en pacients
amb Colitis Ulcerosa. Segons la metanalisis realitzada, els probiotics sdn beneficiosos pels pacients
amb Colitis Ulcerosa tot i presentar una gran heterogeneitat entre estudis. Es van trobar efectes
significatius per aconseguir la remissié en pacients actius de Colitis Ulcerosa quan s’utilitzaven
probiotics que contenien el genere Bifidobacterium, i també quan s’utilitzaven les escales
recomanades per la FDA (UCDAI i DAI) per determinar I'estat de remissié d’aquests pacients, pero no
amb altres escales. Per altre banda, es va comprovar que existeixen molt pocs estudis clinics amb
prebiotics per aquesta malaltia. Arran d’aquesta observacid, s’ha estudiat I'efecte del grau de
polimeritzacio dels prebiotics tipus fructans (inulines i fructooligosacarids), pel fet d’ésser els més
comuns, sobre la diversitat de la microbiota humana per tal de recollir informacid util de cara al disseny
de possibles intervencions en humans que incloguin el tractament amb aquestes substancies. Aquest
estudi s’ha realitzat mitjancant un sistema de fermentacio ex vivo que reprodueix les condicions del
colon huma amb una situacid de perdua de diversitat de microbiota humana. Segons aquesta
fermentacié ex vivo, I'Gnic fructa que presentava una recuperacié significativa de I’alfa diversitat de les
mostres va ser la inulina de major grau de polimeritzacié. A nivell composicional, la microbiota
resultant era semblant a la aconseguida per la inulina de baixa polimeritzacid, tot i que la recuperacio
de diversitat assolida per aquesta no assoli la significanga estadistica. D’altra banda, el fructa amb la
polimeritzacid més baixa (fructooligosacarid) no aconsegui modificar la diversitat, i va resultar en una

microbiota diferent de les inulines. Com a conclusié d’ambdds estudis, podem dir que les evidéncies
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indiquen que els probiodtics que contenen el génere Bifidobacterium semblen ser un tractament efectiu
pels pacients amb Colitis Ulcerosa activa pero també sembla necessari utilitzar una unic tipus d’escala
gue permeti detectar bé els efectes del probiotic en els pacients. Pel que fa als prebiotics tipus fructans,
el grau de polimeritzacié influeix significativament a I’hora de restablir la diversitat microbiana, de
manera que només els fructans de cadena més llarga (alta polimeritzacid) semblen afavorir la diversitat

microbiana, mentre que els més curts (fructooligosacarids) no semblen tenir aquest efecte.
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1. La Microbiota humana
1.1 Microbiota humana

La microbiota autoctona és el conjunt de virus, arqueobacteris, bacteris i organismes eucariotics que
colonitzen el cos huma. Aquests microorganismes contribueixen a la salut i el benestar huma
presentant una relacié mutualista amb I'individu [1,2]. El cos huma es troba colonitzat per trilions (10%*-
10%°) de microorganismes repartits de diferent manera en diferents zones del cos, adaptats a les
diferents condicions (Figura 1). Per exemple, la pell es troba dominada pels géneres Staphyloccocus,
Corynabacterium, Propionbacterium i Betaproteobacteria [3], la boca per Streptococcus, Veillonella,
Prevotella i Fusobacterium entre d’altres [4], 'estomac tot i presentar un pH extremadament acid
conta amb la presencia d’Helicobacter pylori [5], la vagina amb una dominancia del génere
Lactobacillus [6] i el tracte respiratori amb Prevotella, Veillonella i Streptococcus [7]. La quantitat de
microorganismes a cada zona varia, concretament al colon és on trobem una colonitzacié major de
microorganismes on s’han detectat aproximadament 10*3-10% bacteris (10*'-10%2 cél-lules/ml) [1,8] i
es troba dominat pels filums Bacteroidetes i Firmicutes que inclouen més del 90% dels
microorganismes de l|‘organisme i alguns dels géneres més representats soén Bacteroides,
Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus, Clostridium, Ruminococcus i
Akkermansia [9,10]. Es per aquesta rad que el colon és una de les zones més interessants per a estudiar

la microbiota humana.

Per altre banda, tot i que hi hagi microorganismes que es trobin de manera fixa en determinades zones,
es creu que els ninxols ecologics del microbioma huma no sén entorns aillats, sind una xarxa de
comunitats interrelacionades que experimenten un intercanvi constant [11]. Per exemple, a la llet
materna es poden trobar bacteris que provenen de la pell de la mare, perdo també se’n troben de
geéneres que son estrictament anaerobics i que per tant no podrien sobreviure a I'ambient de la pell,
com son els bifidobacteris. Per aquesta radé es pensa que hi ha una ruta endogena on les cel-lules
dendritiques o macrofags penetren a I'epiteli intestinal de la mare captant bacteris no patogeénics per

tal de portar-los fins a les glandules mamaries, creant aixi una ruta enteromamaria [12].

En el passat, s’havia arribat a estimar que els humans presentavem 10 vegades més cél-lules
bacterianes que humanes al cos [13], pero Sender et al. al 2016 [1] va estudiar de nou aquesta relacid
determinant que les cél-lules bacterianes es troben al mateix ordre que les cél-lules humanes i que la

seva massa en un home de 70kg es troba al voltant dels 200g.

23



Figura 1. Representacié dels géneres més abundants a diverses parts del cos huma. Imatge adaptada

de http.//www.whatisbiotechnology.org amb contingut de Sender et al. 2016 [1], Mathieu et al. 2018

[14], O’Hanlon et al. 2011 [15].
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La importancia de la microbiota queda de manifest quan considerem |’evidéncia de que sense aquests
microorganismes no seria possible la vida de I'ésser huma, el qual viu en simbiosis amb els seus
bacteris. Fins i tot, alguns autors la consideren un organ degut a les diferents funcions que dur a terme

[16-18].
1.2 Taxonomia microbiana

Degut al gran nombre d’espécies que hi ha al planeta, no només bacterianes sind també d’altres
organismes procariotes i eucariotes, es requereix un sistema de classificaci6 que permeti la
organitzacio de totes les espécies. Va ser Aristotil qui va comencar a classificar organismes segons les
seves similituds i posteriorment Linnaeus va utilitzar una classificacié jerarquica per entendre millor la
classificacié [19]. Aquesta classificacid s’Tanomena taxonomia ja que es basa en diferents categories
(taxons) segons les seves relacions evolutives i serveixen aixi per classificar els diferents éssers vius. La
primera categoria en ordre jerarquic decreixent, per tant després de la classificacid de vida, és el

domini, seguit pel regne, el filum, la classe, I'ordre, la familia, el genere i per Gltim I'especie (Figura 2).
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Figura 2. Classificacié taxonomica de I'espécie Bifidobacterium longum
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Cal destacar que, cada categoria presenta la seva nomenclatura i que totes elles excepte I'espécie
presenten un Unic nom amb una terminologia determinada per tal de poder-les diferenciar. En canvi,
I'espécie conté una combinacié de noms on el primer és el nom del genere en majuscula separat pel
nom que determinara I'espécie en minuscula [20]. Tots els bacteris es troben dins del regne Bacteria
on els principals filums trobats en la microbiota humana sén els Firmicutes, Bacteroidetes,

Actinobacteria i Proteobacteria [21].

Aquesta classificacié és molt important i s’ha de tenir en compte ja que alguns grups bacterians que es
troben dins d’un mateix grup de classificacié no tenen perqué comportar-se de la mateixa manera ni
aportar les mateixes funcions sobre el cos huma. Per exemple, dins del filum Firmicutes podem trobar
la classe Clostridia on hi pertanyen els géneres Faecalibacterium, Ruminococcus o Clostridium i més
endavant veurem que algunes espécies que pertanyen a aquests generes es poden trobar relacionades

amb malalties mentre que d’altres amb funcions beneficioses per a la salut.

1.3 Microbiota intestinal

La microbiota intestinal es troba influenciada per multiples factors que inclouen, la manera de néixer,
la primera alimentacid, I’edat, la composicié de la dieta i la medicacié amb antibiotics [9,16]. Tot i que
la composicid general de la microbiota intestinal és similar a la majoria de persones sanes, cada
individu presenta una composicid de la microbiota diferent [22]. D’aquesta manera, la microbiota
intestinal es pot adaptar als diferents canvis que la influeixen i seguir en un equilibri saludable o en un

estat d’homeostasis microbiana, concepte conegut amb el nom d’eubiosi. Algunes situacions pero,
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poden fer que la microbiota perdi el seu equilibri, presentant un estat de disbiosi microbiana. La
disbiosi pot venir donada ja sigui per una reduccio d’espécies beneficioses a I'intesti, un augment de
bacteris patogens o una perdua de diversitat. La pérdua de diversitat microbiana és la manera més
comuna de la disbiosi i s’"ha observat constantment en malalties digestives com sén la Colitis Ulcerosa
(CU) i la malaltia de Crohn [23]. En canvi, durant |’estat d’eubiosi la diversitat microbiana és elevada
provocant que la microbiota presenti més resiliencia als canvis que la poden influir negativament. El

concepte de tornar a ’homeostasi microbiana s’"anomena rebiosi [24].
1.3.1 Microbiota intestinal segons I’edat

La composicié bacteriana canvia rapidament durant la primera infancia, s’estabilitza en I'edat adulta i
es deteriora quan envellim, presentant aixi una variacié al llarg de la vida de I'ésser huma [25]. Tot i
gue es creu que els nadons neixen totalment esteérils alguns estudis han demostrat la presencia de
bacteris, amb molt poca quantitat, tant a la placenta, al liquid amniotic, al cordé umbilical i fins i tot al
meconi dels nadons, suggerint que la microbiota humana es pot establir abans del naixement [16,26].
El que sabem segur gracies a un gran nombre d’estudis és la importancia del desenvolupament de la
microbiota en els nadons durant els primers moments de vida. Durant el part vaginal, el nounat esta
exposat a I'ambient, principalment matern, i és on comenca a adquirir un ecosistema microbia dinamic
gue es denominara microbiota normal, i que es troba dominat pel génere Bifidobacterium. L’adquisici
d’aquesta microbiota es crea per contacte directe amb bacteris vaginals i fecals de la mare pero quan
el nadé neix per cesaria aquest contacte no es dona i per tant I'adquisicié de microbiota no es dur de
la mateixa manera. Alguns estudis han investigat les diferéncies entre la microbiota dels recents
nascuts demostrant que nadons nascuts per cesaria presenten reduccions en els nivells de
Bifidobacterium [27], pertanyents al filum Actinobacteria i més poblacié de Bacteroidetes que de

Firmicutes respecte els nascuts per part vaginal [16].

Aixi els primers moments de vida son molt importants per la colonitzacié de la microbiota a I'intesti
que es troba afavorida per un pH gastric relativament elevat i amb una secrecié biliar atenuada a
diferéncia de les condicions que es donaran més endavant [28]. Es tant impressionant aquesta primera
colonitzacié del tracte gastrointestinal que es passa de tenir uns 10° bacteris/mL a concentracions
equivalents a un adult durant només el primer mes de vida [1]. La colonitzacié va canviant durant els
primers mesos de vida sobretot per la dieta administrada al nadé. La llet materna que presenta
requeriments nutricionals i fisiologics faran que sigui la millor alimentacié per al nadd, amb un alt
contingut de proteines, greixos, carbohidrats i immunoglobulines. A més a més, aquesta llet també
conté unes 600 especies bacterianes diferents, sobretot del génere Bifidobacterium i oligosacarids no

digeribles que serviran com a prebiotic estimulant el creixement selectiu d’aquest genere més
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abundant. Per tant, la llet materna i la introduccid successiva de diferents aliments afectaran a la
maduracié del microbioma intestinal del nadd aixi com també del seu sistema immunitari [16,28]. Al
voltant dels 3 anys, la composicid de la microbiota es manté relativament estable durant la major part
de vida d’un adult sa, pero aquest domini del filum Actinobacteria dominat pel genere Bifidobacterium
es va perdent al llarg de la vida, canviant cap a un domini major dels filums Bacteroidetes i Firmicutes
[27]. Finalment durant I’envelliment, la microbiota intestinal es veu afectada disminuint la diversitat i
creant una microbiota diferent segurament degut a la disminucié de la quantitat de dents, de la funcio
salival, la digestié i el temps de transit intestinal [27]. En la poblacid jove, s’ha observat un major
nombre de Firmicutes respecte a la gent gran que presenten major nombre de Bacteroidetes i una

disminucid significativa de Bifidobacterium, Bacteroides i Clostridium clister IV (Figura 3) [27].

Figura 3. Representacid dels canvis de la microbiota al llarg de la vida de I'ésser huma. Imatge de

Ottman 2012 [27]
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El Projecte de Microbioma Huma de I'institut Nacional de Sanitat dels Estats Units (HMP) [8] i el
Projecte Europeu de Metagenomica del tracte Intestinal Huma (MetaHIT) [29] han descrit variacions
considerables de la composicié microbiana segons varis factors com hem vist fins ara [8]. La
importancia d’aquests estudis recau en poder observar diferéncies entre la microbiota de diferents
individus i poblacions pero sobretot entre individus sans i individus amb malalties croniques. Per tal de
poder entendre aquestes diferéncies i degut a la gran complexitat que presenta I'ecosistema intestinal,
el consorci MetaHIT el 2011 [22] va identificar patrons composicionals de microbiota trobant
variacions d’aquesta i les va agrupar en diferents clisters anomenats enterotips. Es important tenir en

compte que no només s’estratifiquen els microbiomes de I'intesti huma en enterotips, siné que també
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se n’han proposat per altres parts del cos com és la vagina. L’estudi, va agrupar resultats metagenomics
de mostres fecals de tres paisos, Dinamarca, Espanya i Estats Units, i es va basar en la composicio
taxondomica, independentment de I'edat, el sexe, els antecedents culturals i la geografia dels donants
per acabar definint un total de 3 enterotips diferents definits a la taula 1 [22,25]. L’estratificacié es
dona a nivell de genere on queda millor reflectit el ninxol ecologic microbia i demostren que els
diferents enterotips proporcionen I'energia a I'organisme per vies diferents a partir dels compostos

fermentables [30].

Taula 1. Diferents enterotips segons la composicié de la microbiota intestinal. Basada en els estudis

d’Arumugan et al. [22] i Costea et al. [25]

Hi predominen els bacteris del génere Bacteroides. Es troba associat a dietes riques en
proteines animals i greixos saturats i relacionat amb la produccié de vitamina B7 (biotina), B2
(riboflavina) i C (acid ascorbic i dehidroascorbic).

Els individus que el presenten es troben relacionats amb poca diversitat microbiana, amb

Enterotip 1

esteatohepatitis no alcoholica, cancer colorectal, celiaquia, senescéncia immunitaria i
inflamacidé constant de baix grau. També presenten un augment significatiu de limfocits i

proteina C- reactiva.

Es troba dominat per Prevotella que és inversament proporcional als nivells de Bacteroides.
Es troba associat a individus amb dietes no occidentals i/o riques en fibra i per tant les
hidrolases d’aquest grup es troben especialitzades en la degradacié de les fibres vegetals i a

la vegada amb la disminucié potencial de la fermentacié lipolitica i proteolitica. També es

Enterotip 2

troba associat a la produccié de vitamina B1 (tiamina) i acid folic i lligat a un Us prolongat

d’antibiotics, a 'artritis reumatoide i diabetis tipus 2.

Es troba sobrerepresentat pel filum Firmicutes, més exactament pel génere Rumminococcus.
L'enterotip presenta una gran quantitat de taxons no identificats. Es troba relacionat amb la
descomposicié de la mucina, un tipus de proteina produida per les cél-lules de I'epiteli que a
la vegada produeix secrecions mucoses a I'organisme i aix0 pot ajudar a l'intesti en I'absorcid

de nutrients.

Enterotip 3

També es troba relacionat a amb una diversitat microbiana elevada, un estat inflamatori baix,

i només s’ha trobat relacionat amb menor risc d’aterosclerosis.

Des que es van definir aquests tres enterotips han estat posats en qliestié. Altres estudis prefereixen
agrupar els grups bacterians només entre I'enterotip 1i 2, en canvi d’altres prefereixen fer-ho amb 4

enterotips diferents [25]. Per tant, la classificacié en tres enterotips pot ser que no sigui la més correcte
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i encara faltin estudis per poder agrupar correctament la microbiota, tot i aixi de moment és la més

utilitzada.

En la majoria d’estudis, els enterotips dels individus estudiats no han variat al llarg de llargs periodes
de temps, indicant que normalment I'ecosistema, i per tant aquests enterotips, son estables en I'edat
adulta [31]. Tot i aixi s’han observat excepcions provocades per tractaments amb antibiotics,

transplantaments fecals o canvis a la dieta de llarg periodes [27].
1.3.2 Microbiota intestinal segons la dieta

La dieta presenta un paper fonamental en la funcid i composicié de la microbiota intestinal
determinant una relacid entre I'hoste i el microbioma intestinal. La composicié i funcions del
microbioma son responsables del metabolisme huma, regulant aixi I’equilibri entre la salut i la malaltia
com hem vist i és per aquesta rad que una dieta sana ha de tenir en compte tant les necessitats dels

bacteris comensals com les del cos huma [32].

La majoria de dietes a curt termini en humans sans donen lloc a alteracions rapides i no s’arriben a
produir canvis en la taxonomia de la microbiota, tot i que s’ha demostrat que dietes extremes sense
fibres complexes presenten un efecte pronunciat sobre la microbiota humana fent que el principal
component dietétic relacionat amb el microbioma sigui la fibra dietética [32]. Quan I'individu presenta
una abséncia d’'ingesta de fibra i un augment de greixos a la dieta es pot observar un augment en
I’abundancia de microorganismes tolerants a la bilis (Alistipes, Bilophila i Bacteroides) i una disminucid
en els nivells de Firmicutes com Roseburia, Eubacterium i Ruminococcus encarregats de metabolitzar
polisacarids vegetals [33]. Cada poblacié presenta una dieta diferent fent que la microbiota també
varii. S’ha descrit que la microbiota dels nens europeus presenten menys quantitat de Prevotella, més
guantitat de Bacteroides, menor riquesa microbiana i una produccié menor d’acids grassos de cadena
curta (AGCC) que els nens de Burkina Faso, que presenten una dieta rica en fibra i proteines no animals
si la comparem amb la dieta occidental [34]. S6n molts els estudis que han demostrat un augment de
la riquesa microbiana amb dietes riques en fruites, verdura i fibra. Tot i aixi, la dieta baixa en
oligosacarids, disacarids, monosacarids i poliols fermentables (FODMAP) s’utilitza actualment per a
reduir la inflamacié en pacients amb sindrome d’intesti irritable. La dieta es basa en una menor ingestio
de carbohidrats dificils d’absorbir, i una disminucié del consum d’aliments rics en fibra que els bacteris
fermentarien a I'intesti gros. Algunes fruites que serien aptes per menjar seguint aquesta dieta sén els
platans, les baies i els citrics. En canvi, pomes, peres i fruites amb os no estarien recomanades. A més
a més la dieta prohibeix el consum de mel, edulcorants, el blat i els legums mentre que permet sucs,
sucre, civada i arros [35]. Tot i que aquesta dieta provoca menys concentracido d’AGCC a l'intesti, és

utilitzada pel tractament de malalties inflamatories intestinals (MIl) manifestant aixi la complexitat
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entre la produccid, I'absorcio i I'excrecié dels AGCC [36]. El fet de disminuir els AGCC pot provocar
I'alteracié dels beneficis de la microbiota intestinal causant un efecte negatiu en I'absorcié de
nutrients, pel que el seguiment d’aquesta dieta a llarg termini no esta recomanat. Tot i aixi, aquesta
dieta ha demostrat una reduccié d’alguns simptomes gastrointestinals com el dolor i la inflor en el 86%
dels pacients amb sindrome de l'intesti irritable (SII) [37]. D’altra banda, no millora la consisténcia fecal
[38] i la seva complexitat fa que sigui de dificil mantenir al llarg del temps. Malgrat que el Sll i les Ml
presenten clares diferencies fisiopatologiques, principalment lligades al grau d’inflamacié i a la
preséncia d’ulceracions visibles, la similitud en els simptomes externs entre Sl i les Mll fa que també

es proposi aquesta dieta per als pacients amb Mil [39].

Tot i que la microbiota amb el canvi de dietes s’observi alterada no hi ha una clara associacié entre el

canvi de dieta i el canvi d’enterotip a no ser que la dieta sigui a llarg termini [27,31].
1.3.3 Microbiota intestinal i tractament amb antibiotic

A banda de la dieta, un altre factor extern que pot afectar a la microbiota és el tractament amb
antibiotics. Tot i que els antibiotics han estat utilitzats per tractar infeccions bacterianes amb molt
d’exit, en els paisos desenvolupats el seu Us ha sigut desmesurat i mal utilitzat, comportant I'aparicio
de bacteris resistents a aquestes substancies i provocant problemes a la salut publica. La terapia amb
antibiotics afecta tant al bacteri diana com a la comunitat que es troba associada a I'hoste,
especialment a l'intesti, i per aquesta rad indueix a una reduccio de la diversitat microbiana [40]. Per
exemple, s’ha observat que el tractament durant catorze dies amb antibiotics beta-lactamics fa
desapareixer certs taxons com, del filum Actinobacteria (els géneres Slackia i Bifidobacterium), dels
Firmicutes (els generes Streptococcus, Roseburia, Eubacterium i Subdoligranulum), dels Proteobacteria
(el génere Gemmiger), i també dels Bacteroidetes (el genere Barnesiella) [41]. Altres antibiotics son
altament actius en front a bacteris anaerobics, com la clindamicina, provocant un impacte important
sobre la microbiota intestinal ja que provoca una reduccié important de la majoria de Firmicutes i
alguns Actinobacteris, facilitant que el patogen oportunista Clostridium difficile pugui tenir un
creixement excessiu. També pacients tractats amb moxifloxacina presenten reduccions en els nivells
dels géneres Faecalibacterium i Bacteroides. Altres antibidtics també han demostrat alteracions i
desequilibris en la microbiota intestinal i s’"ha observat que el tractament amb antibiotics causa que la
microbiota alliberi carbohidrats de la mucosa com la fucosa i I‘acid sialic, afavorint I'expansio de
patogens oportunistes com Salmonella typhimurium o Escherichia coli [40]. El tractament amb
antibiotics, a banda de la disbiosi que pot causar en adults sans, és de les primeres medicacions que
es dona en nadons o nens petits que encara no presenten una comunitat bacteriana definitiva. Per

aquesta rad, desequilibris en la microbiota degut a I'Gs d’antibiotics en la primera infancia, amb la
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combinacio de susceptibilitats genetiques poden causar un impacte al sistema immunitari provocant

malalties croniques en edats més avancades com la Mll, 'asma i I'obesitat [42,43].
2. Funcions de la microbiota intestinal

La importancia de les funcions dels microorganismes intestinals és el que fa que la microbiota intestinal
sigui tant rellevant en la salut humana i que la vida no sigui possible sense ella. Moltes d’aquestes
funcions es troben interconnectades entre si i estan relacionades amb la fisiologia humana. Aquestes
funcions es poden dividir entre funcions metaboliques i funcions protectores que inclouen la
fermentacié d’aliments no digeribles en metabolits absorbibles, I'eliminacié de toxines, la sintesi de
vitamines essencials aixi com també d’aminoacids, la competéncia amb patogens, el refor¢ de Ila

barrera intestinal i la regulacié del sistema inflamatori i immunitari [44].
2.1 Funcions metaboliques

Els enzims humans no sén capacgos d’utilitzar els compostos alimentaris no digeribles com sén alguns
carbohidrats, aixi que aquests aliments arriben a l'intesti gros casi intactes on sén fermentats per la
microbiota intestinal generant AGCC i gasos com CHg4, H,, CO,. El tipus i la quantitat d’AGCC i els gasos
generats depenen de multiples factors, incloent I'edat, la dieta, la disponibilitat dels carbohidrats no

digeribles, la composicié de la microbiota, el transit intestinal i la zona del colon [45].

Els principals AGCC generats per la microbiota sén |’acetat, el propionat i el butirat [46]. L’acetat és el
principal AGCC que hi ha al colon i és essencial pel creixement d’altres bacteris. A més a més actua
proporcionant una font d’energia per als teixits periférics, com el fetge, on s’utilitza per a la lipogénesis
i la sintesi del colesterol [46]. L’acetat es produeix per una gran quantitat de bacteris pero en canvi, el
propionat i el butirat sén produits per bacteris especifics [36]. Els principals productors de butirat a
I'intesti sén els Firmicutes com Lachnospiraceae i Faecalibacterium prausnitzii. En canvi, el propionat
és produit per Bacteroidetes, sobretot les espécies Bacteroides, Negativicutes i algunes espécies
Clostridium. Uns pocs bacteris poden produir els dos acids, butirat i propionat i s’ha observat que, sota
diferents condicions de creixement, poden variar el tipus d’AGCC produit. Roseburia inulinivorans
produeix normalment butirat perd quan creix amb fructosa com a font d’energia produeix propionat.
De la mateixa manera, Ruminococcus obeum produeix normalment acetat al créixer amb glucosa, pero
produeix propionat quan creix amb la presencia de fructosa [36]. D’aquesta manera, alternant el
contingut de carbohidrats de la dieta es poden alterar els perfils de produccié d’AGCC afectant a la
composicio bacteriana. El butirat és ’AGCC més important ja que és la principal font d’energia dels
colonocits (cél-lules epitelials coloniques) i aquests I'utilitzen pel seu metabolisme i desenvolupament,
jugant un paper important en la modulacié del sistema immunitari i en I'enfortiment de la barrera

intestinal. A més a més, té I’habilitat d’induir I'apoptosi de les cel-lules cancerigenes del colon a banda
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d’activar la gluconeogenesis intestinal afectant aixi la glucosa i I'equilibri energetic [36]. En canvi, el
propionat travessa els colonocits arribant al fetge on representa un substrat per la gluconeogénesis i
regula la sintesi del colesterol [45]. Encara que els AGCC absorbits al colon representin entre un 6i 10%
dels requisits energeétics dels humans sdn molt importants en el balang energétic. A més a més, algunes
cél-lules com els adipocits, poden sentir I'augment dels AGCC induint la produccié d’hormones com la
leptina, la qual envia senyals al cervell per regular la gana i la despesa energetica [46]. Els bacteris
també produeixen productes intermediaris a partir de la fermentacié com el fumarat, succinat i lactat
pero aquests normalment es detecten en nivells baixos ja que sén rapidament utilitzats per altres
bacteris [36]. Tot i aixi, en pacients amb CU el lactat es pot detectar en quantitats significativament

més elevades i pot servir com un indicador de la malaltia [47].

La microbiota intestinal també presenta la capacitat de modular neurotransmissors. Els nivells de
triptofan, un precursor d’un gran nombre de metabolits perd en especial la serotonina, s’ha vist que
pot veure’s incrementat per diversos grup bacterians, com els Bifidobacterium, suggerint que la
microbiota pot alterar els nivells de serotonina i finalment provocar una comunicacié entre l'intesti i

el cervell [18].

Altres funcions metaboliques son la sintesi de vitamines essencials com la vitamina K i B i la sintesi
d’aminoacids mitjangant la seva activitat proteolitica [9,36]. Un altre paper molt important també es
troba en la modulacié del metabolisme dels greixos. Per exemple, els acids biliars, sintetitzats a partir
del colesterol al fetge, son metabolitzats més tard per la microbiota del colon formant acids biliars
secundaris. Els acids biliars tenen la funcié de contribuir al procés d’absorcié dels greixos a I'intesti
prim degut a la seva naturalesa tensioactiva que els permet ajuntar-se amb molécules de greix i formar
micel-les que poden ser absorbides per I’hoste facilitant aixi el metabolisme de greixos. El 95% dels
acids biliars es reciclen, perd el 5% restant arriben al colon on la microbiota els transforma en acids
biliars secundaris utilitzant enzims hidrolases de sals biliars. Aquest fet és el que envia senyals a

diversos receptors per tal de regular la sintesi d’acids biliars [18,36].
2.2 Funcions protectores

Una de les funcions protectores que presenta la microbiota intestinal és I'estimulacié i regulacié del
sistema immunitari. La barrera intestinal és |la primera linia de defensa contra patogens i antigens de
I'intesti. S’encarrega de controlar el flux de nutrients i bacteris i de mantenir I'equilibri del sistema
immunitari, influint aixi en la nutricié i la defensa de I'hoste a través de la microbiota intestinal. La
barrera intestinal esta composta per tres capes: 1) La capa mucosa al lumen intestinal, que evita
I"'adhesié de microorganismes degut a la seva densitat, mentre que la part més externa és una paret

molt dinamica amb un alt contingut de glicans que utilitzara la microbiota com a font d’energia per tal
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de mantenir la integritat d’aquesta barrera. 2) Les cel-lules epitelials intestinals, que regulen el
transport d’aigua i de nutrients als teixits de I’hoste. 3) La capa interior, anomenada lamina propia on
es troben les cél-lules immunitaries i per tant, és on s’organitza la resposta immunitaria distingint entre
agents patogens i microorganismes comensals. Quan aquesta barrera es troba alterada pot augmentar
la permeabilitat intestinal provocant un descontrol en el pas de substancies des de I'interior de I'intesti
i acabar desencadenant una reaccié immunitaria inadequada aixi com també una reaccié infamatoria
[48]. El manteniment de ’homeostasi bacteriana, o eubiosi, va lligat amb el sistema immunitari on els
microorganismes de la mucosa intestinal han de ser tolerants amb els comensals beneficiosos perd en
canvi, evitar el creixement excessiu dels patogens residents. Els metabolits produits per la microbiota
poden enviar senyals essencials per a promoure la sintesi de proteines antimicrobianes o
Immunoglobulines locals i produir restriccions al pas de la microbiota cap a la circulacid, prevenint un
sobrecreixement i evitant aixi una resposta immunitaria sistemica [9]. Si no es regulen aquestes
respostes es poden produir patologies que poden anar des de malalties inflamatories de I'intesti,

al-lergies o sindromes metabolics, entre d’altres [49].

L'intesti és la zona del cos on arriben antigens aliens i, per tant, és on trobem un gran organ limfoide
anomenat teixit limfoide associat a l'intesti amb les sigles amb anglés “GALT” (“gut-associated
lymphoid tissue”). Es I'estructura més gran de teixits limfoides del cos, organitzat i dispers en la [amina
propia i I'epiteli intestinal i és el responsable de determinar la localitzacié de la resposta immunitaria.
Per altre banda, els macrofags reconeixen els antigens i els fagociten perdo també modulen la resposta
immunitaria mitjancant la produccié de citocines i factors de creixement. D’aquesta manera els
bacteris intestinals transmeten senyals a les cel-lules immunitaries com macrofags i limfocits
mitjancant I'expressié de molécules com poden ser els lipopolisacarids (LPS), que acabaran d’activar la

resposta immunitaria i per tant també la inflamatoria [50].

La microbiota també promou el desenvolupament immunologic en la infancia ja que s’ha observat que,
I’exposicié de la microbiota abans i durant la gestacid aixi com també en el moment de néixer, presenta
un paper molt important a I’hora de tenir una bona resposta immunitaria [51]. També, el calostre i la
llet materna que contenen microorganismes vius, metabolits, immunoglobulines A i citocines

defineixen la resposta del sistema immunitari [12].

Dins la funcié protectora del sistema immunitari, la microbiota intestinal també presenta un paper
antiinflamatori mitjancant I'antagonisme contra bacteris que causen inflamacié, millorant la barrera
intestinal o interactuant amb els components que produeixen la inflamacié. Aquestes tres accions es
poden dur a la vegada i s’han estudiat certes soques de Lactobacillus i Bifidobacterium com a

supressores de la inflamacié al igual que certes fibres alimentaries que estimulen selectivament
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aquests géneres [50,52]. La inflamacid és la reaccié de defensa del cos contra lesions causant un
augment de flux sanguini a la zona afectada provocant dolor, inflor, calor, enrogiment i un alliberament
de compostos que donen lloc a senyals nervioses per tal d’eliminar I'agent que I’ha provocat. La
inflamacié es pot donar tant per factors externs com interns. Un potent desencadenant de la
inflamacié per factors interns és la presencia de microorganismes en llocs on no hi haurien de ser
presents. Per tant, una reaccié immunitaria comporta I'activacié del sistema de defensa inflamatori
per tal de fer arribar una gran quantitat de cel-lules del sistema immunitari a la zona. A banda de certs
bacteris i certes fibres, els polifenols també presenten una activitat antiinflamatoria i antioxidant pero
tenen una estructura complexa que I'organisme huma no pot aprofitar sense que la microbiota els faci
disponibles per a ser absorbits i aleshores, gracies a I'esmentada activitat, reduir el risc de les malalties

intestinals [53].

Una altre funcid protectora molt important és la competéncia que presenta la microbiota intestinal
contra organismes patogens. La microbiota es considera un mecanisme de defensa innat de
I'organisme degut a que pot evitar la colonitzacié d’aquests patogens mitjangant: 1) L’ocupacio dels
receptors a les mucoses intestinals abans que ho facin els patogens; 2) Produint compostos
(postbiotics) antimicrobians com poden ser bacteriocines, AGCC, acid lactic o peroxid d’oxigen, que

inhibeixen el creixement; i 3) Coagregant-se amb els potencials patogens [54].
3. Com estudiar la microbiota

El coneixement de I'existéncia de la microbiota al nostre organisme data de fa molt temps, perd no ha
sigut fins relativament pocs anys que gracies a les noves técniques genotipiques d’identificacié ens
hem adonat de la gran diversitat i funcionalitat que presentava per I'organisme. La microbiota pot ser
estudiada mitjancant tecniques analitiques com la seqilienciacié de nova generacid, pero també s’ha
d’entendre gracies a parametres numeérics i estadistics per a la seva interpretacid, aixi com també
grafics. Els models ex vivo de fermentacié també poden ajudar a entendre la microbiota sense tenir

problemes etics abans d’estudiar la microbiota amb estudis clinics o models in vivo.
3.1 Tecniques d’analisi

Les primeres tecniques d’estudi de microorganismes van ser el cultiu pur, la microscopia i les tincions.
Durant el s. XVII Antonie van Leeuwenhoek va observar per primera vegada bacteris a través d’un
microscopi creat per ell mateix i durant 200 anys els cientifics van anar observant microorganismes
sense ser classificats ni aillats [55]. El primer cultiu pur va ser obtingut pel micoleg Brefeld quan va
aconseguir aillar espores de fongs i cultivar-les en medi solid amb base de gelatina [56]. Aquest métode
no era viable pels bacteris degut al seu petit tamany, aixi que Lister, el 1878 va realitzar dilucions

seriades de cultius mixtes fins aconseguir que només hi hagués una unica cel-lula [57]. Aquesta feina
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comportava una tasca molt llarga on només s’aconseguia aillar les cél-lules del tipus bacteria més
abundant del cultiu original aixi que Koch, que estudiava bacteris patogens, va utilitzar rodanxes de
patata com a substrat solid nutritiu sobre el qual podien desenvolupar-se colonies visibles de bacteris
i on més tard també hi va afegir caldo de carn i gelatina per millorar el creixement. Poc després es va
dissenyar I'agar-agar, un polisacarid extret d’algues vermelles com agent solidificant del medi a banda
del desenvolupament de les primeres plaques de petri [56]. Durant els segiients anys i en els inicis del
segle XX, es van anar desenvolupant medis selectius, d’enriquiment i diferencials basats en el principi
de la seleccid natural per afavorir només el creixement de certs tipus de bacteris o poder observar la
seva diferenciacié a través d’indicadors de pH [58]. L’any 1878, Abbé va desenvolupar I'objectiu en oli
d’immersio just quan es van subministrar colorants que permetien facilment visualitzar els bacteris al

microscopi [59]. Tot i aixi, només es podien classificar aquells microorganismes que fossin cultivables.

Pocs anys abans, el bidleg Frierich Miescher I'any 1869 va aillar per primera vegada I’ADN. Durant els
seglients anys es va estudiar la seva estructura i funcié i el 1952 es va descobrir que era la moléecula
responsable de I'heréncia. L'any segilient Rosalind Franklin, Maurice Wilkins, Francis Crick i James
Watson van guanyar el premi Nobel per descobrir I'estructura de doble helix del ADN donant lloc a la
possibilitat de realitzar copies d’aquest. A partir del 1970, quan els microbiolegs van comencar a
canviar el concepte de la microbiologia classica acceptant la idea que existien molts microorganismes
que no eren cultivables (un 99.8%), es va afirmar que I’ADN podria ser seqlienciat per un procediment
quimic, mitjancant el qual era possible determinar I'ordre de la seqiiéncia dels nucleodtids del ADN en
només unes hores. Durant aquells anys, la biologia molecular va fer molts canvis en poc temps donant
a lloc descobriments com, els enzims de restriccid, la clonacié de gens en plasmids i fags i les tecniques

de hibridacio en filtre per ADN i ARN (Southern i Northern Blot) [60].

El seglient pas molt important va ser el 1983 quan Kary Mullis va desenvolupar una técnica que va fer
possible la sintesi de grans quantitats d’un fragment d’ADN sense haver-lo de clonar, conegut amb el
nom de reaccio en cadena de la polimerasa, coneguda per PCR per les seves sigles amb anglés. Aquest
procés permetia copiar milions de vegades una seqliencia determinada dins d’'una mescla d’ADN inclds
amb només una Unica molecula d’aquest ADN, en poc temps. A partir de llavors, es van crear equips i
reactius per dur-la a terme igual que es van comencar a comercialitzar seqlienciadors automatics que
permetien observar fins a 200 parells de bases per mostra i hora. Es van anar millorant els equips fins
que el 2003 es va poder obtenir la seqliéncia sencera del genoma huma [60]. Partint que seqlienciar
el genoma huma va costar uns 2.047 milions d’euros i que es va tardar més d’una decada en finalitzar-
se, era obvi que es necessitava una alternativa per a la seqlienciacid geneética i aixi va néixer la
Sequenciacié de nova generacié (NGS), ultraseqlienciacid o tecnologia de seqlienciaciéo massiva. El seu

principal fonament és realitzar multiples seqliéncies curtes (entre 100 i 300 bp, segons la tecnologia
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concreta emprada) de manera paral-lela, produint milions de lectures al mateix temps amb un cost
economic baix. A diferencia de les tecnologies de seqlienciacié anteriors, la NGS requereix d’'un
processament de dades important per identificar seqiiéncies solapants o similars entre els milions de
lectures, i per tant es troba intimament lligada als avengos en potencia de calcul i en els algoritmes
bioinformatics. L'aparicié de les diferents plataformes de NGS és precisament el que ha permeés la
realitzacié dels estudis metagendomics basats en la identificacid i caracteritzacid del microbioma.
Actualment estan comengant a apareixer seqlienciadors de tercera generacié on la seqiienciacio és a

temps real, pero el cost encara és elevat [61-63].

Per tal d’estudiar la microbiota intestinal d’'un organisme el primer pas és obtenir una mostra
d’aquesta. Una manera rapida i facil és a través de la femta de I'organisme, el qual dona una mostra
representativa de la zona del colon [64] i és la més utilitzada per a realitzar estudis in vitro degut a que
la presa de mostra s’obté facilment, té una densitat microbiana molt elevada i una contaminacio
genética humana minima, la que permet assajar amb diverses técniques moleculars [8]. Tanmateix, cal
tenir present que, tot i ésser les més utilitzades, les mostres de femta no permeten detectar diferencies
en la distribucid de microorganismes al llarg del colon (colon ascendent, transvers, descendent o
sigmoide) ni en la estratificacié de microorganismes en el mucus intestinal, més a prop o més lluny de
I'epiteli. Una altre limitacié d’utilitzar mostres fecals és que la seva composicid es veu influida pel
temps de transit intestinal [65]. Després s’ailla I’ADN de les mostres per tal de poder realitzar I'estudi
metagenomic o la seqlienciacié massiva a través de reactius especials. Un cop obtingut el DNA es creen
biblioteques de seqlienciacié que seran el resultat de moltes seqiiencies curtes de nucleotids (lectures)
corresponents als genomes de tots els microorganismes presents a la mostra. Aquestes seqliéncies es
poden obtenir generalment de dues maneres 1) Obtencio de seqliencies aleatories obtingudes de la
totalitat del material genétic present a la mostra 2) Obtencié de lectures que pertanyen a un gen fix
per cada especie on normalment s’utilitza el gen 16S rRNA [66]. En el primer cas, en I'estudi
metagenomic s’obtindran seqiéencies de tot el material genétic obtenint tots el genomes de tots els
bacteris que hi ha presents a la mostra. Tot i que poden ajudar a comprendre la diversitat taxonomica
i també l'estructura funcional de la comunitat microbiana, més de la meitat de les lectures de
seqiienciacié procedents d’'un metagenoma fecal huma no es pot mapar amb els genomes de
referéncia bacterians existents. Aquesta manca de genomes de referéncia d’alta qualitat s’ha convertit
en un obstacle pels analisis d’alta resolucié del microbioma intestinal huma [67] i, a més a més el seu

procediment és costos.

En canvi, quan s’obtenen les seqiiéncies que pertanyen a un gen en concret, el primer pas és saber
amb quin perfil de la comunitat bacteriana es vol treballar. La regié genomica que codifica I’ARN de la

subunitat ribosdmica petita, coneguda com a 168, és la més utilitzada en estudis metagenomics. El gen
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16S rRNA de la majoria de bacteris és una regid hipervariable i conservada que permet als investigadors
poder detectar i identificar bacteris. Aquest gen esta compres en 9 regions hipervariables (V1-V9) que
difereixen en llargada, posicié i taxonomia i serveixen per detectar aquest gen [68]. Per tal d’identificar
aquestes zones s’han designat primers universals especifics per les regions hipervariables [69]. Per
tant, la majoria d’estudis es basen en seqliéncies parcials del gen 16S degut a les limitacions que
presenten les tecnologies de seqlienciacié que permeten detectar 300pb aproximadament, mida que
presenta cada regié aproximadament [70]. Alguns autors han detectat que alguns géneres bacterians
no poden ser detectats amb segons quines regions (o primers) i tot i que no hi ha cap regié que pugui
identificar tots els generes, la regié V4 és generalment la més informativa i per tant la més utilitzada
[71,72]. Aquesta regid6 esta recomanada pel projecte Microbioma de la terra

(http://www.earthmicrobiome.org) i els primers més utilitzats per identificar-la sén 515F-806R [73].

Les diverses plataformes de seqlienciacié que et permeten detectar el gen 16S difereixen en la debilitat
de la lectura, la precisio, el temps de resultat i el rendiment. Les més utilitzades sén les tecnologies de

les cases Illumina (MiSeq QSeq), Life Technologies (lon Torrent), Roche i Pacific Bioscience RS Il [62].

Amb I'ajuda de la bioinformatica, a partir de les seqliéncies obtingudes s’arriba a I'obtencié de dades
entenedores per a poder-les analitzar. El primer pas és eliminar aquelles seqliencies redundants de
baixa qualitat i seqiiencies d’origen eucariota per tal de poder ensamblar les seqiiencies obtingudes i
obtenir fragments més llargs mitjancant programes bioinformatics com el QIIME o el Mothur [66]. Les
seqliéncies s’agrupen en unitats taxonomiques operatives (OTU) segons la similitud de les seqliéncies
obtingudes comparades amb les bases de dades per identificar els microorganismes presents. El terme
OTU és la unitat de classificacid seleccionada pel propi investigador que I'utilitza sense correspondre a
una entitat biologica en particular. Segons el nombre de vegades que s’ha obtingut una seqiiéncia
respecte el total de lectures realitzades, s’aconsegueix I'abundancia relativa de cada OTU. De totes
maneres, el terme OTU no s’utilitza en la seqlienciacié de la totalitat del material genétic que se centra

en una espécie microbiana en concret.

Una de les grans limitacions de la Metagendmica és que no dona informacié de les funcions biologiques
de la comunitat microbiana. Es per aixd que la generacié i la integracié de lectures conjuntes de
metagenoma (gens), metatranscriptoma (canvis en I'expressié genica), metaboloma (resultats

metabolics) i metaproteoma (proteines) permeten una valoracio funcional detallada [44].
3.2 Parametres numeérics d’interpretacio

Les dades obtingudes a partir de la seqlienciacié necessiten ser interpretades. Tot i que la informacié
basica mostra els bacteris presents (a tots els nivells taxondmics) i les seves abundancies relatives es

necessiten analisis addicionals per entendre la diversitat de les mostres, la riquesa, les semblances i
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diferéncies que poden presentar varies mostres, inclis comparacions estadistiques per determinar

canvis de la microbiota, etc.

Els parametres com sén I'alfa i la beta diversitat de les mostres son dels primers parametres a analitzar.
La diversitat es pot entendre dins d’'una mateixa mostra, fent referencia al que s’anomena alfa-
diversitat o entre diferents mostres, la beta-diversitat. Hi ha diferents mesures per descriure-les, la
més basica és la riquesa, que observa la presencia i abséncia de les OTUs. Altres mesures també tenen
en compte I'abundancia relativa de les OTUs presents a la mostra (uniformitat) [74,75]. Cada mesura
o index de diversitat presenta la seva férmula per ser calculada. Per tant, encara que varis indexs
observin els mateixos parametres (riquesa i uniformitat) no tots presentaran la mateixa importancia,
donant diferencies entre indexs. Les corbes de rarefraccido també s’utilitzen per avaluar la riquesa
d’especies en un nombre donat de mostres individuals, on la corba creix quan es van trobant noves
OTUs i en canvi la corba es conserva quan a mesura d’observar més mostres ja no es troben noves

OTUs [76].

Dins les mesures més utilitzades per estudiar I’alfa diversitat la més basica és el recompte total d’OTUs
presents (riquesa) i I'index de Shannon. Aquest ultim observa la presencia i abseéncia de les OTUs per
descriure la incertesa relativa de predir correctament els seglients taxons (Taula 2). De totes maneres
existeixen altres mesures que inclouen la uniformitat de la mostra com és I'index de Chaol, que
observa aquelles OTUs que contenen una Unica lectura, estimant que si continués observant més
mostres trobaria noves OTUs i per tant segons la seva formula, quantes més OTUs hagi trobat només
una unica vegada més augmentara el seu valor. També s’utilitza I'index de Simpson per descriure |’alfa
diversitat, que s’utilitza per comunitats grans ja que expressa la probabilitat que dos individus

qualsevols extrets a I'atzar d’una comunitat molt gran pertanyin a la mateixa espécie.

També podem trobar els nombres de Hill, molt utilitzats per caracteritzar la diversitat, que son la unié
de diverses families d’indexs de diversitat i per tant mostren la relacié entre els indexs de riquesa
d’espécies i els index d’uniformitat. Els nombres de Hill només es diferencien entre si per un exponent
i incorporen I'abundancia relativa i la riquesa. Un dels nombres de Hill és la riquesa d’OTUs presents a
la mostra (Hill 0, g>0), el seglient nombre de Hill es refereix a les espécies efectives (Hill 1, q=1) i es
calcula fent I’exponencial de I'index de Shannon, i el tercer nombre es refereix a I'invers de Simpson

(Hill 2, g=2) que té en compte les especies altament efectives (les més abundants) [77].

Els indexs per estudiar la beta-diversitat i observar les similituds entre mostres també poden tenir en
compte només la riquesa, com sén I'index de Jaccard i de Sorensen, dos indexs molts semblants que
donen un valor de similitud a partir de la comparacié de les OTUs presents a les mostres donant la

mateixa importancia a cada una. En canvi, I'index de Bray-Curtis o Jensen-Shannon tenen en compte
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la abundancia relativa de les OTUs presents. També es poden donar correlacions per estudiar la
similitud entre mostres com la correlacié de Pearson, que mesura I’associacié entre dues variables per
saber la seva relacié lineal trobant si hi ha dependéncia entre les variables. La correlacié de Spearman
en canvi, és la versié no parametrica (on no es fan suposicions sobre cap parametre) de Pearson, aixi
agrupa les OTUs per rangs segons |'abundancia que presenten. També podem estudiar la distancia
entre mostres a partir de la mesura de Hellinger, que utilitza I’arrel quadrada de I'abundancia i aixi
redueix una mica la importancia de les OTUs més abundants pero sense arribar a equiparar-les a les
menys abundants, o I'index d’Euclidea que utilitza cada OTU com un vector diferent i calcula la
distancia entre vectors, i per tant és molt sensible a les OTUs més abundants [78,79]. Per tant, moltes
d’aquestes mesures varien segons la importancia que donin a I’'abundancia. En el cas de la correlacié
de Pearson i Euclidea no funcionen gaire bé degut a la gran importancia que donen a les OTUs
abundants. Tot i aixi, més que dir que hi ha mesures millors que d’altres, cal reconeixer que les
diferents mesures proporcionen diferents tipus d’informacid, o diferents perspectives, i gracies a
aquestes diferéncies podem entendre les variacions que tenim d’OTUs entre mostres [75]. Per tant,
sol resultar convenient emprar més d’una mesura, suficientment diferents entre elles, a fi d’obtenir
informacid des de diferents perspectives, principalment pel que es refereix al paper de les OTUs més

abundants i les menys abundants.

Taula 2. Equacions de les mesures de diversitat emprades en aquesta tesi.

S = Nombre d’OTUs presents

index de Shannon H= _i(p_ In P') Pi = Abundancia relativa per aquella
1 3
i=1 OTUi
Hill 1 Hill1 = ef H = index de Shannon
index de Simpson 1 S = Nombre total d’OTUs
(Hill 2) D= 2:’,‘ 9 Pi = Abundancia relativa per aquella
i-1Pi oTU .

AiB=Nombre d’OTUs de les

index de Sorensen 207 2|A ml B| mostres A i B, respectivament

QS =

A+B A| + |B| | €=Numero d’OTUs compartides per

les dues mostres

Cij = Suma dels valors menors de les
index de BC ) EC;'J; especies en comu

=1 ——
Bray-Curtis ! Si + SJ' Si = Numero d’OTUs a cada mostra i,

i j, respectivament
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Totes aquestes mesures de beta-diversitat s’Tacompanyen de grafics que ajuden a entendre les
dimensions de les similituds. Per exemple, es pot utilitzar I'analisi de coordinades principals (PCoA) que
situa les mostres en un espai d’ordenacid en funcid dels seus perfils de microbiota total. Si totes les
OTUs de totes les mostres son compartides de manera uniforme entre les mostres, llavors les mostres
es situen a les ordenades 0.0. Aixi, les mostres més allunyades d’aquest punt sdn més diferents i les
mostres més properes sén més semblants entre elles que amb les allunyades. S'utilitza per comparar
mostres amb diferents variables d’interés [74]. En canvi no es pot utilitzar I'analisi de components
principals (PCA) degut a la gran comparacié de variables que hi ha entre diferents mostres (diferents
OTUs i abundancies entre mostres). També es pot utilitzar I'escala multidimensional no meétrica
(NMDS) que observa les distancies entre mostres, i permet observar el nivell de similitud de cada una
de les mostres dins d’un conjunt de dades (OTUs). A més, permet la reduccié de la dimensid no lineal

ja que visualitza la informacié en una matriu de distancia [75].

Per tal d’estudiar la significacié de les distancies obtingudes es pot fer mitjancant la comparacié entre
les mitjanes de les répliques en estudi, creant grups i comparant-los entre ells amb un test t-Student
gue compara mitjanes entre dos conjunts de dades o també amb un analisis de variancia (ANOVA) que
permet comparar mitjanes entre més de dos grups mirant diferencies unicament entre grups. Per
aquesta rad, quan tenim varis conjunts de mostres, amb moltes abundancies d’'OTU per cada una i
altres variables afegides, un ANOVA no és possible i s’utilitzen els analisi de similitud (ANOSIM) o analisi
de variacié multivariant permutacional (PERMANQVA). Els dos es basen en la comparacio intra i entre
grups, pero la principal diferéncia entre ells és I'enfoc a la comparacié. L'ANOSIM compara rangs de
variacions similars mentre que el PERMANOVA compara els valors de variacio estimant la significacio
amb un métode de permutacié [80]. Per tant ’ANOSIM observa la diferéncia significativa entre dues o
més mostres, comparant els rangs de distancies entre els objectes de les diferents mostres, amb els
rangs de distancies entre objectes dins de la mateixa mostra, de manera que I'enfocament és molt

similar al NMDS, Unicament diferenciant-se en que ’ANOSIM treballa amb rangs [75].
3.3 Estudi de la microbiota per fermentacié ex vivo

Els models de fermentacid ex vivo sén considerats ideals per a I'estudi de substancies com sén els
probiotics o prebiotics ja que permeten veure les alteracions causades a la poblacié microbiana sense
tenir problemes étics i permetent un mostreig dinamic al llarg del temps. Existeixen des de models
simples que fan incubacions curtes amb fermentacions estatiques fins a models complexes continus

gue inclouen varis reactors, simulant el pas per diferents zones del tracte gastrointestinal.
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Els inconvenients dels sistemes estatics sdn I'acumulacié de metabolits que inhibeixen I'activitat
microbiana i per tant necessiten llargs periodes per a poder fermentar el component d’interés.
Serveixen basicament per tenir una primera visié dels resultats ja que s’allunyen molt de la realitat en
guant a condicions no controlades com pH o potencial redox del fermentador [81]. Per altre banda, la
majoria de models dinamics de fermentaciod en diverses etapes es basen en el model descrit per Gibson
1988 (Figura 4) [82], un model continu de tres vasos alineats en serie de manera que es produeix una
alimentacié seqliencial del medi de creixement que imita les condiciones del colon proximal,
transversal i distal. Les seves condicions es van adaptar per Macfarlane el 1992; és per aquest motiu
gue el sistema també rep el seu nom. El pH utilitzat a la fermentacié per aquest sistema varia segons
la zona i es troba detallat a la figura 4. L’etapa proximal simula una alta disponibilitat de substrat i per
tant hi ha una elevada taxa de creixement bacteria, en canvi I'Gltima etapa presenta menys
disponibilitat de nutrients i per tant la taxa de creixement és més lenta. Gibson també va desenvolupar
un medi nutritiu que molts estudis han utilitzat ja que simula molt bé les condicions de I'intesti. Es
tracta d’un caldo amb substrats proteics, hidrats de carboni complexes no digeribles i una barreja de

sals minerals i vitamines.

Els principals factors a controlar sén la continua reposicié de nutrients, el control de la temperatura i

les condicions d’anaerobiosis.
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Figura 4. Components del sistema de tres etapes en continu de Macfarlane [83]
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En canvi, el model més sofisticat és el TIM-2, el que reprodueix la barreja peristaltica del contingut
luminal del colon proximal i també I'absorcié d’aigua i la fermentacié de productes [84]. Altres models
de simulacié molt sofisticats sén el SHIME®, de I'empresa ProDigest, que simula tot el pas de la
microbiota al tracte gastrointestinal i a diferéncia del Simulador Gastrointestinal Dinamic (SIMGI®) és
un sistema validat [85,86]. El sistema SIMGI presenta les mateixes etapes que el model SHIME pero en
I'etapa de I'estémac utilitza moviments peristaltics i es troba controlat per un programa informatic,
tot i aixi és un model desenvolupat recentment i per tant presenta una historia curta per a la seva
avaluacio [87]. Altres models utilitzats sén L’EnteroMix de I'empresa Danisco, que permet treballar
amb volums molt petits de mostra (entre 6 i 12 mL) [88] o el sistema Lacroix de ETH a Zurich, que
utilitza els inoculs fecals amb microbiota immobilitzats en grans de gel d’entre 1-2mm de diametre per

tal de representar una comunitat bacteriana complexa i esta pensat per treballar amb microbiota de
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nadons [89]. Les principals diferéncies entre els models dinamics més utilitzats es troben representats

alataula 3.

Taula 3. Principals diferéncies dels models dinamics més utilitzats de fermentacid ex vivo

Nom del Ne Zona de simulacié pH Temps Temps
model Etapes estabilitzacié de
/vasos del sistema retencio
Macfarlane 3 Colon proximal 5.5 24 hores 27.1 a
Colon transvers 6.2 66.7
Colon distal 6.8 hores
TIM-2 1 Colon Proximal 5.8 16 hores -
SHIME 5 Estomac 2 14 dies 24 a 72
Intesti prim 6.8 hores
Colon ascendent 5.6-59
Colon transvers 6.15-6.4

Colon descendent 6.6-6.9

SIMGI 5 Estémac 2 14 dies 24 a 72
Intesti prim 6.8 hores
Colon ascendent 5.6
Colon transvers 6.3
Colon descendent 6.8

EnteroMix 4 Colon ascendent 5.5 24 hores 3 a 9

Colon transvers 6 hores
Colon descendent 6.5
Colon distal 7

Lacroix 3 Colon proximal 5.9 14 dies 13 hores
Colon transvers 6.2
Colon distal 6.6—-6.7

Tot i aixi el model ideal hauria d’incloure també cél-lules epitelials, microbiotes intestinals complexes
i una capa de mucosa entre d’altres. El model SHIME inclou una variant amb preséncia de mucosa (M-
SHIME®) on hi ha integrat un compartiment mucds a les regions del cdlon, permetent que la microbiota

s’adhereixi en aquesta capa mostrant efectes més representatius [86].
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4. Modulacié nutricional de la microbiota

Els moduladors de la microbiota més ampliament administrats sén els probiodtics i el prebiotics. Els
probiotics se subministren o bé com a complements alimentaris o bé com a aliments fermentats. Els
prebiotics, per tal d’enriquir les poblacions microbianes beneficioses, s’utilitzen normalment com
ingredients alimentaris en galetes, cereals i productes lactics, entre d’altres. Per aquesta rad moltes
vegades s’administren probiotics i prebiotics de manera conjunta (simbiotic) per tal que millori la
supervivencia de la soca probiotica facilitant el substrat especific que fermentara. Tant probiotics com
prebiotics per tant, es donen com aliments suplementaris afectant a la nostra dieta per intentar

millorar |'estat nutricional dels consumidors.

Encara que els probiotics i prebiotics hagin demostrat efectes beneficiosos més enlla de I'intesti,
aquesta tesi se centrara en els efectes que tenen sobre aquest, al igual que els seus efectes Unicament

en humans.
4.1 Modulacié nutricional de la microbiota amb probiotics
4.1.1 Historia i concepte

A finals del segle XIX es van comencar a descobrir els agents causants de diverses malalties infeccioses
provocant que els cientifics presentessin un gran interés per buscar solucions sobre aquestes
infeccions i la microbiologia en general. A principis del segle XX es va comengar a pensar que hi havia
certs bacteris que tenien efectes beneficiosos sobre la salut de I’hoste, com el Lactobacillus acidophilus
[90]. Elie Metchnikoff, director de I'Institut Pasteur, durant I'epidémia del colera de Paris de 1892,
havia descobert que certs bacteris intestinals podien inhibir el creixement del virus que la provocava.
Més tard va postular que els bacteris que intervenien en la fermentacidé dels iogurt (bacteris acid
lactics, BAL) contribuien al manteniment de la salut i eren capacos de promoure la longevitat i aixi, va
acabar dissenyant una dieta de llet fermentada amb un bacteri que va anomenar “Bacil bulgar” per
reemplacar els bacteris proteolitics que produien substancies toxiques per bacteris utils [91].
Paral-lelament el 1906, el pediatre francés Henry Tissier va descobrir que els nens amb diarrea
contenien a les seves femtes menys quantitat de bacteris en forma de Y “bifids” que els seus pacients
sans. Més tard, va aillar un Bifidobacterium d’un lactant alimentat amb llet materna per tal de poder-

lo administrar als nadons amb diarrea [92].

El 1917, onze anys abans del descobriment de la penicil-lina per Alexander Fleming, el cientific Alfred
Nissle va aillar una soca d’Escherichia coli no patogena de la femta d’un soldat de la Primera Guerra
Mundial que, a diferéncia dels seus companys, no presentava enterocolitis durant un brot greu per

shigellosi [93]. Aquesta soca avui en dia és un dels pocs probiotics que no és un BAL i s’Tanomena
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Escherichia coli soca Nissle 1917. Una altre soca comercialitzada avui en dia és el Lactobacillus casei
aillat al Japd pel Dr. Minoru Shirota per tal de combatre brots de diarrea. Va entrar al mercat el 1935 i

va constituir la base de la companyia Yakult [94].

L'interes pels probiotics va perdre forca degut al descobriment dels antibiotics. A més a més, en aquell
moment les investigacions cientifiques de qualitat eren limitades, en gran part degut a que la
complexitat de la microbiota intestinal era desconeguda i per tant subestimada. No obstant, I'aparicio
de bacteris resistents als antibiotics i els seus efectes adversos va provocar anys més tard que l'interes
pels probiotics retornés [40]. Els avengos en la investigacié també han portat a la millora de la
caracteritzacié de noves soques probiotiques, millorant aixi la comprensié dels seus mecanismes

d’accid i els seus efectes sobre la salut.

La definicié generalment acceptada dels probiotics va ser proposada per Guarner i Schaafsma el 1998
com “microorganismes vius que, quan s’administren en quantitats adequades, confereixen un benefici
a la salut de I'hoste” [95]. Des de llavors, moltes institucions sanitaries com I’Organitzacié Mundial de
la Salut (OMS) [96] o I Organitzacié Mundial de Gastroenterologia (WGO) [97] han adoptat aquesta

definicid.
4.1.2 Identificacid i seleccié de microorganismes probiotics

Els microorganismes més utilitzats com a probiotics sén les especies del genere Lactobacillus i
Bifidobacterium, pero també s’utilitza el llevat com Saccharomyces boulardii i algunes espécies de E.

coli, Bacillus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus i Propionibacterium [98].

Per a poder comercialitzar una soca probiotica es necessita la seva identificacié a nivell de génere,
espécie i una designacio alfanumeérica que indiqui de quina soca es tracta. Segons la OMS/FAO els
fabricants de probidtics han de registrar les soques en un dipodsit internacional, qui li ofereix una
designacié alfanumerica a les soques. Alguns d’aquests diposits sén la Col-leccié Espanyola de Cultius
Tipus (CECT), la Col-leccié de Cultius de Tipus Americana (ATCC), La Col-lecid de I'Institut Pasteur (CIP)
o I'Institut Leibniz, la Col-leccié Alemanya de Microorganismes i Cultius Cel-lulars (DSMZ). A més a més,
es recomana la realitzacié d’estudis clinics en humans que avalin cientificament el benefici d’una soca
o combinacions de soques probiotiques a una dosi eficag per demostrar els beneficis declarats [99]. El
mar¢ de 2019, Reid et al. suggerien també que totes les soques probiotiques haurien de tenir el
genoma seqlienciat per ser caracteritzat i aixi assegurar que la designacié de la soca és la correcte
[100]. L'Associacio Cientifica Internacional de Probiotics i Prebiotics (ISAPP) en la Declaracié del
Consens sobre |'abast i I’'Gs adequat del terme probiotic va restringir al nivell taxondmic de soca les
declaracions de propietats saludables (health claims) especifiques associades als probiotics en aliments

o suplements [101]. Per tant, és important parlar de soques probiotiques ja que és on recau |'efecte
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beneficiés del bacteri o microorganisme (Figura 5). De totes maneres, molts probiotics poden
funcionar de manera similar en quant a la seva capacitat de promoure la resistencia a la colonitzacio,
regular el transit intestinal o normalitzar la microbiota alterada i per tant moltes soques diferents
poden aportar un mateix benefici. La identificacié a nivell de soca també és molt rellevant ja que
permet identificar de la mateixa manera un bacteri en diferents proves o assaigs clinics aixi com també

durant la seva comercialitzacié obtenint uns beneficis Unics per aquella soca.

Figura 5. Representacid de les caracteristiques comunes que poden presentar tres possibles soques

gue pertanyen a la mateixa espécie [102]

Species X

Genes common
to all
three strains

La majoria de probiotics sén administrats via oral, i per poder dur a terme el seu efecte beneficids han

de sobreviure a les condicions que presenta I'aparell digestiu. El primer efecte antimicrobia que troben
és la saliva, seguit per I'acidesa gastrica, les sals biliars de I'intesti prim, la secrecié pancreatica i fins i
tot I'adhesid al mucus intestinal [103]. La supervivencia a aquests efectes dependran de les propietats
de cada soca i per aquesta rad, a I’hora de seleccionar possibles soques probiotiques, primer es
realitzen estudis in vitro per després comprovar els efectes amb estudis clinics de fase 2i 3. Amés a
més, una soca que creix bé en condicions de laboratori no necessariament ho fa en condicions
industrials. Per tant, les empreses que comercialitzen probiotics han d’obtenir una biomassa elevada
gue sigui economicament rentable i que la seva concentracié sigui la necessaria per obtenir el benefici

desitjat mantenint-se fins al final de la seva vida util.

Les afirmacions que es poden fer d’aquests productes varien segons la supervisié regulatoria de cada
pais. La descripcid d’un producte probiotic en tots els casos hauria d’incloure la identificacié del
génere/s i espécie/s aixi com la designacid de la soca, la dosi minima d’organismes viables per cada
soca al final de la vida util (expressat en unitats formadores de colonies o UFC), les condicions
d’emmagatzematge recomanades, la dosi recomanada (varia segons el producte), els efectes
beneficiosos aixi com els possibles efectes adversos i la manera de contactar amb el servei d’atencid

al client.
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4.1.3 Seguretat dels probiotics

L’Autoritat Europea de Seguretat Alimentaria (EFSA) avalua els riscos de les espécies i presenta una
llista de les especies de microorganismes recomanades anomenada llista de Presumpcié Qualificada
de Seguretat (QPS). L'estat QPS d’una espécie se li atorga quan es conclou que no presenta problemes
per a la salut basant-se en proves d’evidencia, sense necessitat d’'una avaluacié completa de seguretat
abans de subministrar-se com a suplement alimentari. Algunes d’aquestes especies QPS soén els
Lactobacillus o el Bifidobacterium que des de fa molts anys s’han utilitzat amb seguretat i per tant
aquestes especies només requereixen, a banda de la seva identificacid, la deteccié de gens
transmissibles de resistencia a antibiotics, la produccié d’amines biogenes i la preséncia de gens de
viruléncia [104]. De la mateixa manera que la EFSA atorga |'estat QPS a les espécies a nivell europeu,
als Estats Units I’Administracio d’Aliments i Farmacs (FDA) atorga I'estat Generalment Reconegut Com

Segur (GRAS) a aquelles especies segures [105].

Durant |'Us dels probiotics han hagut molt pocs casos d’efectes adversos produits per aquests, pel que
es confirma I'escassa patogenicitat que presenten. Tot i aixi, els probiotics no només sén administrats
a individus adults sans, sind que també a individus sans pero amb alguna situacié especial com poden
ser les embarassades, els nadons o la gent gran o inclds també en poblacié malalta de diferents graus
de gravetat. Es per aixd que quan s’avalua la seguretat s’ha de tenir en compte, entre altres factors, el
microorganisme en qiestio, la manera d’administracio, el nivell d’exposicid, I'estat de salut i les
funcions fisiologiques que pot portar a terme el probiotic sobre I’hoste [106]. Tot i aixi s’"ha demostrat
la seva seguretat en individus amb VIH, en nens prematurs o individus d’edats molt avancades [107—-

109].

Alguns dels efectes adversos que poden presentar els probiodtics sén la produccié de metabolits no
desitjables (com les amines biogenes, o bé un excés d’acid D-lactic en nadons), possibilitat de
transmissié de gens que confereixin resisténcia a antibiotics, excessiva immunoestimulacié en
individus sensibles o infeccions oportunistes en individus immunosuprimits. Per aquesta rad les
mesures que es porten a terme per identificar la seguretat de les soques es troben relacionades a
prevenir aquests efectes [104]. La seqiiéncia del genoma complet de les soques pot facilitar a trobar
gens relacionats amb patogenicitat a aquelles soques que no s’han pogut incloure a la llista QPS com
son els Enterococcus aixi com detectar gens de resisténcies a antibiotics. La resisténcia a antibiotics
gue poden presentar els microorganismes pot ser intrinseca, i per tant totes les soques d’aquella
especie presentaran la resisténcia (no transmissible), o bé adquirida, on la resisténcia normalment es
deu a I'adquisicié de gens que es troben en elements transmissibles com plasmids. Per aquesta raé,

les soques que presenten una resistencia adquirida no sén aptes per a la seva comercialitzacio i, per
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tant, es recomana observar el patré de resisténcies als antibiotics [106]. Per altre banda, alguns
microorganismes podrien produir concentracions molt altes d’algunes amines bidogenes com soén la
histamina o la tiramina, les quals poden induir a trastorns digestius, circulatoris i respiratoris [110] i

per aquesta rad interessa que no presentin capacitat de sintetitzar-ne.
4.1.4 Mecanismes d’accioé dels probiotics

A grans trets, igual que les funcions de la microbiota intestinal, els principals mecanismes d’accié dels
probiotics sén la interferéncia de creixement o supervivencia de microorganismes patogens, millora
de la funcié de la mucosa en la barrera intestinal, millora del sistema immunitari i per tant també la
regulacié dels nivells d’inflamacié. Pero també cal recordar que, els mecanismes d’accié poder ser
comuns entre especies o géneres pero també poden dependre del contingut genétic de cada soca i per
tant hi haura mecanismes d’accié exclusius a nivell de soca [44]. Els principals mecanismes d’accio
poden venir donats per 'alliberament d’antimicrobians per part de les soques probiotiques o degut a

algunes estructures que presenten a la paret bacteriana, i es poden classificar de la seglient manera:

- Retorn a l’estat de rebiosi microbiana i competéncia amb patogens

L'efecte més reconegut dels probiotics és la reduccié en la incidénica i la gravetat de la diarrea
associada al tractament amb antibiotics [111]. Els antibiotics causen un estat de disbiosi a I'intesti
permetent el creixement de patdogens que afecten a la integritat de la barrera intestinal. El principal
paper dels probiodtics és antagonitzar contra aquests patogens i aixi millorar la funcié de la barrera
intestinal causant la rebiosi [112]. Les competéencies més estudiades dels probiotics en front als
patogens és la reduccié del pH del medi, la competéncia per les fonts nutricionals i la produccié de
bacteriocines. Les bacteriocines son uns péeptids d’entre 30 i 60 aminoacids. Aquests peptids poden
presentar una accié bactericida degut a que formen porus a la membrana dels bacteris susceptibles
induint la seva lisis, o també bacteriostatica podent inhibir la sintesi de la paret cel-lular. A més a més
aquestes bacteriocines poden ser especifiques provocant una activitat antimicrobiana selectiva. Altres
funcions que presenten les bacteriocines és permetre la comunicacié entre soques de la mateixa
especie i també interferir en la comunicacié d’altres espécies, per exemple perque no formin biofilms
[113]. Tot i aixi, també hi ha altres antimicrobians alliberats com podria ser la reuterina, causant un

desequilibri redox als bacteris susceptibles [114].

- Activitats enzimatiques

La produccié de polifosfats (polimers de fosfats) per part d’'un enzim que contenen alguns probiotics
anomenat enzim poli-P quinasa (PPK) sembla estar relacionat amb la capacitat de sobreviure a diversos

tipus d’estrés ambiental provocant un efecte beneficiés pel propi bacteri pero també causant un
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benefici a I'hoste, degut al reforg¢ que provoca a la barrera intestinal [115].

Algunes soques de Lactobacillus tenen la capacitat de transformar I’'aminoacid L-triptofan en indole
gracies a I’'enzim aminotransferasa aromatica. L'exposicié de les cél-lules epitelials a I'indole augmenta

I’expressid de proteines implicades en el manteniment de la barrera intestinal [113].

Alguns probiotics també s’ha observat que presenten la capacitat d’hidrolitzar les sals biliars per tal de
reduir la toxicitat que aquesta els provoca. D’aquesta manera els acids biliars no poden ser reabsorbits
i van a parar al colon abans de ser excretats i d’aquesta manera alguns probiotics poden presentar
efectes sobre el metabolisme, millorant la regulacio del colesterol en sang o ajudant al manteniment

de pes [113].

- Produccié d’Acid Lactic i d’Acids Grassos de Cadena Curta volatils (AGCC)

Com és molt conegut, els BAL presenten comunment la capacitat de produir acid lactic com
antimicrobia en front d’enterobacteris patdgens com sén E. coli, Salmonela spp., Proteus mirabilis i
Staphylococcus aurus o llevats com Candida albicans, pero no tots els BAL el produiran amb la mateixa
intesitat produint diferéncies entre soques [116,117]. L’acid lactic és el principal antimicrobia produit
per especies com Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus i Bifidobacterium i també juga
un paper clau en la competéncia gracies a la reduccié de pH de I"'ambient. Els AGCC (acetat, butirat i
propionat) sén uns dels principals metabolits produits per nombrosos bacteris de la microbiota, tant
bacteris emprats com a probiotics (dels generes Lactobacillus i Bifidobacterium) com bacteris
anaerobis estrictes de dificil cultiu (com Faecalibacterium, Roseburia, Anaerostipes o Eubacterium). La
mucosa intestinal presenta receptors (GPR41, GPR43 i GPR109A) especifics pels AGCC que presenten
un clar efecte antiinflamatori i protector de la barrera intestinal, essent el butirat el que presenta major
efecte anti-inflamatori, mentre que I'acetat té un efecte menor pero en canvi estimula la produccié

d’'immunoglobulines A [118].

- Adhesié a les cel-lules epitelials

Les cel-lules epitelials de l'intesti produeixen mucina per evitar I'adhesié de microorganismes
potencialment patogens. Algunes soques com Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 o Bifidobacterium
breve UCC2003 presenten un pili, una estructura proteica capa¢ d’unir-se a la mucosa intestinal i també
travessar-la per tal d’adherir-se directament a les cel-lules epitelials, aconseguint a la vegada suportar

les forces d’arrossegament de I'intesti i/o evitar que un patogen s’hi pugui adherir [113,119].

- Modulacié del sistema immunitari

La paret cel-lular dels bacteris gram positius i probiotics es troba composta principalment per
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peptidoglica i acids lipoteicoics (LTA). Aquests LTA sén detectats pels receptors de reconeixement de
patrons de les cél-lules de I’epiteli i del sistema immunitari com poden ser els receptors tipus Toll (TLRs)
o tipus NOD (NLRs) de I’hoste [120]. Concretament els TLR2 poden detectar LTA juntament amb la
preséncia de dos co-receptors, TLR1 i TLR6. S’ha descrit que algunes soques probiotiques promouen
els heterodimers de TLR2/TLR6 estimulant aixi la citocina proinflamatoria IL-6 que a la vegada indueix
la IL-10. En canvi, quan I’heterodimer format és TLR2/TLR1 es produeix una reaccid proinflamatoria
per part de IL-12 i IL-17, reaccid que se sol observar amb bacteris patdogens perdo no amb soques
probiotiques [121]. Per tant, alguns components de la membrana dels probiotics ajuden a modular
I"activitat antiinflamatoria de I’hoste. Un altre exemple ben estudiat de proteines immunoreguladores
son les serpines secretades per B. longum de la subespécie longum que actuen unint-se i inactivant de
forma irreversible dues proteases pro-inflamatories humanes: la elastasa dels neutrofils i la elastasa
pancreatica. A més, s’han trobat gens homolegs en algunes altres especies del génere Bifidobacterium,
com B. breve [122]. A part, altres receptors com TLR9 poden detectar ADN bacteria augmentant aixi
els nivells de limfocits T reguladors i per tant modular processos inflamatoris produits per agents
patogens [123]. El génere Bifidobacterium presenta una gran quantitat de guanina i citosina a la seva
cadena d’ADN que li permet presentar bones seqiencies per unir-se al receptor TLR9 [122]. Els
receptors NOD en canvi, detecten canvis de composicié en el peptidoglica de la paret dels gram positius
provocant diferéncies a la capacitat de reduccié de la inflamacid. A més a més aquestes interaccions
també provoquen que les cél-lules epitelials es trobin més actives davant la presencia de patogens
provocant que secretin mucina per evitar la seva adhesid [124]. Per altre banda, alguns polimers de
carbohidrats com sén els exopolisacarids, sintetitzats i exposats a la superficie del genere
Bifidobacterium, també augmenten la produccié de citoquines antiinflamatories presentant un

impacte en la funcié immunitaria [122].

- Cross-feeding

Tant en probiotics com prebiotics és important el concepte d’estimulacié creuada o cross-feeding que
es dona quan un organisme X, al metabolitzar un substrat inicial, genera metabolits que permetran
I'alimentacié d’un altre organisme Y d’una altre especie diferent (o de la mateixa) [125]. Aquest
concepte és un mecanisme que facilita la coexisténcia entre diferents organismes com per exemple,
els Bifidobacterium produeixen glucosidases extracel-lulars amb afinitat per degradar diferents
carbohidrats complexes en sucres més simples que a la vegada seran aprofitats per altres
Bifidobacterium, de la mateixa o de diferent espécie [126]. També s’ha vist que en un cultiu conjunt de
Bifidobacterium amb prebiotics tipus fructans o xilooligosacarids (XOS) aquests bacteris degraden
aquests prebiotics generant lactat i acetat, i que aquests, serveixen per afavorir el creixement de

bacteris beneficiosos productors de butirat com sén Faecalibacterium, Roseburia o Anaerostipes. A
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més a més, combinant el creixement de Bifidobacterium amb Lactobacillus juntament amb un
prebiotic tipus inulina s’ha aconseguit augmentar la produccié de butirat per part d’alguns bacteris,

incapacos de degradar la inulina per ells mateixos [127].
4.2 Modulacié nutricional de la microbiota amb prebiotics
4.2.1 Historia i concepte

Els primers estudis que es van realitzar amb prebiotics van ser als anys 80 quan uns investigadors
japonesos van utilitzar femtes humanes per demostrar amb cultius in vitro que els fructooligosacarids
(FOS) eren fermentats selectivament pels bifidobacteris i que a més a més, tenien la capacitat
d’estimular el seu creixement [128]. Els resultats van ser confirmats per Gibson i Robertfroid els que el
1995 van definir el concepte de prebidtic com “un ingredient alimentari no digerible que afecta de
manera beneficiosa a I’hoste estimulant selectivament el creixement o activitat d’'un o un nombre
limitat de bacteris ja residents al colon” [129]. Els primers prebiotics d’ds comercial estimulaven el
creixement de Lactobacillus i Bifidobacterium especialment, pero en canvi bacteris patogens com E.
coli no. D’aquesta manera el concepte prebiotic va guanyar l'interés en els camps de I'alimentacié, la
nutricié i la microbiologia. Des de llavors la seva definicié ha anat evolucionant i canviant al llarg del
temps. Per exemple, el 2004, va sorgir la definicio classica de prebiotic com “un ingredient fermentat
selectivament que permet canvis especifics, tant en la composicié i/o 'activitat de la microflora
gastrointestinal que confereix beneficis al benestar i la salut de I’hoste” [130]. D’aquesta manera en el
concepte prebiotic s’incloia que aquest havia de tenir la capacitat de resistir el procés de digestio,
s’havia de fermentar per microorganismes intestinals, i la selecci6 que presentaven es trobava
associada a bacteris que conferien salut i benestar. L'ISAPP va publicar I’'any 2017 una nova definicié
de prebiotic indicant que un prebidtic és “un substrat que s’utilitza selectivament pels
microorganismes de |’"hoste que li confereixen un benefici a la salut” [131]. Aquesta definicid implica
I’efecte modulador dels prebiotics i no es limita necessariament a la microbiota gastrointestinal, a més
a més la definicié tampoc es limita a compostos basats en hidrats de carboni, sind a qualsevol compost
que pugui ser utilitzat per la microbiota que confereixi un benefici per a la salut com poden ser

polifenols o acids grassos poliinsaturats.

D’aquesta manera el terme prebiodtic va ser inicialment proposat per donar émfasis a la importancia
d’una dieta per a la modulacié de la microbiota intestinal i la seva relaci6 amb la salut humana.
Tradicionalment el seu concepte s’havia presentat equivalent al de carbohidrats complexes (o fibres),
pero actualment ni totes les fibres compleixen la definicié de prebiotic, ni tots els prebiodtics han de ser

sempre carbohidrats [131].
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4.2.2 Seleccié de prebiotics

Les fibres alimentaries basicament es poden dividir en fibres insolubles i fibres solubles. Les fibres
insolubles no es dissolen en aigua, no poden ser fermentades pels bacteris pel que la seva funcié
basicament és augmentar el volum de les femtes. En canvi, les fibres solubles poden ser fermentades
al colon i alguns dels carbohidrats que s’inclouen sén prebiotics [132]. Els diferents carbohidrats estan
compostos per diferents polisacarids i oligosacarids generalment compostos per un nombre
relativament petit de monosacarids (principalment glucosa, galactosa, manosa, fructosa i algunes
formes d’acid uronic) [133]. Els prebiotics més estudiats sén els fructans tipus inulines (Inulines i FOS),
els galactooligosacarids (GOS) i la lactulosa ja que es va descobrir que presentaven grans canvis en la
composicio de la microbiota. En canvi altres de menys estudiats o que encara no presenten suficient
evidencia cientifica de la seva modulacié en la microbiota intestinal son la pectina, els xilooligosacarids
(XOS) o els beta-glucans [134]. L’estructura que presentin aquests carbohidrats com és la composicid
de monosacarids, el tipus d’enllag i el pes molecular aixi com també la seva font d’extraccid, poden

influir en les seves propietats i els fan dificils de caracteritzar [133].

Dins les fibres solubles, aquelles que afecten a la composicié de la microbiota pero no sén utilitzades
selectivament per la microbiota de I’hoste i no confereixen un benefici no sén considerades prebiotics.
A vegades és dificil classificar les fibres en prebiotic o fibra alimentaria degut a que algunes sén
prebidtics en un tipus d’hoste perd no a tots, com la cel-lulosa, que es considera un prebiotic pels
remugants pero no pels humans. Altres substancies que tampoc sén considerades prebiotics, tot i
modificar la composicié de la microbiota, sén els antibiotics, els minerals, les vitamines i els
bacteriofags. En canvi, els AGCCi els polifenols sén bons candidats per a ser estudiats com a prebiotics
igual que altres fibres, tot i que calen molts estudis per tenir el nivell d’evidéncia dels fructans i el GOS

[131].
4.2.3 Els prebiotics fructans tipus inulina

Els fructans tipus inulina sén polimers de fructosa units per unions  (2-1) amb una glucosa unida a la
part terminal. Les cadenes de fructans poden ser més llargues o més curtes en funcid de la quantitat
de polimers que s’uneixin donant lloc al grau de polimeritzacié (GP). Les cadenes més llargues
s’anomenen inulines, i presenten un GP entre 2 i 60. En canvi, els fructans amb cadenes més curtes
s’anomenen FOS, amb un GP entre 2 i 8 [135]. Gracies als enllacos B (2-1) que presenten entre
monomers poden resistir a la hidrolisis enzimatica d’enzims digestius salivals, i els de I'intesti prim,
arribant intactes al colon [136]. Alguns fructans només presenten monomers de fructosa, sense una
glucosa a I'extrem, inclus la quantitat de monomers de glucosa també pot variar. D’aquesta manera

existeixen nombroses barreges de moléecules que fan variar el GP [136].
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La inulina es pot obtenir a partir d’'un gran nombre de fruites i verdures com sén el blat, la ceba, el
platan, I'all, el porro, la xicoira, els esparrecs o la carxofa. En canvi el FOS, s’obté normalment a partir
de la hidrolisis enzimatica de la inulina, tot i que ambdds també poden ser sintetitzats per molecules
de sucrosa. Els fructans tipus inulines son els prebiotics generalment més comercialitzats degut a que
hi ha multiples estudis que demostren que modulen la composicié de la microbiota intestinal. Tot i
aixi, s’"ha observat que inulines amb un GP menor a 10 sén metabolitzades més rapidament que les
inulines amb un GP major a 10 [137] i per tant els grups bacterians que les metabolitzaran poden variar
segons el GP que presentin. Tot i les grans variacions que presenten, totes s’engloben dins del grup de

prebiotic tipus d’inulines i per aquesta rad moltes vegades el seu benefici és compartit.
4.2.4 Seguretat dels prebiotics

En el cas dels prebiotics ni la EFSA ni la FDA han establert una definicié per aquests terme. Tot i aixi, la
inulina, el FOS i el GOS s’han utilitzat a la Unié Europea des de 1997 i sén considerats ingredients
alimentaris segurs en aquesta regid, a diferencia dels altres possibles candidats. A més a més a nivell
Europeu, la EFSA ha permes que alguns prebiotics tinguin declaracions de propietats saludables com
la inulina de xicoira amb “La inulina millora la funcié intestinal”. Als Estats Units els prebiotics encara
no han estat reconeguts per la FDA pero també permeten als fabricants afirmar I'estat GRAS als

productes etiquetats com a tal [138,139].

Per tenir una bona caracteritzacié dels prebiotics, s’hauria d’indicar el seu origen i font d’extraccid, la
seva puresa i també la seva composicié per tal de poder relacionar la influencia de la seva estructura
a una funcidé prebiodtica en si i no englobar els efectes de manera generalitzada. Els models de
fermentacié in vitro ajuden a estudiar el comportament dels prebiotics com a moduladors de la
microbiota intestinal i també ajuden a observar I'efecte que causen en la produccié de compostos
beneficiosos com sén els AGCC [140]. Altres estudis utilitzats també sén els models animals pero al
igual que els probiodtics també sén necessaris els estudis clinics en humans per demostrar la seva
eficacia a dosis concretes. A diferéncia dels probiotics, els prebiotics son més facils de ser reconeguts

com a segurs ja que son ingredients naturals presents a la dieta.
4.2.5 Mecanismes d’accio dels prebiotics

Degut que la microbiota pot donar lloc a compostos beneficiosos per a la salut, actualment es busca
amb gran interés I'Us de dietes que promoguin el creixement d’aquells bacteris que sén beneficiosos
per la salut aixi com també conservar I'equilibri de la microbiota mantenint I’estat d’eubiosi intestinal.
Per aquesta rad les funcions dels prebiotics com ja queda reflectit a la seva definicié sera I'estimulacid

selectiva de bacteris creant un benefici per I'hoste, i a la vegada també disminuir la poblacié de
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microorganismes potencialment patogens, el que evitara un possible estat de disbiosi. A part, de totes

les propietats atorgades als probiotics que estimularan [141].

Tot i que la dieta humana és generalment rica en carbohidrats complexos, el genoma huma codifica
menys de 20 glicosidases capaces d’hidrolitzar només la sacarosa, la lactosa i fins un cert punt el mida.
Per aquesta rad molts carbohidrats arriben intactes a I'intesti [113]. L’habilitat dels bacteris per utilitzar
les fibres depen del seu contingut genétic per codificar enzims actius de carbohidrats (CAZymes) que
contenen la informacié per trencar els diferents tipus d’enllag, a part de les proteines que tenen
associades com son les proteines d’unié o de transport de carbohidrats [133]. Per tant no tots els

bacteris poden metabolitzar els mateixos substrats prebiotics [142].

Gracies a la seqlienciacid del genoma de Lactobacillus i Bifidobacterium s’han revelat alguns dels gens
involucrats en el catabolisme d’aquests carbohidrats que codifiquen per enzims CAZymes, com les
glicosilhidrolases (GHs) que poden ser tant intra com extracel-lulars i per tant també poden codificar
per transportadors especifics dedicats a la captacid de substrats. Normalment, els gens que codifiquen
pels transportadors o els enzims ho fan per la mateixa familia de substrats, com per exemple un rang
de polimeritzacié o monosacarids similars [125,142]. Per exemple, els bifidobacteris contenen un gran
repertori de gens metabolitzadors de diversos sucres, el FOS és facilment fermentat per aquests pero
en canvi, les inulines que presenten una cadena més llarga de polimers no. A més a més, rarament els
bifidobacteris contenen enzims extracel-lulars per degradar fructans amb cadena llarga [142]. Les
unions que presenten el FOS i el GOS poden ser degradades pels enzims B-fructanosidasa i B-
galactosidasa respectivament, i es poden trobar en el génere Bifidobacterium. La llet materna presenta
una gran quantitat de GOS, presentant un paper important en la colonitzacié microbiana en la primera
infancia i es troba degradat principalment per B. infantis [131]. La selectivitat no necessariament es
refereix a I'efecte sobre un grup bacteria sind que també pot afectar a varis grups. Augmentant
diversos grups bacterians permeten augmentar la diversitat microbiana de I’hoste o ajudar en el
manteniment de la homeostasi bacteriana, impedint aixi un estat de disbiosi. Estudis de poblacions
humanes revelen que una major aportacié de prebiotics com la polidextrosa esta associada a una

major diversitat microbiana gastrointestinal [132].

Per altre banda, La soca Lactobacillus paracasei W20, conté un enzim extracel-lular GH32 que és capag
de metabolitzar parcialment la inulina llarga, donant lloc a productes d’inulina de llargada intermédia
gue seran utilitzats per altres soques probiotiques com a font de carboni i d’energia [125] demostrant

novament la importancia de I'alimentacié creuada entre espécies.

A banda dels carbohidrats, també poden ser considerats prebiotics altres substancies com I'acetat,

com ja s’ha vist anteriorment. Aixi, un estudi va observar una conversio d’acetat a butirat per part de
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la microbiota del colon en un 24% [143]. Faecalibacterium prausnitzii utilitza la vitamina B2
(riboflavina) com a transportador d’electrons extracel-lulars, el que li permet tolerar quantitats
limitants d’oxigen [144]; un estudi amb homes adults sans ha demostrat que la riboflavina augmenta
els nivells de F. prausnitzii a les femtes [145]. A banda, també s’ha observat que augmenta els nivells
d’altres anaerobis com Roseburia i que disminueix especies com E. coli, indicant una millora de les
condicions anaerobiques i I'estat redox a I'intesti i suggerint que podria ser un nou prebiotic [145]. Els
polifenols que conté el vi negre també s’ha demostrat que augmenten els generes Bacteroides i
Bifidobacterium en humans selectivament, i aquests polifenols redueixen els nivells de triglicérids i
colesterol produint un benefici cardiovascular a I’hoste [146]. Finalment, alguns estudis han vist que la
suplementacié amb acids grassos poliinsaturats omega-3 (PUFA) poden modificar la microbiota
intestinal. Una de les modificacions que s’ha observat és un augment en I'abundancia dels géneres
Bifidobacterium, Roseburia, i Lactobacillus durant la suplementacié amb PUFA [147]. Un altre estudi
amb dones de mitjana edat i edat avancada va determinar que la suplementaciéo amb PUFA es trobava
associada amb una major diversitat microbiana i amb una major abundancia relativa de bacteris de la
familia Lachnospiraceae, productors d’AGCC [148]. Pel que la cerca de nous prebiotics és un cami poc

explorat amb moltes oportunitats.
4.2 Altres moduladors de la microbiota

En els dltims anys han sorgit els conceptes de parabiotic i postbiotic que impliquen la no viabilitat dels
probiotics perd produint efectes beneficiosos igualment sobre I’hoste. Els parabiotics “probiotics no
viables” es refereixen a cel-lules microbianes inactivades que quan sén administrades en la suficient
quantitat, confereixen beneficis al consumidor, proporcionant la capacitat a les cél-lules immunes
humanes de reconeéixer components bacterians especifics i subproductes que generaran un efecte
immunomodulador. Tot i que els probiotics han demostrat tenir molts beneficis, les cel-lules
inactivades d’aquests poden presentar avantatges sobre la seguretat dels consumidors, sobretot en
aquells que siguin immunocompromesos i també reduir costos per les empreses per no haver de
mantenir I’estabilitat de les soques durant la vida util [149]. El terme postbiotic, també conegut com a
metabiotic, biogénics o metabolits simples sén factors solubles (productes o subproductes) que sén
secretats pels bacteris vius o alliberats després de la lisi bacteriana i que ofereixen un benefici per a
I’hoste donant una bioactivitat addicional. L’'exemple més clar del que inclou el terme postbiotic sén
els AGCC que produeixen alguns bacteris. De totes maneres, la nova definicid de prebiodtic inclou
qualsevol compost que sigui utilitzat per la microbiota per a donar un benefici a la salut, de manera

gue en alguns casos els postbiotics es podrien incloure dins la nova definicié de prebiotic [113,131].
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Alguns antibiotics com la Rifaximina que presenta una baixa absorcid sistémica i presenta un ampli
espectre d’activitat contra gram positius i negatius, aixi com també bacteris aerobics o enterobacteris
anaerobics, son utilitzats per intentar arribar a un equilibri microbia a I'intesti, per tant millorar I’estat
de dishiosi en pacients amb IBS, evitant que hi hagi sobrecreixement d’especies en comptes d’atacar

una infeccid bacteriana com s’utilitzaria en altres circumstancies [150].

Per tal de restablir la homeostasis microbiana en pacients greus de CU pero sobretot pacients amb
infeccid per Clostridium difficile, una alternativa de tractament és el transplantament fecal. Aquests
consisteix ens transferir la comunitat bacteriana d’un pacient sa als intestins del pacient malalt per tal
d’eliminar I'estat de disbiosi i restablir I’estat d’equilibri. Tot i aixi la seva eficacia encara no és del tot

clara i no esta recomanat per pacients amb Mll o SII [151,152].

5. La malaltia inflamatoria intestinal

Les malalties inflamatories intestinals més comuns son la malaltia de Crohn i la CU. Aquestes malalties
es basen en la preséncia de inflamaciod i dany de manera cronica al tracte gastrointestinal. D’aquesta
manera el tracte digestiu no pot realitzar les seves funcions correctament com digerir aliments,
absorbir nutrients i eliminar residus donant simptomes com la diarrea persistent, el dolor abdominal,

I'hemorragia rectal, la pérdua de pes i la fatiga (https://www.crohnscolitisfoundation.org/). S’estima

que afecten entre 2,5 i 3 milions d’Europeus, dels quals aproximadament 2/3 correspondrien a CU i
1/3 a malaltia de Crohn, i amb un cost sanitari directe d’uns 5 bilions d’euros [153]. A nivell mundial,
la incidéncia sembla forca estable a Europa i Ameérica del Nord, perod esta augmentant a I’Africa, Asia i

Sud Ameérica, fet que s’associa als canvis d’estil de vida [154].

La inflamacié en la malaltia de Crohn pot afectar a qualsevol part del tracte gastrointestinal (de la boca
al’anus), toti que freqiientment afecta al final de I'intesti prim. La malaltia apareix en forma de Ulceres
aillades unes de les altres i la inflamacié es pot estendre a través de tot el gruix de la paret de intestinal.
En canvi, en la CU la inflamacié només es dona a l'intesti gros (colon) i al recte. La inflamacié només es
dona a la capa més interna del revestiment de I'intesti i la malaltia generalment s’inicia al recte on es

va estenent continuament al llarg del colon (Figura 6) (https://www.cdc.gov/).
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Figura 6. Interpretacié de les zones afectades per la malaltia de Crohn (esquerra) i la colitis ulcerosa

(dreta) (https://www.cdc.gov/).
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La microbiota a I'intesti presenta un mecanisme immunoregulador molt important, i per tant impedeix
gue s’activi el sistema immunitari contra antigens que no sén nocius, inclosos els antigens generats
per la propia microbiota. Quan aquests mecanismes no funcionen correctament poden donar lloc a
inflamacions croniques com la malaltia inflamatoria intestinal. Tot i aixi, la causa de les malalties
inflamatories intestinals és desconeguda i es creu que hi ha una relacié entre la genética, el sistema
immunitari i els factors ambientals com és la microbiota. Partint d’uns gens que fan que la persona
sigui susceptible a patir la malaltia, juntament amb factors ambientals que desencadenen aquesta
resposta immunitaria és el que provoca la inflamaciéd [155]. Alguns d’aquests gens descrits que
provoquen la susceptibilitat d’algunes persones a concebre MIl sén critics pel manteniment de Ia
barrera intestinal i la regulacid de resposta del sistema immunitari [49]. Per altre banda, estudis de
microbiota en persones amb MIl han demostrat que aquestes malalties es troben associades a una
reduccié de la complexitat microbiana (baixa diversitat) i desequilibris en la seva composicid, com un
augment de Enterobacteris a la mucosa intestinal i una reduccid de la classe Clostridia [49]. Altres
estudis també han observat una reduccié de I'abundancia de bacteris productors de butirat, de
Bacteroidetes i Firmicutes, Ruminococcoaceace, Bifidobacterium i Lactobacillus mentre que s’han vist
augmentats els Gammaproteobacteria alterant aixi les funcions de la microbiota intestinal, com és la
reduccié de la produccié d’acids grassos de cadena curta i de la sintesi d’aminoacids, I'augment

d’estres oxidatiu i la secrecio de toxines [155,156].

57


https://www.cdc.gov/

5.1 La Colitis Ulcerosa

Els simptomes que presenten els malalts amb CU poden variar entre individus, pero també varien en
quant a gravetat. Aquests simptomes apareixen en forma de brots que s’alternen amb fases
d’inactivitat (remissid) on el pacient no presenta simptomes o en presenta molt pocs. S’ha calculat que
aproximadament, si es defineix |'estat de tots els pacients amb CU en un moment determinat, el 48%
dels pacients es troben en remissié (Figura 7). Dins del 52% dels pacients actius (amb simptomes), un
30% presenta la malaltia de manera lleu, un 20% de manera moderada i entre 1-2% presenta
simptomes greus. Per diagnosticar la CU normalment abans es descarten altres possibles causes dels
simptomes i signes de la malaltia. Aixi, per ajudar al diagnostic es realitza un analitica de sang, es
recullen mostres de femtes, es realitza una colonoscopia, una sigmoidoscopia flexible o inclds una

radiografia (https://www.crohnscolitisfoundation.org/).

Figura 7. Representacid en percentatge de [I'estat dels pacients amb colitis ulcerosa.

(https://www.crohnscolitisfoundation.org/
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5.1.1 Valoracio de la malaltia

Per determinar si els pacients amb colitis ulcerosa es troben en estat de remissié o avaluar I'estat de
la malaltia s’utilitzen diferents escales, tot i que actualment no hi ha cap acord internacional sobre
aquests sistemes de puntuacid i per tant cada un mesura l'activitat de la malaltia de manera diferent,
sense haver-hi una definicid clara de I'estat de remissié [157,158]. Les més utilitzades sén I'index
d’activitat de la malaltia colitis ulcerosa (UCDAI) i el Mayo, també anomenat index d’activitat de
malaltia (DAI) (Taula 4) [159,160]. Les dues escales incorporen una puntuacié que té en compte la
freqliencia de deposicions, el sagnat rectal, els resultats endoscopics i I'activitat de la malaltia segons
I’avaluacio del metge (dolor abdominal, manifestacions extraintestinals com febre o taquicardia, I'estat
funcional, i I'estat global del pacient) [161]. Aquesta puntuacié va de 0 a 12 punts, entenent la remissio
guan la puntuacié és inferior o igual a 2, una activitat moderada entre 3 i 9, mentre que per sobre de

9 la malaltia es considera greu [162].
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Taula 4. Puntuacions donades als indexs de DAl o Mayo i UCDAI per determinar I'estat dels pacients

amb colitis ulcerosa.

DAl o Mayo UCDAI
Freqliencia  de | 0= Normal pel pacient 0 = Normal
deposicions 1=1-2 més del normal 1=1-2aldia
2 = 3-4 més del normal 2=3-4aldia
3=50més 3=>4aldia
Sagnat rectal 0 =No s’observa 0 =No s’observa

1 = Visible en menys de la meitat de | 1= Ratlles de sang
temps 2 = Evidéncia de sang
2 = Visible la meitat o més de temps 3 = Sobretot presencia de sang

3 = Lasangsurt sola

Aparenca de la 0 = Normal, malaltia inactiva 0 = Normal
mucosa segons 1 = Malaltia lleugera (eritema, | 1= Friabilitat suau
I’endoscopia disminucié del patré vascular, friabilitat | 2 = Friabilitat moderada
suau) 3 = Exsudacio, sagnat espontani

2 = Malaltia moderada (eritema marcat,
patré vascular absent, friabilitat,
erosions)

3 = Malaltia greu (sagnat espontani,

ulceracio)
Valoracié medica | 0=Normal 0 = Normal
de la malaltia 1 = Lleugera 1 =Lleugera
2 = Moderada 2 = Moderada
3 =Greu 3 =Greu

Aquestes escales presenten limitacions degut a que molts d’aquests punts son molt subjectius i poden
variar entre punts de vista de la persona que I'apliqui. Per exemple, la freqliéncia de deposicions i el
sagnat rectal son segons el punt de vista del pacient, en comptes d’un nimero absolut. El mateix passa
amb l'avaluacié del metge segons entengui |'estat de benestar del pacient. Tot i tenir algunes
limitacions la FDA recomana utilitzar aquestes escales per a determinar la remissié en pacients amb

CU [159].
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Altres escales utilitzades per determinar la remissié dels pacients com I'index d’Activitat Clinica (CAl),
I'index de Colitis Clinic Simple (SCCAI) o I'index de Lichtiger CAl també han sigut utilitzats en els tltims
anys (Taula 5) [163—165]. Per exemple, I'escala CAl presenta una puntuacié de 0 a 23 tenint en compte
els mateixos parametres que UCDAI i DAI, tot i que amb puntuacions diferents a cada nivell, també
avalua directament el dolor abdominal, I'estat general del pacient, altres caracteristiques no
gastrointestinals, la febre, I'anémia o la taxa de sedimentacié dels eritrocits [166]. L'index SCCAI a
diferéncia de les escales recomanades per la FDA no realitza endoscopia pero considera la urgéncia en
depositar dels pacients i altres afectacions extraintestinals, a banda de puntuar de diferent manera les
observacions que miren les altres dues escales, arribant a una puntuacié de fins a 20 punts. Per altre
banda, I'index de Lichtiger CAl puntua de 0 a 21, considera la forma de les femtes i la urgéncia en
depositar, el dolor abdominal, I'estat general del pacient perd tampoc té en compte |'observacié

endoscopica [166].

Taula 5. Principals indexs utilitzats amb el coneguts noms dels seus autors

Autor Nom de I'escala Referéncia
Schroeder Escala Mayo/DAI | [167]
Sutherland UCDAI [168]
Rachmilewitz CAl [169]
Walmsley SCCAI [170]

Tot i que algunes escales coincideixen en les observacions realitzades, no tots puntuen de la mateixa
manera. A més a més, també hi ha altres escales per determinar la remissié que només es basen en
I’endoscopia o la histologia de les biopsies que recullen dels pacients. Els estudis clinics trobats de
moduladors de la microbiota per tractar la CU utilitzen diferents escales, creant d’aquesta manera una
gran heterogeneitat que es manifesta en les metanalisis que estudien I'efecte global d’aquests
tractaments [171-173]. A més, aquesta heterogeneitat pot condicionar la deteccié de I'efecte d’un
tractament per exemple, si un tractament millora significativament |’estat de la mucosa pero no tant
la freqliencia de deposicions, semblara menys eficag si s’avaluen els pacients amb una escala que no

tingui en compte els resultats de la endoscopia.
5.1.2 Tractaments actuals

El tractament de la malaltia normalment és amb medicacié per tal de reduir els simptomes i aconseguir
I’estat de remissio o bé per mantenir aquest estat i aixi millorar la qualitat de vida dels pacients pero,

no hi ha cap pauta a I’hora de receptar un tractament o un altre siné que s’adapta segons l'individu

60



depenent de la severitat dels simptomes, la ubicacié dels danys, la resposta anterior a la medicacio,

els efectes secundaris o comorbiditats (altres malalties o condicions mediques del pacient). Les

principals medicacions s’indiquen a la taula seglient (Taula 6) [174,175].

Taula 6. Principals tractaments utilitzats per a la colitis ulcerosa

Tractament

Medicacio

Us

Comentaris

Aminosalicilats
(antiinflamatoris
amb acid 5-

aminosalicilic)

Sulfasalacina,
Balsalazida,
Mesalamina

Olsalazina

Administrat de manera
oral o rectal per
disminuir la inflamacio a

la paret de l'intesti

Efectes adversos poc
freqlients pero greus com
fallo renal o pancreatitis

aguda

Corticoesteroids

Prednisona,
Prednisolona

Budesonida

Afectar la capacitat del
Cos per a comencar i
mantenir un procés

inflamatori

Efectiu a curt termini pero
amb molts efectes

secundaris

Immunomoduladors

Azathioprina
6-
mercaptopuri

a Metotrexat

Modificar I'activitat del
sistema immunitari
impedint que causi
inflamacié de manera

continuada

En 1 de cada 3 pacients no
son efectius, i també
comporten efectes
secundaris importants
deguts ala

immunosupressio

Terapies
biologiques
(anticossos

monoclonals)

Adalimumab
Certolizumab
Pegol
Golimumab
Infliximab
Natalizumab

Vedolizumab

Bloquejar la proteina
inflamatoria Factor de
necrosis tumoral (TNFa)
o bloquejar globuls
blancs per tal que no
arribin als teixits
inflamats. S’esta
estudiant també el
bloqueig de la

interleukina 6 (IL-6)

Indicats per severitat
moderada i alta que no han

respos bé a altres terapies

Tot i aixi els casos més greus s’han d’intervenir amb cirurgia [176].
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5.1.3 Microbiota en la colitis ulcerosa

Trobem moltes evidéncies cientifiques on la microbiota intestinal es troba alterada en els pacients que
presenten colitis ulcerosa activa contribuint aixi en la inflamacié intestinal. Els estudis metagendomics
que han comparat la microbiota de pacients amb MIl respecte individus sans han demostrat que hi ha
un desequilibri microbia i una baixa diversitat bacteriana d’aproximadament en un 25% respecte als
pacients sans [177-181]. En condicions de bona salut, la majoria de microorganismes presents a
I'intesti sén anaerobics o anaerobics facultatius amb una gran capacitat d’adhesid a la profunditat de
les cél-lules epitelials mucoses per tal de realitzar funcions en simbiosis amb I’hoste i jugant un paper
fonamental en la nutricid i la regulacié del sistema immunitari [177]. Altres bacteris que no sén
dominants a lI'intesti sén els bacteris aerobics facultatius on s’hi troben els possibles patogens que en
condicions d’equilibri sdn inofensius pero sota certes condicions poden ser perjudicials. | a banda,
podem trobar bacteris patogens, aquells que sén molt estranys a l'intesti perd que igual que els

patogens condicionals quan la microbiota es troba en desequilibri poden causar una malaltia [177].

En la CU, els bacteris que normalment dominen a l'intesti es troben disminuits i en canvi, el nombre
de patogens incrementat perdo a més a més, les proporcions de les soques normalment dominants
tampoc es troben en equilibri [177,178] pel que qualsevol modulador que pugui controlar el
sobrecreixement excessiu dels patogens o millorar I'estat de disbiosi del pacient pot ser clau en el
tractament de la malaltia. La disminucié de les funcions intestinals i 'augment de soques patogenes
provoca un augment en els nivells d’enterotoxines a l'intesti, pel que hi ha un augment de Ia
permeabilitat intestinal que provoca una mala funcié del sistema immunitari i per tant acabara

danyant les cel-lules epitelials [177].

La perdua de diversitat s’ha observat en tots els pacients amb CU, tant el que es trobaven en estat de
remissié com els que presentaven la malaltia activa, tot i que en aquests ultim cas la pérdua de

diversitat era més gran [182].

Alguns bacteris patogens s’han pogut trobar relacionats amb la inflamacié dels pacients amb CU, tot i
gue la seva patogenicitat no esta clara. Alguns d’aquests bacteris sén Mycobacterium avium
paratuberculosis, Enterohemorragic Escherichia coli (EHEC), Clostridium difficile, Helicobacter,
Salmonella, Yersinia, Fusobacterium norovirus, Listeria o Campylobacter [177,179]. En concret els
Enterobacteris, enriquits en la microbiota dels pacients amb CU, s’"ha observat que causen la inflamacid
al colon presentant una gran adhesié a les cél-lules epitelials [179]. Alguns estudis també han mostrat
que I'augment de productors de sulfat com Desulfovibrio es poden trobar associats a la malaltia degut
a que els pacients amb CU presenten més quantitat d’aquests bacteris i també mes nivells de sulfurs

que els pacients sans [183].
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Roseburia, Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia i Bifidobacterium s’han trobat relacionats amb
un bon estat de salut [139]. Roseburia i F. Prausnitzii sén dos grans productors de butirat que ajuden
a reduir els nivells d’inflamacié. Aquests bacteris pertanyen a la familia de Lachnospiraceae, també
coneguda amb el nom de cluster Clostridium XIVa, i al cluster Clostriudium IV, respectivament i tant els
dos clusters com els dos géneres s’han observat reduits en els pacients amb CU activa. També s’ha
observat que en I'estat de remissid F. Prausnitzii torna a augmentar els seus nivells, suggerint que
aquest pugui tenir un paper vital en el tractament de CU [177,180]. Akkermansia muciniphila, és dels
bacteris més abundants de I'intesti amb una presencia d’entre 1-5% dels bacteris intestinals i es també
s’ha trobat disminuit en pacients amb CU [177]. A més a més, en un estudi on s’analitzaven mostres
fecals de pacients amb CU, els bacteris antiinflamatoris com Lactobacillus salivarius i Pediococcus
acidilactici no es van observar en els pacients amb la malaltia activa, mentre que al retornar a I'estat
de remissié els bacteris tornaven a ser presents [184]. En canvi, els nivells de Lactobacillus spp. no
s’han observat modificats en aquests pacients mentre que els nivells de Bifidobacterium spp. s’han

observat disminuits en |'estat actiu de la malaltia [184].
5.1.4 Probiotics i Prebiotics en la Colitis Ulcerosa

Degut a que s’ha observat que la composicid de la microbiota intestinal en els pacients amb CU es
troba en desequilibri comparant amb individus sans i que els tractaments actuals poden presentar
efectes adversos, s’"han proposat altres alternatives com sén els probiotics i els prebiotics per tal de
restablir I’homeostasi bacteriana (eubiosi) a 'intesti o millorar els simptomes regulant el procés
inflamatori, incrementant el nombre d’espécies “protectores” i disminuint el nombre de patogens. El
desequilibri microbia porta als pacients amb CU a un deficit nutricional degut a la mala absorcié dels
nutrients i per tant la dieta juga un paper clau en aquests pacients. Els aliments funcionals poden ajudar
a I’absorcidé de la dieta per mantenir el bon estat de salut dels pacients, per tant la seva combinacié és

interessant per poder mantenir els pacients en estat de remissié [185].

Les dietes pels pacients amb CU basicament es basen en I'alta ingesta de fibres, especialment de fruites
i vegetals i evitar laingesta d’acids grassos poliinsaturats i transinsaturats. Altres recomanacions també
sén el consum de productes lactics (si son ben tolerats), evitar el consum de carbohidrats refinats,
especialment les begudes ensucrades i els refrescs i limitar el consum de carn vermella i carn
processada. A banda d’aquestes recomanacions generals existeixen altres dietes opcionals com és la
dieta FODMAP, utilitzada per reduir els simptomes dels pacients amb IBS, o també la dieta
mediterrania [185]. Per desgracia molts pacients varien la seva dieta per tal de controlar els simptomes
i sovint segueixen dietes inapropiades o massa restrictives que no presenten els minims nutricionals

necessaris. Aixi que, encara que les dietes ajudin a millorar I'estat dels pacients, seguir-les
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correctament és dificil i per tant, alguns complements alimentaris com sén probiotics o prebiotics

poden ajudar aportant millores nutricionals.

L’evidencia cientifica dels probiotics per la malaltia de Crohn presenta resultats contradictoris, en canvi
per la CU hi ha una evidéncia més clara. La gran majoria dels estudis clinics en humans per determinar
I'eficacia dels probiotics en pacients amb CU observen si el tractament aconsegueix que els pacients o
bé entrin en estat de remissid, o bé aconsegueixin mantenir-s’hi en comparacié amb un grup control.
En diverses metanalisis el probiotic que ha demostrat més eficacia en induir la remissié en pacients
amb CU activa és el VSL#3 [171,172,186]. Es tracta d’una barreja de vuit soques (Lactobacillus
acidophilus SD512, Lactobacillus casei SD5218, Lactobacillus bulgaricus SD5210, Lactobacillus
plantarum SD5209, Bifidobacterium longum SD5219, Bifidobacterium infantis SD5220, Bifidobacterium
breve SD5206 i Streptococcus thermmophilus SD5207). En canvi, el probiotic que ha presentat més
eficacia en el manteniment de |'estat de remissid és el Mutaflor® amb la soca probiotica Escherichia
coli Nissle 1917 [187]. Les ultimes metanalisis suggereixen un efecte beneficids tot i que en la majoria
de casos, I'heterogeneitat dels estudis com ara I'Gs de diferents soques, les diferéncies entre dosis i les
diferéncies en el disseny provoquen limitacions a I’hora de treure conclusions, aixi com també les
diferents escales utilitzades per determinar quan els pacients es troben en estat de remissié [188].
Altres probiotics utilitzats amb menys evidéncia sén I'Ultra Levura® amb la soca Saccharomyces

boulardii CNCM 1-745, i el LGG® amb la soca Lactobacillus rhamnosus ATCC53103 [172].

Actualment s’han realitzat pocs estudis per avaluar I'eficacia dels prebiotics en la CU, i per tant encara
no hi ha una evidéncia clara del seu possible Us. Tot i aixi alguns estudis segueixen intentant identificar
possibles evidéncies degut a I'efecte que poden causar aquests en la reduccié de la inflamacid i
I"augment de diversitat [132]. Per exemple, dos estudis que comparen la dieta occidental amb la dieta
rural africana troben que la dieta rica en fibres de la poblacié africana causa una proporcié més gran
de Bacteroides respecte Firmicutes, i un augment de la concentracié de butirat a les femtes a part
d’una reduccid dels nivells d’inflamacié en els adults, fent émfasi en la importancia de preservar la
diversitat microbiana en les comunitats a I’hora de prevenir malalties gastrointestinals [189,190]. Una
metanalisis amb 64 estudis aleatoritzats i controlats, amb diferents tipus de fibra, demostra que
I'efecte principal de la intervencidé amb fibres és I'laugment de Lactobacillus i especialment
Bifidobacterium. També destaca I'heterogeneitat d’aquestes fibres on I'efecte prebiotic es dona

sobretot en inulines, FOS i GOS [191].
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JUSTIFICACIO | OBJECTIUS






Com s’ha comentat a la introduccid, la microbiota intestinal juga un paper important en la salut
humana. De fet, el desequilibri de la microbiota intestinal sembla estar intimament lligat i amb un
paper causal amb les recaigudes inflamatories de la CU, una malaltia cronica que es considera
incurable, i en la que es busca mantenir els pacients lliures de rebrots el major temps possible. Els
tractaments actuals no sempre aconsegueixen induir la remissié dels simptomes, i quan ho fan, la
durada de la remissié és variable, rad per la qual cal estudiar nous tractaments. L'observacié que els
pacients amb CU tenen una microbiota alterada respecte dels individus sans, i que les perdues de
diversitat de la microbiota precedeixen els rebrots de la malaltia, ha portat a plantejar la modulacié de
la microbiota mitjancant probiotics o prebiotics com una estratégia per facilitar la remissié i/o allargar
la remissié dels pacients amb CU. Els probiotics inclouen principalment dos grans grups de bacteris
amb molt poca relacié genética entre ells (els generes Lactobacillus i Bifidobacterium), i dins d’aquests
hi ha especies i soques amb caracteristiques microbiologiques diferents, pel que podriem esperar
heterogeneitats importants en la seva eficacia en el maneig de la CU. D’altra banda, els prebiotics més
estudiats fins ara i que presenten evidéncia sobre els efectes moduladors de la microbiota sén els
fructans tipus inulines. Tanmateix, en microbiologia és ben sabut que canvis en el grau de
polimeritzacié d’'una molécula poden afectar la seva utilitat com a substrat d’un bacteri. Aixo aplicaria
per tant als prebiotics, pero els estudis son escassos, normalment amb espécies bacterianes aillades
(és a dir, no amb un ecosistema de microbiota complert), i sempre de curta durada. Finalment, cal
considerar que intervencions amb probiotics o prebiotics no tenen perqué impactar totes les
caracteristiques i simptomes d’una malaltia complexa com la CU per igual. Donat que existeixen
diferents escales per avaluar la CU, hi ha la possibilitat que I'Gs d’'una o altra escala pugui condicionar

la deteccié d’una eficacia clinica.
D’aquesta manera els objectius d’aquesta tesi sén:

1. Determinar el grau d’evidéncia que hi ha de l'eficacia de probiotics, prebiotics tipus
fructans, i la seva combinacié (simbiotics) en la millora de pacients que presenten colitis
ulcerosa, realitzant una revisio sistematica i una metanalisi, i determinar si hi ha diferéncies
en funcio del tipus de probiotic (si conté Bifidobacterium o no) i del tipus d’escala utilitzada

per avaluar la CU.

2. Estudiar I'efecte del grau de polimeritzacid dels fructans sobre la seva capacitat de modular
la microbiota intestinal humana, en un sistema de fermentacid ex vivo de llarga durada que
reprodueix les condicions fisicoquimiques del colon huma amb una microbiota complerta
gue pateix un pérdua inicial de diversitat (a imitacié del que succeeix abans dels rebrots de

cu).
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OBJECTIU 1

Eficacia de probiotics, prebiotics fructans tipus inulines i simbiotics en pacients amb colitis

ulcerosa, revisio sistematica i metanalisis






1. Justificacié de I'objectiu

Els estudis de probiotics, prebiotics tipus fructans i simbiotics pel tractament de la colitis ulcerosa
mostren una heterogeneitat en la metodologia utilitzada i també sobre els resultats obtinguts de la
seva eficacia. Els factors d’heterogeneitat dels estudis es troben en I'escala utilitzada per determinar
si els pacients es troben en 'estat de remissid o en I'estat actiu de la malaltia segons els simptomes
gue presenten els pacients i les diferéncies entre tractaments utilitzats, a banda de les variacions de
dosis i durada dels tractaments. Per tal d’obtenir una evidencia més clara és necessari recollir tots els
estudis de qualitat i trobar un efecte global en quant a efectivitat del tractament, tenint en compte

aquests factors d’heterogeneitat.

Hi ha més d’una escala per avaluar I'estat del pacient amb CU. Les diferents escales observen aspectes
i simptomes diferents de la malaltia pel que les seves puntuacions per avaluar I'estat del pacient varien
i per tant, I'estat de remissié no s’entén de la mateixa manera per totes elles podent donar diferéncies
en la determinacié d’aquest estat. D’aquesta manera volem estudiar I'efecte que presenten els

tractaments en funcio de I’escala utilitzada per determinar I'estat de remissio.

D’altre banda, com hem comentat anteriorment, I'efecte beneficids d’un probiotic pot venir donat per
un génere, una especie, o bé per una soca determinada, i I'efectivitat dels prebiotics segons la
selectivitat que presentin per ser metabolitzats on ja hem vist que dins d’'una mateixa familia hi ha
diferéncies segons I'estructura que els conforma, com és el grau de polimeritzacié. D’aquesta manera,
en el cas dels probiotics, a banda d’estudiar cada producte comercial de manera independent és
interessant observar I'efectivitat en funcid dels generes bacterians que el composen o d’algun genere
en concret com és el Bifidobacterium. Es creu que el genere Bifidobacterium és especialment important
en I’hoste on modula activitats metaboliques i immunes, i a més es troba disminuit en pacients amb
CU, pel que resulta interessant estudiar I'impacte de la seva presencia en la composicié dels probiotics

en el tractament de la CU.
2. Resum dels resultats

Segons els criteris establerts i eliminant els articles duplicats, es van identificar un total de 38 articles
per a la seva revisio dels 298 articles generats en la recerca. D’aquests 38, 20 van ser exclosos per no
presentar una qualitat suficient. Els 18 articles restants (n pacients = 1491) presentaven heterogeneitat
pel que fa al disseny i les variables mesurades, dels quals 16 estudiaven I'eficacia dels probiotics mentre

gue només un estudiava un simbiotic, i un altre els prebiotics tipus fructans.

En la revisid sistematica, 2 dels 18 articles mesuraven les quantitats de AGCC (n=80) generats per la

microbiota en pacients inactius (en remissid). Només es va observar una diferéncia significativa en la
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relacié dels nivells de butirat/acetat sent menor en els pacients que s’havien mantingut en remissio i
en canvi, en pacients actius es va observar un augment significatiu de les concentracions totals d’AGCC
després de la suplementacié amb probiotic. Cinc estudis (n=127) van analitzar els nivells d’inflamacié,
confirmant la reducci6 significativa de marcadors com TNF-q, IL-1q, IL-6, IL-8, IL-10, calprotectina o la
proteina C reactiva (CRP). Tres estudis (n= 230) observaven la composicié de la microbiota fecal
després de l'administracié d’'un probiotic que contenia com a minim una soca del genere
Bifidobacterium, un d’ells no va observar canvis, un altre va determinar el descens significatiu dels
nivells d’aquests genere abans de patir una recaiguda, i I'altre va observar un augment de
determinades especies d’aquest mateix génere en el grup probiotic, fet que dificulta extreure’n una
conclusié global. Finalment, 17 estudiaven la induccid o el manteniment de la remissié dels pacients i
d’aquests, es van poder utilitzar 15 estudis per dur a terme la metanalisis sobre I’eficacia dels probiotics

enla CU.

En la metanalisis realitzada, 12 estudis (n=886) comparaven |'efecte dels probiotics en vers un grup
placebo, i aquests estudis es van diferenciar segons si a l'inici de I’estudi els pacients es trobaven en
estat actiu o en estat de remissid (9 i 3 estudis, respectivament). En canvi, els altres 3 estudis (n=513)
comparaven els probiotics amb un grup control de mesalazina per estudiar Unicament el manteniment

de la remissio.

Dels 12 articles de probiotic vers control presents a la metanalisis, 9 estudis (n=602) tractaven pacients
amb CU activa, on no es van trobar diferéncies significatives entre tractaments una pero si una gran
heterogeneitat entre estudis (1> = 71%). L’heterogeneitat va disminuir marcadament al realitzar un
subgrup utilitzant dnicament els 6 estudis (n=503) que havien determinat I'estat de remissié segons
les escales recomanades per la FDA, I'UCDAI i el DAI, i en aquests es van observar diferéncies
significatives entre el grup probiotic i el placebo, amb un Risc Relatiu (RR) de 1.55 (CI95% 1.13-2.15,
p-valor = 0.007, I = 29%). En canvi, els resultats no van ser significatius quan es metanalitzaven els 3
estudis restants que van determinar la remissid amb altres escales, tot i que no es va poder fer cap

subgrup amb cap altra escala concreta degut a la poca quantitat d’estudis.

A banda de les escales, els estudis analitzats van utilitzar diferents probiotics per provar I'eficacia
d’aconseguir I'estat de remissid. Es va determinar I'eficacia d’aquells probiotics que contenien alguna
especie del génere Bifidobacterium en un total de 6 estudis (n=424) suggerint que aquest genere era
efectiu per induir la remissié en pacients amb CU activa amb un RR de 1.73 (CI95% 1.23-2.43, p-valor
=0.002, I> = 35%). En canvi, 2 estudis (n=138) que contenien el probiodtic Mutaflor amb la soca E. coli
Nissle 1917 no van mostrar diferencies significatives al igual que quan es va afegir un estudi addicional

gue tampoc contenia el genere Bifidobacterium. Per altre banda, 4 estudis (n=348) que utilitzaven el
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probiotic VSL#3 (el més utilitzat), inclosos en I'estudi del génere de Bifidobacterium, també van
mostrar diferéncies significatives entre el grup probiotic i el placebo amb un RR de 1.99 (CI95% 1.25—
3.15, p-valor = 0.003, I> = 49%). Un dels estudis de pacients actius també va determinar la quantitat de
pacients que després d’entrar en remissié presentaven una recaiguda, pel que també es troba analitzat
en els resultats de pacients en remissid. Aixi, 4 estudis (n=313) dels 12 inclosos a la metanalisis van
determinar I'eficacia dels probiotics per mantenir I'estat de remissié dels pacients tot i que no es van
observar diferencies significatives amb el grup placebo o control amb un RR de 1.38 (CI95% 0.86-2.21,

p-valor = 0.18, I> = 56%).

Els darrers 3 estudis que van comparar el probiotic Mutaflor (E. coli Nissle 1917) amb la mesalazina
només van estudiar el manteniment de la remissié sense observar diferéncies significatives, suggerint
gue aquest probiotic és igual d’efica¢ que la mesalazina, tractament habitual pel manteniment de la

remissié en CU amb un RR de 0.92 (CI95% 0.82-1.04, p-valor = 0.18).

Finalment, no es va poder realitzar una metanalisis dels estudis sobre prebiotics ni simbiotics degut a

no disposar de suficients estudis de qualitat.
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Abstract: Studies of probiotics, fructan-type prebiotics, and synbiotics in patients with ulcerative
colitis (UC) show significant heterogeneity in methodology and results. Here, we study the efficacy of
such interventions and the reasons for the heterogeneity of their results. Eligible random controlled
trials were collected from the PUBMED and SCOPUS databases. A total of 18 placebo-controlled and
active treatment-controlled (i.e., mesalazine) studies were selected with a Jadad score > 3, including
1491 patients with UC. Data for prebiotics and synbiotics were sparse and consequently these studies
were excluded from the meta-analysis. The UC remission efficacy of probiotics was measured in terms
of relative risk (RR) and odds ratio (OR). Significant effects were observed in patients with active UC
whenever probiotics containing bifidobacteria were used, or when adopting the US Food and Drug
Administration (FDA)-recommended scales (UC Disease Activity Index and Disease Activity Index).
By the FDA recommended scales, the RR was 1.55 (C195%: 1.13-2.15, p-value = 0.007, 12 = 29%); for
bifidobacteria-containing probiotics, the RR was 1.73 (CI195%: 1.23-2.43, p-value = 0.002, I? = 35%).
No significant effects were observed on the maintenance of remission for placebo-controlled or
mesalazine-controlled studies. We conclude that a validated scale is necessary to determine the state
of patients with UC. However, probiotics containing bifidobacteria are promising for the treatment of
active UC.

Keywords: ulcerative colitis; remission; probiotic; prebiotic; synbiotic

1. Introduction

The worldwide incidence and prevalence of inflammatory bowel diseases (IBDs) have been
increasing over the last few decades [1]. Along with Crohn’s disease (CD), ulcerative colitis (UC) is
one of the two major types of IBDs. Unlike CD, which can affect any part of the gastrointestinal tract,
from the mouth to the anus, UC characteristically only affects the inner lining of the large bowel [2].

Although the etiology of UC is still unclear, one of the main hypotheses is that it is caused by
an excessive immune response to endogenous bacteria in genetically predisposed individuals [3,4].
Therefore, manipulation of the mucosal microbiota to reduce the inflammatory potential of colonizing
bacteria is an attractive therapeutic option for UC. Most conventional UC therapies, including the
use of compounds containing 5-aminosalicylic acid (5-ASA), corticosteroids, immunosuppressant
agents, and anti-tumor necrosis factor (TNF) monoclonal antibodies, suppress intestinal inflammation.
However, a subpopulation of patients is refractory to these therapies, or intolerant because of their
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significant side effects [5]. Also, UC patients can experience frequent relapses. Therefore, treatments
that directly modulate the gut microbiota have been studied as adjunctive therapies, or as alternatives
to conventional drug therapies [6].

Bacterial microbiota alterations have been well documented in patients with active disease [7].
Metagenomic studies have demonstrated that microbial diversity and intestinal microbiota stability
decrease in IBD patients, compared to individuals without IBDs [8]. A recent study identified
the microorganisms that invade the terminal ileum and colon of UC-affected individuals as the
pro-inflammatory bacteria Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) and Campylobacter, which are
both members of the Enterobacteriaceae family [8]. A recent meta-analysis identified lower amounts of
bacteria from Clostridium clusters XIVa and IV in patients with active IBDs [9]. Meanwhile, during
active UC, anti-inflammatory Lactobacillus and Pediococcus acidilactici were absent in fecal samples that
were analyzed by fluorescence in situ hybridization. However, with UC in remission, these strains
reappeared [7]. Decreased numbers of Bifidobacterium spp. were observed in both inflamed UC and CD,
while Lactobacillus spp. were unchanged during active UC [7]. In addition, a significant decrease in the
diversity and richness of the microbiota has been observed in patients with UC in remission, compared
with controls, and a further decrease in diversity was observed at relapse [10]. As the composition of
the microbiota in UC patients appears to be remarkably unstable [11], there is particular interest in
providing such patients with solutions that address their gut dysbiosis to achieve stability, diversity,
and optimal abundance of bacterial groups, as observed in healthy controls.

The use of probiotics in IBDs is a potential aid to current conventional therapies. Several studies
have focused on the effects of blends of probiotics on enteral microbiota, especially in cases of
dysbiosis when the normal concentration of beneficial bacterial flora is reduced due to the presence of
pathogenic bacteria [2]. Currently, the standard UC treatment relies on initial managed treatment with
corticosteroids and anti-inflammatory agents, such as mesalazine, in conjunction with symptomatic
treatment with antidiarrheal agents and rehydration [12].

Probiotics contain viable microorganisms, sufficient amounts of which reach the intestine in an
active state for them to exert positive health effects [13]. They mostly include lactic acid-producing
bacteria, such as bifidobacteria and lactobacilli; but other organisms, such as Escherichia coli and the
yeast Saccharomyces boulardii, have been reported to have beneficial effects via prolonging remission
in patients with IBDs. Although their mechanisms of action have not been established, some
studies suggest that these probiotics modulate membrane permeability and the mucosal immune
system [6,14]. Among other substances released by bacteria, short-chain fatty acids (SCFAs) have
strong immunomodulatory effects and are involved in anti-inflammatory gene regulation processes.
Acetic acid, butyric acid, and propionic acid are the most abundant SCFAs [15], and the production of
SCFAs seems to play an important role in the maintenance of the gut barrier function [16,17].

Other substances that could potentially be used to treat UC are prebiotics and synbiotics.
The International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) consensus statement on
the definition and scope of prebiotics states that a prebiotic is “a substrate that is selectively utilized
by host microorganisms conferring a health benefit” [18]. It further states, however, that beneficial
effects on health must be confirmed in the host that is the target for the intended use and these should
always be mediated by the microbiota. Synbiotics are prebiotics combined with probiotic bacteria.
Ishikawa (2011) studied the effects of bifidobacterial strains plus GOS synbiotics on patients with UC
and concluded that the treatment group significantly improved, showing marked improvements in
colonoscopy scores and significant decreases in inflammatory markers [19].

Other meta-analyses of the efficacy of probiotics at treating UC did not analyze subgroups
considering the different scales, to determine remission in UC patients [20,21]. This may have led to the
identification of a high degree of heterogeneity among studies involving the effects of probiotics, due to
the wide variety of scales used to determine UC remission, since patients’ states are observed and
scored in different manners according to the differing scales. To avoid this problem of heterogeneity
when assessing patients, a study is needed in which the probiotic effect is observed according to the
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scale that is used to determine the remission state. In addition to the remission scale problems, other
meta-analyses have shown that the probiotic VSL#3® (VSL Pharmaceuticals Inc., Ft. Lauderdale, FL,
USA) is an effective treatment against active UC [20]. However, it is still unknown whether this is due
to the combination of strains presents in the product or the presence of any of its strains or species in
particular. Considering that patients with UC exhibit lower concentrations of bifidobacteria than the
healthy population, it is possible that their inclusion in VSL#3 makes an effective inducer of remission.
Other papers [21,22] report the effects of treatment with bifidobacteria alone or in a mixture, in patients
with UC. Thus, the effect of bifidobacteria was another point of interest in our study.

Taking all the foregoing into consideration, in the present systematic review, we consider the
efficacy of probiotics as well as inulin-type fructans, prebiotics, and synbiotics with inulin-type
fructans in UC patients. Moreover, we performed meta-analysis when the number of studies included
allowed this.

2. Materials and Methods

This systematic review and the corresponding meta-analysis were performed following the
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines [23].

2.1. Data Sources and Searches

The search was performed in PUBMED, SCOPUS, and the Cochrane database, for controlled trials
with no restrictions regarding age, sex, year of publication, or the duration of the study. The search
terms included “ulcerative colitis” or “inflammatory bowel disease” with the following combined
text: “probiotic”, “prebiotic”, “inulin”, “fructo-oligosaccharides”, “FOS”, and “synbiotic” (see full
search strategy in Supplementary Data S1). The search focused on human clinical trials referring to
treatments with probiotics, prebiotics, or synbiotics in UC patients, and was limited to publications in
Spanish or English.

The literature cited in the reviews retrieved was scrutinized to locate additional candidate studies
to be included in the systematic review. The titles and abstracts of the papers identified in the initial

search were evaluated by two independent reviewers, to ensure their appropriateness for the study.

2.2. Study Selection and Data Extraction

Studies duplicated in different databases or searches were included only once. The eligibility of
the remaining hits was evaluated by examining titles, abstracts, and full text sequentially. The eligibility
criteria were: (1) randomized controlled trials, (2) samples composed of adults or children with active or
inactive UC, (3) studies that compared probiotics, prebiotics, or synbiotics with placebos or mesalazine
(5-ASA).

Data was extracted by two independent reviewers (EA and AF) onto a Microsoft Excel spreadsheet
(Microsoft Corp, Redmond, WA, USA). The data were collected based on study information such as
the authors’ names, year of publication, sample size, age of patients, type of medication used, dosage,
duration, and outcome. Once the data had been collected, their Jadad score was used to assess the
quality of the clinical trials and those with a score of 3 or greater were included in the analyses [24].
In addition, the following clinical data were extracted: the gender of trial participants, the type of
probiotic administration, initial states of patients (active or inactive UC), the number of drop-outs and
their causes, and the remission scale used. Data were extracted as an intention to-treat (ITT) analysis;
patients who did not complete were assumed to be treatment failures (i.e., failed to achieve remission
in active UC trials or disease activity relapsed in inactive UC trials) wherever trial reporting allowed
for this.

2.3. Risk of Bias in Individual Studies

Two investigators (EA and AF) independently evaluated the risk of bias in the studies included
using the Cochrane risk-of-bias tool [23]. This evaluates the risk of bias due to random sequence
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generation, concealment of allocation, blinding, incomplete outcome data, selective reporting, and
other sources of bias.

2.4. Data Synthesis and Quantitative Synthesis (Meta-Analysis)

The impact of probiotics compared with mesalazine (5-ASA) or a placebo was expressed in terms
of RR and OR with 95% confidence intervals (CI95%) in trials of therapy for active UC or no relapse of
disease activity in trials of inactive UC. An inverse variance weighting method with random effects
modeling was used to compare the RR and OR values between studies. Tables and forest plots with
calculated ORs are provided as Supplementary Material, to facilitate comparison with other studies
that chose to use ORs as the measure of association.

The heterogeneity between studies was assessed using the x? test and the I statistic, with a cut
off of >50% being the definition for a substantial to considerable degree of heterogeneity [25].

The use of subgroup analysis for the meta-analysis was dependent on the clinical score, remission
status, study designs, and species of probiotics. More precisely, we performed sensitivity analyses
by estimating the RR and ORs with ITT analysis, active and inactive remission of patients, the
Ulcerative Colitis Disease Activity Index (UCDAI) and Disease Activity Index (DAI)/Mayo scores, and
different probiotics, to evaluate the stability and reduce the heterogeneity of the meta-analysis results.
The statistical analysis and calculation of fail-safe numbers [26] were conducted with STATA 14.2
(STATA Corp, College Station, TX, USA) using the command “mar” [27]. Forest plots were generated
by Review Manager 5.3 software (The Nordic Cochrane Centre, Copenhagen, Denmark).

3. Results

3.1. Literature Search and Selected Studies

The search strategy generated a total of 298 hits, corresponding to papers published between 1991
and 2018, of which 64 were excluded as repeats (Figure 1). A total of 196 papers were excluded after
screening because they reported no probiotic, prebiotic, and synbiotic treatment, or did not focus on a
UC clinical trial. The remaining 38 papers were read in full, and 20 were excluded because their Jadad
score was lower than 3 [2,28-46].

We finally analyzed 18 papers [6,47-63], which are summarized in Table 1. Sixteen studied the
efficacy of probiotics; while one looked into the efficacy of synbiotics, and one that of prebiotics.

Overall, the studies involved 1491 subjects, with sample sizes ranging from 18 to 327 individuals.
Sixteen papers reported data for adults, with a total of 1422 subjects; the other two, data for children
and adolescents, with a total of 69 subjects. Moreover, 13 papers focused on active UC; five on inactive
UC subjects. However, there were two studies where the initial status of the patients was active and the
primary outcome was the induction of remission (delay in outbursts), but in which the maintenance of
remission was also studied [57,61]. The papers selected were published between 1997 and 2018; no
differences were observed among the percentages of men and women in the studies.

Mutaflor® (Ardeypharm GmbH, Herdecke, Germany) was the most commonly reported
treatment, appearing in five papers; followed by VSL#3 which appeared in four papers. The products
or probiotics that only appeared in a single paper were Bifidobacterium longum 536, Bio-Three® (Toa
Pharmaceutical Co., Ltd., Toyama, Japan), Bifidobacterium infantis 35624, Lactobacillus reuteri ATCC
55730, Probio-Tec AB-25® (Chr. Hansen A /S, Hoersholm Denmark), a composite of Bifidobacterium breve
Yakult, Bifidobacterium bifidum Yakult and Lactobacillus acidophilus, and, finally, a mix of Bifidobacterium
breve Yakult plus Lactobacillus acidophilus. There was only one trial that studied a synbiotic product:
a mixture of B. longum and Synergy 1® (Orafti, Tienen, Belgium). Finally, one paper studied the
prebiotic Synergy 1® alone (Table 1).
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Figure 1. Flow diagram of the selection of studies for systematic review and meta-analysis.

Outcomes considered in this systematic review were the effects on SCFAs (two papers out of the
18), inflammation levels (five papers), composition of fecal microbiota (three studies) and UC remission
(17 papers). We then performed meta-analysis of the papers that studied UC remission with probiotics
treatment (15 papers). The three remaining papers were excluded from the meta-analysis because
one study did not report the induction or maintenance of UC remission after probiotic treatment [50];
and two studies did not treat patients with probiotics, but with prebiotics [63] or synbiotics [58].
The 15 papers in the meta-analysis include 12 on the efficacy of probiotics in remission, which were
placebo-controlled. We differentiated active and inactive patients to study efficacy at inducing or
maintaining UC remission. The three remaining papers compared probiotics with mesalazine to study

efficacy at maintaining remission.
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Table 1. Main characteristics of randomized controlled trials of probiotics versus placebo or mesalazine
in inducing or maintaining remission.

Sample/Initial Ulcerative Colitis . Control
Study State Age Remission Score Comparison Therapy Used Used
* Matsuoka et al. 2018 [47]  192/Inactive >18 DAI Probiotic vs. control 2 B. brﬁve[ Yakglt 1nd Placebo
L. acidophilus
* Tamaki et al. 2016 [6] 56/ Active >18 UCDAI Probiotic vs. control 2 BB536 ° Placebo
* Yoshimatsu et al. 2015 [48]  60/Inactive >18 UCDAI Probiotic vs. control @ Bio-Three Placebo
* Petersen et al. 2014 [49] 50/ Active >18 CAI Probiotic vs. control 2 Mutaflor Placebo
Groeger et al. 2013 [50] 22/Active >18 Not assessed Probiotic vs. control B. infantis 35624 b Placebo
Probiotic vs. control .
*Olivaetal. 2012 [51]  40/Active  6-18 DAI (both with Erentert ATCC Placebo
mesalazine)
* Wildt et al. 2011 [52] 32/Inactive >18 SCCAI Probiotic vs. control Probio-Tec AB-25P Placebo
* Tursi et al. 2010 [53] 144/ Active >18 UCDAI Probiotic vs. control @ VSL#3 b Placebo
* Matthes et al. 2010 [54] 88/ Active >18 DAI Probiotic vs. control 2 Mutaflor Placebo
* Ng et al. 2010 [55] 28/ Active >18 UCDAI Probiotic vs. control 2 VSL#3 P Placebo
*Sood et al. 2009 [56] 147/ Active >18 UCDAI Probiotic vs. control 2 VSL#3 b Placebo
Probiotic vs. control
* Miele et al. 2009 [57] 29/ Active 8-16 Lichtiger CAI (both with VSL#3 P Placebo
mesalazine)
Prebiotic vs. control
Casellas et al. 2007 [63] 19/ Active >18 CAI (both with Synergy 1 Placebo
mesalazine)
Furrie et al. 2005 [58] 18/ Active >18 CAI Synbiotic vs. control B longumt{ Synergyl Placebo

B. breve Yakult, B.
*Kato et al. 2004 [59] 20/ Active >18 CAI Probiotic vs. control ®  bifidum Yakultand L. Placebo
acidophilus

Probiotic vs.

*Kruis et al. 2004 [60] 327 /Inactive >18 CAI 5 Mutaflor Mesalazine
mesalazine

*Rembacken et al. 1999 [61] 116/ Active >18 CAI I;;z:;?:;;j Mutaflor Mesalazine

*Kruis et al. 1997 [62] 103/Inactive  >18 CAI Probiotic vs. Mutaflor Mesalazine
mesalazine

UCDAL ulcerative colitis disease activity index; DAI: disease activity index; CAI: clinical activity index; SCCALI:
simple clinical colitis activity index. * Studies included in the meta-analysis; * Therapy and Control allowed
concomitant medication; ® Probiotics that contain Bifidobacterium strains.

3.2. Risk of Bias and Quality Assessment

The risk of bias was assessed across the 18 studies included (Supplementary Table S1). Evidence
of random sequence generation, allocation concealment, and selective reporting was unclear in most
studies. As to blinding (participants and personnel), there was a low risk of bias across the included
studies, and only one paper was shown to have an unclear risk of bias. No study, except for Matsuoka
2018, showed evidence of maintaining blinding throughout the study, and so (except for Matsuoka
2018) were analyzed as having an unclear risk of bias. The amount of incomplete outcome data was
low in most of the studies (10/18), and there was a low risk of other sources of bias in all.

3.3. Effect of Probiotics on SCFAs

There were two placebo-controlled trials involving 80 patients that reported the fecal
concentrations of SCFAs and the efficacy of probiotics versus placebo [48,59]. One trial reported
efficacy in terms of preventing relapse in inactive UC; the other, in terms of inducing remission in
active UC cases. In trials on inactive UC patients, the fecal concentration of SCFAs did not differ
significantly between the probiotic and placebo groups at any time during treatment. However, the
butyrate/acetate ratio at each of the sampling times was significantly higher in fecal samples obtained
from patients who had relapsed within six months of fecal collection than in those obtained from
patients who remained in remission [48]. In trials with active UC patients, the total SCFA concentration
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and the butyric and propionic acid concentrations in stools significantly increased after probiotic
supplementation [59].

3.4. Effect of Probiotics, Prebiotics, and Synbiotics on Gut Inflammation

There were five papers involving 127 patients with active UC that reported the effectiveness of
probiotics, prebiotics, or synbiotics versus a placebo on inflammation levels. Systemic inflammatory
biomarkers were observed, such as C-reactive protein (CRP) levels, TNF-«, I1-«, IL-6, IL-8, IL-10, and
calprotectin, among others. The level of inflammation was assessed in comparison with the control
group. All studies reported a significant reduction in inflammation, regardless of whether the study
was performed with probiotic, prebiotic, or synbiotic therapy [50,51,55,58,63]. However, two studies
assessed probiotics versus placebo treatment in an adult population, but they did not assay the same
probiotics [50,55]. Another study assessed probiotics versus placebo treatment, but used a synbiotic
therapy based on a Bifidobacterium longum probiotic with Synergy 1® prebiotics in adult patients [58].
The results of two studies, one that included prebiotics in an adult population and one in children and
young individuals, suggested that probiotics and prebiotics can improve the response to mesalazine
by mitigating intestinal inflammation [51,63].

3.5. Effect of Probiotics and Synbiotics on Microbiota Composition

Three studies, including a total of 230 patients, studied changes in microbiota composition after
probiotic or synbiotic treatment. Matsuoka et al. [47] administered a probiotic to inactive UC patients,
and revealed a significant decrease in Bifidobacterium species in fecal samples (p = 0.006) before relapse,
although no effects were detected in the intestinal microbiota. Kato et al. [59] observed that the
numbers of fecal B. breve and B. pseudocatenulatum among bifidobacterial species significantly increased
in the probiotic group (p < 0.05) but not in the placebo group after administering a probiotic containing
bifidobacteria to active UC patients. Other Bifidobacterium species and Bacteroides species were not
significantly changed in either group. Finally, Furrie et al. [58] detected higher numbers of total
bifidobacteria on the mucosal surface in active UC patients fed a synbiotic formula that contained
B. longum and Synergy 1®, than in those taking a placebo.

3.6. Meta-Analysis of Efficacy of Probiotics at Inducing/Maintaining Remission (Probiotic versus Control)

The meta-analysis finally included 12 placebo-controlled trials, involving a total of 886 individuals.
Together, the clinical trials examined the effects of administration (oral or rectal) of probiotics versus
placebo or active treatment of UC to induce remission in active UC patients or to maintain remission
in inactive UC patients. Detailed study characteristics are provided in Table 1.

Patients were allowed to take concomitant medications such as mesalazine (Supplementary
Table S2) in nine out of 12 studies; while in two additional studies all patients took mesalazine in
addition to the probiotics or placebo. There was just one study in which patients only took probiotics
or a placebo, with no other medication allowed. Matthes et al. [54] compared three different doses of
probiotics to a single placebo group. As there were no significant differences between doses on the
effect, we performed our analysis using figures calculated by pooling all probiotic doses in one group.

3.6.1. Efficacy of Probiotics in Active UC Patients

Nine papers included 602 active UC patients, and the results showed no significant differences
between probiotic and control groups (Figure 2). There was substantial heterogeneity between the
studies (I?> = 71%), and because the p-value was 0.09 and the number of studies was sufficiently high,
subanalyses were performed to study possible sources of this heterogeneity.
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Figure 2. Forest plot of randomized controlled trials assessing remission in active UC patients, assessed
with UCDALI or DAI scores (above), or using other scores (below).

The heterogeneity disappeared when only trials using the UCDAI and DAI indices were included
(I2 = 29%). Meta-analysis of these six trials, totaling 503 individuals, assessing remission with the
UCDAI or DAI score found a statistically significant difference between the probiotic and the placebo
groups. The RR was 1.55 (CI95% 1.13-2.15, p-value = 0.007, I? = 29%), and the OR was 2.12 (CI95%
1.36-3.31, p-value = 0.000, I> = 12%) (Supplementary Figure S1). Other scores (SCCAI, Lichtiger CAI
and CAI) were not studied separately as the number of studies that included them was insufficient;
but the three studies that did not assess remission with UCDALI or DAI score were analyzed together
and the results showed no significant differences between intervention and placebo groups (Figure 2).

Following the method proposed by Rosenthal [26], we estimated the fail-safe number (fsN): the
number of studies with non-significant results that would have to be added to change the results
of the meta-analysis from significant (p < 0.05) to non-significant. The result for the subgroup of
studies with active UC patients that used DAI/UCDAI scales was: fsN = 27. As fsN < 5N + 10, where
N is the number of case studies in our dataset, we cannot verify the robustness of results against
publication bias.

Because different probiotics were used to induce remission in active UC patients (Table 1), we
also studied the efficacy of Mutaflor, VSL#3, and other probiotics that included Bifidobacterium strains,
separately (Figure 3). Six studies (424 patients) that used bifidobacteria-containing probiotics were
analyzed, and the results suggested that such probiotics were effective in inducing remission in active
UC patients. The results were as follows: RR = 1.73 (CI95% 1.23-2.43, p-value = 0.002, I? = 35%) and
OR = 2.50 (CI95% = 1.33-4.70, p-value = 0.005, I? = 44%) (Supplementary Figure S2). We also calculated
fsN for this subgroup and the value obtained (fsN = 36) is less than 5N + 10, so robustness against
publication bias is low. Conversely, three studies without bifidobacteria, totaling 168 patients, showed
no significant differences between treatment and control groups (Figure 3). VSL#3, when added to
conventional therapy at a daily dose of 3.6 x 10'2 colony-forming unit (CFU/day), effectively induced
remission. Four studies (348 patients) that used VSL#3 showed statistically significant differences
between the probiotic and the control group, with an RR of 1.99 (CI95% 1.25-3.15, p-value = 0.003,
I? = 49%), and an OR of 3.21 (CI95% 1.31-7.90, p-value = 0.01, I?> = 62%) (Supplementary Figure S2).
In this case, fsN = 30 indicating a low robustness against publication bias. Finally, two aggregated
Mutaflor studies (138 patients) could not demonstrate that this treatment promotes remission in active
UC patients (Figure 3).
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Figure 3. Forest plot of randomized controlled trials in which remission was achieved by active UC

patients. Comparison of treatment with VSL#3, Mutaflor, or other probiotics containing bifidobacteria

strains as well as those not containing bifidobacteria, all versus a placebo.

3.6.2. Efficacy of Probiotics in Inactive UC Patients

Four trials that included 313 inactive UC patients attempted to determine the efficacy of probiotics

at maintaining remission, but no statistically significant differences were detected between the probiotic
and control groups (Figure 4) (Supplementary Figure S3). One of these papers studied the remission
rate in active UC patients, but also assessed the maintenance of remission until the end of the study [57].

Probiotic Control Risk Ratio Risk Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% Cl Year M-H, Random, 95% CI

13.2.1 Probitic vs control_inactive
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Testfor overall effect 2=1.34 (P=0.18)
) } t |
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Figure 4. Forest plot of randomized controlled trials focused on the maintenance of remission in

inactive UC patients.
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3.7. Efficacy of Probiotics at Maintaining Remission (Probiotics versus Mesalazine)

To compare probiotics against mesalazine in maintaining remission in UC patients, the
meta-analysis included three papers involving a total of 513 individuals. One of these papers
studied both the remission rate in active UC patients and the maintenance of remission at follow-up,
and it was the only study that permitted concomitant medication (Supplementary Table S2) [61].
Together, the clinical trials examined the effect of oral administration of the probiotic Mutaflor against
mesalazine, at maintaining remission in inactive UC patients. However, the results showed no
significant differences between probiotic and control groups, suggesting that the probiotic was equally
as effective as mesalazine at maintaining UC remission (Figure 5) (Supplementary Figure 54).

Probiotic Control Risk Ratio Risk Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% Cl Year M-H, Random, 95% CI
Kruis (1997) [62] 42 50 47 53 56.3% 0.895[0.81,1.11] 1997
Remhbacken (1999 [61] 13 39 12 44 31% 1.22[0.63, 2.35] 1999
Kruis (2004) [60] 89 162 104 165 40.6% 0.87[0.73,1.05] 2004
Total (95% CI) 251 262 100.0% 0.92 [0.82, 1.04]
Total events 144 163

Heterageneity: Tau®= 0.00; Chi®=1.20, df= 2 {P = 0.55), F=0% l 1 T 1

Test for overall effiect Z2=1.35(F=0.18) 01 o Cont[0|1 Probiotic 0 100

Figure 5. Forest plot of randomized controlled trials regarding the maintenance of remission in inactive
UC patients when comparing the probiotic Mutaflor with mesalazine.

4. Discussion

Guidelines and recommendations from scientific experts and institutions support the safety of
probiotics, and state that some are at least as effective as conventional therapy at achieving remission
in UC patients in both adult and pediatric populations [13]. Therapy with probiotics, prebiotics, and
synbiotics has been proposed to increase the production of SCFAs [18]. SCFAs, in combination with
bifidobacteria, are involved in the reduction of inflammation [18,64], and are recognized as having
mechanistic links to health outcomes [18,65].

Our analysis also suggests that probiotics effectively help to achieve remission in active UC cases,
as this effect seems to be statistically significant. When a subanalysis was performed only on the
papers that compared probiotics against a placebo and patient remission was determined with only
the UCDAI and DAI scales, the lowest heterogeneity among studies was achieved.

Both the UCDAI and DAI (total score of 0 to 12) incorporate scores for stool frequency, rectal
bleeding, endoscopic findings, and clinical assessment of disease activity [66]. Conversely, CAI (0-23),
SCCAI (0-20), and Lichtiger CAI (0-21) also include more general items, such as general well-being,
extra-intestinal features, fever, anemia, and the erythrocyte sedimentation rate (ESR) [66]. Thus, these
latter scales include more general extra-intestinal features, where probiotics would seem less likely
to have an effect. Moreover, laboratory markers, which are more objective, cannot be replaced by
the other parameters [67], and signs and symptoms are best assessed by a patient-reported outcome
instrument, as opposed to clinician-reported outcome instruments [68]. Furthermore, the treatment
effect was statistically significant in studies that used the UCDAI and DAI scales, but not in those that
used other scales, with heterogeneity considerably higher in the latter case. This may mean that the
use of the same method to determine remission is an aid in understanding the effects of probiotics in
patients with UC.

The most commonly used disease activity scales among the trials in this study were the UCDAI
and the DAL In our meta-analysis, we considered that both scales were similar enough to be considered
to measure the same construct in different studies [69]. Although significant results were observed
when using studies that identified remission with UCDAI or DA, there is not yet a validated scale
for determining remission in patients with UC [70]. Thus, the use of either the UCDAI or DAI scale,
instead of other scales, cannot be justified based on these observations.
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Nonetheless, probiotics containing bifidobacteria were demonstrated to promote remission in
patients with active UC, while probiotics not containing bifidobacteria did not have a beneficial
effect. Heterogeneity was not observed among the bifidobacteria studies, but was greater than
that observed in the meta-analysis of trials that determined remission with the UCDAI and DAI
scales. Duranti et al. (2016) [71] suggest that patients with UC have reduced levels of bifidobacteria
(as assessed by 165 ribosomal RNA (rRNA) compared to the healthy population. It, therefore, seems
logical that the use of a probiotic treatment containing bifidobacteria would improve patient health;
and this suggests potential therapeutic roles for this genus and probiotics containing these bacteria.

VSL#3 was shown to be an effective probiotic for achieving remission in active UC patients. It has
previously been shown that VSL#3 is effective in UC and that it is capable of controlling inflammation,
and lengthening the remission period [72]. Although our meta-analysis includes a limited number
of studies showing the efficacy of the probiotic VSL#3, administration was found to be effective
in patients with active UC. Other authors report similar results, and have showed that VSL#3 can
effectively induce and maintain remission in UC patients [21,22,73]. The efficacy of VSL#3 could be
due to the variety of bacteria it contains, or specifically to the presence of one bifidobacteria strain.
In our meta-analysis, the reduction in heterogeneity between studies was higher when treatments with
probiotics that contained bifidobacteria were compared to studies using VSL#3. Shen et al. 2014 [22],
in their meta-analysis, found no beneficial effects of probiotics with bifidobacteria; but unlike us, they
included the Furrie et al. 2005 [58] study, where the treatment was synbiotic. Additionally, they did
not include as many studies; for example, they excluded studies that performed VSL#3 treatments.
In our meta-analysis, we did not include studies with synbiotics, because, in such studies, it is not fully
known whether the effect is due to the probiotic or prebiotic.

A previous systematic review and meta-analysis of six trials evaluated the EcN 1917 probiotic
against mesalazine treatment, and determined that EcN is equivalent to mesalazine in preventing
disease relapse [73]. Our study suggests similar effects of the EcN 1917 probiotic on maintaining
remission as those of mesalazine treatment (RR = 0.92, CI95% 0.82-1.04, p-value = 0.18). The difference
in the number of studies was due to the fact that our subanalysis only included probiotics
versus placebo studies. This implied that two studies were excluded because they compared a
probiotic-plus-mesalazine to placebo-plus-mesalazine. Additionally, one study included in that
review [73] was also excluded from ours because it obtained a Jadad scale score < 3.

Our systematic review has revealed a scarcity of reliable data for prebiotics and synbiotics. There
were not enough studies to perform meta-analysis of the effect of prebiotics or synbiotics, so the
decision was made to exclude these from our meta-analysis. They are not included in our prebiotics
meta-analysis because they are different treatments.

While the results of the present review and meta-analysis suggest a beneficial effect of probiotic
treatment in active UC patients, there were some limitations when comparing the different studies.
The clinical trials differed in terms of their inclusion and exclusion criteria, regarding, for example,
treatment, concomitant medications, diversity in the probiotic strains used, and the probiotic schedules
and concentrations. Moreover, most of the studies included had few participants, some had many
drop-outs and, most importantly, a variety of scales was used to define remission status.

Although there is no ideal or validated scale to define remission status, the FDA has indicated
that while this is the case, the UCDAI and DAI are the most commonly used scales and are
recommended [66,68]. In addition, a systematic review containing 153 trials, of which 116 used
the UCDAI scale, evaluated the definition and evidence for remission endpoints in UC from the
point of view of two particular scales (UCEIS and UCDALI), and recommended that an international
consensus of remission should be sought as a matter of urgency before establishing a gold standard
for outcome measurement. This would lead towards standardization of clinical trial protocols and
advance in patient care [74]. Thus, presently, it is difficult to determine the best possible outcomes due
to a lack of homogeneity of the clinical trial protocols.
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Therefore, we still do not know the necessary doses or the duration of the probiotic treatments
that are needed to obtain an optimal effect. It could be that by using the same scale to define the
remission state, beneficial remission effects occur in patients with UC treated with more commercial
probiotic strains. Thus, we suggest that more studies involving prebiotics or synbiotics are needed.
A few studies have shown that inulin increases bifidobacteria levels, having a beneficial effect on the
gut [75]. Thus, this genus could play an important therapeutic role. However, further studies are
needed to determine the effects of probiotics on SCFA production, gut inflammation, and microbiota
composition. These factors should also be studied for prebiotics and synbiotics, in order to gauge
their effects in UC treatment. Other interesting alternatives for the treatment of ulcerative colitis, such
as fecal microbiota transplantation (FMT), are currently being studied [76]. A Cochrane systematic
review suggests that FMT may increase the proportion of UC patients achieving clinical remission [77].
However, not many controlled or randomized studies have been published using FMT for indications
other than C. difficile infection, so more studies are also needed before recommending FMT for the
treatment of ulcerative colitis.

Finally, the definition of the term “probiotic” is very generic and lacks specificity; and we must
stress the importance of adequate doses and the determination of probiotics or strains that cause
beneficial effects. Larger sample sizes and dose-finding randomized controlled clinical trials are
probably needed to clarify the role of probiotics in the treatment of UC.

5. Conclusions

In conclusion, our meta-analysis shows that the use of probiotics seems to be beneficial in terms
of reaching remission in patients with UC, but this observation depends strongly on the UC scale
adopted. More precisely, the significant effect is only observed with the UCDAI and DAI scales, which
are those recommended by the FDA for UC clinical trials with pharmaceuticals; not with other scales.
Probiotic composition also seems to play a relevant role, with bifidobacteria-containing probiotics
seemingly being most beneficial.
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OBJECTIU 2

Efecte del grau de polimeritzacié dels fructans sobre la microbiota intestinal humana en un sistema

de fermentacio ex vivo






1. Justificacié de I'objectiu

Les persones sanes presenten una microbiota intestinal en equilibri que s’adapta a diferents canvis
que la poden influir, com és la composicié de la dieta, pero algunes situacions provoquen la pérdua de
diversitat microbiana donant lloc a I’estat de disbiosi intestinal relacionat amb problemes de salut com
és la malaltia inflamatoria intestinal. Tot i que hi ha poca informacié clinica sobre prebiotics en el cas
concret de la CU, s’ha estudiat que els pacients amb aquesta malaltia presenten els nivells del génere
Bifidobacterium i d’altres bacteris reduits, i una baixa diversitat de la microbiota, sobretot quan es
troben en estat de recaiguda. La suplementacié amb fibres ha demostrat en alguns casos I'augment de
la diversitat intestinal pel que podria ser una opcié per tractar persones amb baixa diversitat
microbiana. Tot i aixi, les fibres prebiotiques presenten estructures molt diverses i encara falta molta
investigacié per determinar I'efecte que causen cada una d’elles. S’"ha observat que el genere
Bifidobacterium no utilitza inulines d’alt grau de polimeritzacid, sin6 només de baix grau, fet que
exemplifica que la selectivitat dels prebiotics ve donada per la seva estructura. Aquesta selectivitat de
les inulines no només es troba en aquest genere bacteria, sind també d’altres com Anaerostipes i
Bilophila. Si diferents bacteris tenen preferéncies o sdn capagos d’utilitzar exclusivament fructans amb
un cert grau de polimeritzacid, segurament la diversitat microbiana també es podra trobar influida
segons el tipus de fructa que s’administri. Per tant, la baixa diversitat microbiana que presenten els
individus amb CU, i que podria ésser d’utilitat per altres malalties en qué s’observa una baixa diversitat
de la microbiota intestinal, com al-lergies, diabetis tipus 2 o autisme, entre d’altres, podria ser

modificada de diferent manera segons els graus de polimeritzacié de les inulines tipus fructans.

Els models ex vivo de fermentacid es poden utilitzar per estudiar els efectes que provoquen els
prebidtics en la microbiota intestinal. Normalment el proposit d’aquestes fermentacions és cultivar
una microbiota intestinal complexa, com és el material d’'una mostra fecal de pacients sans, sota
condicions controlades que simulin l'intesti i aixi observar la seva modulacié durant un temps

determinat.

Es per aquesta rad que hem volgut comparar I'efecte que presenten tres inulines tipus fructans, amb
un grau de polimeritzacié diferent cada una, mitjancant un sistema de fermentacié ex vivo simulant el
colon huma a partir de mostres fecals humanes de donants sans, per determinar la comparacié en els
canvis de composicié de microbiota a partir de la seqlienciacié metagenomica del gen 16S rRNA

després de 2, 7 i 14 dies de fermentacid.
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2. Resum dels resultats

Les tres mostres fecals obtingudes pels donants van pertanyer a I'enterotip firmicutes, pel que es va
utilitzar una mescla 1:1:1 de les tres mostres per dur a terme els experiments (inocul). Les classes
dominants observades a les mostres al llarg dels 14 dies de fermentacid van ser Actinobacteria i
Coriobacteriia (pertanyents al filum Actinobacteria), Bacteroidia (pertanyent al filum Bacteroidetes),
Bacilli, Clostridia i Erysipelotrichi (pertanyent al filum Firmicutes) i Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria i Gammaproteopacteria (pertanyent al filum Proteobacteria), totes elles habituals

en una microbiota humana normal.

A temps inicial els tres indculs presentaven un domini de les classes Bacteroidia i Clostridia, i la
abundancia d’aquests els identificaria com a pertanyents a un enterotip de tipus firmicutes. El
tractament control (sense prebiotic) va ser el tractament amb més creixement de Bacteroidia al llarg
del temps (per tant una possible evolucié cap a un enterotip diferent, totalment dominat per
Bacteroides), mentre que la suplementacié del fermentador amb la inulina d’alt grau de polimeritzacio
(HPDI) va ser la que va mostrar una estabilitat més gran al llarg del temps de la classe Clostridia (classe
dominant en un enterotip tipus firmicutes). D’altre banda, la resta de classes més abundants es van

trobar augmentades o reduides de manera semblant per tots els tractaments.

Per determinar I'alfa diversitat de les mostres a nivell de genere, es va utilitzar I'index exponencial de
Shannon i I'index de Simpson invers. Per ambdés indexs i per tots els tractaments, es va observar una
remarcable reduccid de la diversitat a dia 2, mentre que a partir del dia 7 la diversitat semblava, en
general, recuperar-se una mica i estabilitzar-se tot i no arribar als nivells inicials. El tractament que va
aconseguir una major diversitat al final de la fermentacio va ser la HPDI, recuperant quasi bé als nivells
inicials per I'index de Simpson. Va anar seguida per la inulina de baix grau de polimeritzacié (LPDI), el
FOS i finalment el control (sense prebiotic). De fet, 'HPDI respecte el control pel dia 14 va ser I'Unica

comparacié amb diferéncia significativa que sobrevivia a la correccié de Bonferroni (p<0.05).

L’estabilitat de les microbiotes al llarg del temps es va estudiar comparant la beta diversitat entre dies,
dins d’'un mateix tractament, amb els indexs de Sorensen i de Bray-Curtis. L'observacié més clara va
ser que a dia 14 es van trobar més similituds respecte el dia anterior per tots els tractaments, per tant
la composicié de la microbiota va ser més estable com més avangava la fermentacio, independentment
de I'index utilitzat. Tot i aixi, es va observar més estabilitat (més similituds) amb I'index de Sorensen,
indicant que els géneres més abundants presentaven un paper important en les diferéncies entre
tractaments. Aquest index també va mostrar que el FOS a dia 2 era el que menys estabilitat presentava
respecte I'inocul (p <0.05 amb la correccié Bonferroni) comparant amb tots els altres tractaments,

mentre que a dia 7 i 14 no hi havia diferéncies pels diferents tractaments. En canvi, segons I'index Bray-
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Curtis, I'estabilitat assolida a dia 14 per I'HPDI va ésser inferior a la de tots els altres tractaments
(Bonferroni p <0.05 respecte la resta de tractaments), cosa que indicaria que els géneres més
abundants és possible que encara no estiguessin estabilitzats. La resta de comparacions dels

tractaments no van donar diferéncies significatives.

Arran d’aquests resultats, on es veia clarament que les mostres a dia 2 eren les més divergents (procés
d’estabilitzacid), es van comparar els efectes del tractament amb fructans de diferent grau de
polimeritzacié sobre la composicié de la microbiota (beta diversitat entre tractaments) a dies 7 i 14. La
metodologia emprada va ésser I'analisi NMDS amb els index de Sorensen i de Bray-Curtis, i com a
referéncia es va utilitzar la composicié de les 3 mostres originals dels donants. Les tres mostres dels
donants van demostrar una clara proximitat entre elles, i una clara separacié amb la resta de
tractaments pels dies 7 i 14. Segons Sorensen, I'HPDI i I'LPDI quedaven agrupades, i separades de la
resta de tractaments. En canvi, per I'index Bray-Curtis les mostres dels diferents tractaments quedaven
més separades, indicant de nou que els generes més abundants eren els que provocaven les

diferéncies en aquest tractament.

Mitjancant I'analisi ANOSIM de dos factors (temps i tractament) es van observar diferencies
significatives en la composicié de la microbiota amb I'index de Sorensen (p < 0.0001 tant per
tractament com per temps) i Bray-Curtis (p = 0,0045 i p < 0,0001 pel tractament i el temps,
respectivament) en els dies 7 i 14. La composicié de la microbiota entre HPDI i LPDI no van ser
significativament diferent, mentre que la resta de comparacions van donar nominalment significatives.
Es van observar més diferéncies amb I'index de Sorensen que amb el de Bray-Curtis pero globalment
els resultats eren semblants, tot i que les significances no es van mantenir una vegada aplicada la

correccio Bonferroni.

Finalment es va determinar la produccié neta d’acid per part de les diferents microbiotes, com a
primera aproximacié per detectar diferencies globals en la activitat metabolica. Aix0 es va fer
qguantificant el consum de NaOH i HCI pel sistema per tal de mantenir el fermentador al pH correcte
de 6.2. Es va observar una clara produccié d’acid amb tots els tractaments al llarg del temps (p<0.0001),
perdo amb diferéncies significatives entre tractaments (p = 0.0012). No es van observar diferéncies
d’acidificacié entre HPDI i LPDI, pero les dues van produir més acidificacié que el control i el FOS
(p<0.01 pels dies 7 i 14 amb correccié de Bonferroni), mentre que I'acidificacié del FOS va ésser fins hi
tot significativament inferior al control (p<0.05 amb correccié de Bonferroni). Per tant queda
demostrat que el grau de polimeritzacié influeix en la diversitat total (HPDI > LPDI > FOS 2 control),
composicio (HPDI = LPDI # FOS # control) i en la activitat metabolica acidificant de la microbiota (HPDI

= LPDI > control > FOS).
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Abstract: Prebiotic supplements are used to promote gastrointestinal health by stimulating beneficial
bacteria. The aim of this study was to compare the potential prebiotic effects of fructans with
increasing degrees of polymerization, namely fructooligosaccharides (FOS) and inulins with a low
and high polymerization degree (LPDI and HPDI, respectively), using an ex vivo fermentation system
to simulate the colonic environment. The system was inoculated with pooled feces from three healthy
donors with the same baseline enterotype. Changes in microbiota composition were measured by 165
metagenomic sequencing after 2, 7, and 14 days of fermentation, and acid production was measured
throughout the experiment. Alpha-diversity decreased upon inoculation of the ex vivo fermentation
under all treatments. Composition changed significantly across both treatments and time (ANOSIM
p < 0.005 for both factors). HPDI and LPDI seemed to be similar to each other regarding composition
and acidification activity, but different from the control and FOS. FOS differed from the control in
terms of composition but not acidification. HDPI restored alpha-diversity on day 14 as compared to
the control (Bonferroni p < 0.05). In conclusion, the prebiotic activity of fructans appears to depend
on the degree of polymerization, with LPDI and especially HPDI having a greater effect than FOS.

Keywords: prebiotic; inulin-type fructan; fructooligosaccharide; polymerization degree;
metagenomics; microbiome

1. Introduction

It is generally accepted that the bacterial community in the human gastrointestinal tract has a
great impact on intestinal functionality and human health.The colon is the most colonized region
within the gastrointestinal tract, where 1011-1012 cells/mL have been detected [1,2]. The microbes in
our bodies have been estimated to encode 100-fold more unique genes than our own genome [3,4].
High-quality data from the US Human Microbiome Project (HMP) [5], European Metagenomics of the
Human Intestinal Tract (MetaHIT) [6] and several other studies have now demonstrated the beneficial
role of the normal gut microbiota in health down to the genetic level [6,7]. Most bacterial species
colonizing the human gastrointestinal tract belong to the phyla Firmicutes and Bacteroidetes, while
species of the phyla Actinobacteria, Proteobacteria, and Verrucomicrobia exist in lower numbers. The
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number of bacterial species within the human intestinal microbiota has often been estimated to be in
the range of 500 to over 1000 species [8]. In a healthy state, they contribute nutrients and energy to the
host via the fermentation of nondigestible dietary components in the large intestine, and a balance is
maintained with the host’s metabolism and immune system [9,10].

The prebiotic concept was first defined in 1995 as a “non-digestible food ingredient that beneficially
affects the host by selectively stimulating the growth and/or activity of one or a limited number of
bacteria already resident in the colon” [11]. The International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics (ISAPP) recently published a consensus statement to update the definition and scope
of prebiotics. The statement defines a prebiotic as “a substrate that is selectively utilized by host
microorganisms conferring a health benefit” [12]. The scope of this updated definition is therefore
wider, as it implies that the modulatory effect of prebiotics is not necessarily limited to gastrointestinal
microbiota (i.e., it can be administered to microbiota-colonized sites other than the gut). Furthermore,
the ISAPP consensus statement emphasizes that the definition of prebiotics should not be limited to
carbohydrate-based compounds, but should apply to any compound that can be used by the microbiota
to confer a health benefit. Some examples are polyphenols and polyunsaturated fatty acids. The
document also addresses the difficulties involved in providing definitive proof of causality when
assessing the beneficial effects of a prebiotic. Still, it states that the health benefits of a prebiotic must
be confirmed in the target host for its intended use and should always be mediated by the microbiota.

Inulin-type fructans (ITF) are the best-documented oligosaccharides for their effect on intestinal
Bifidobacteria and are considered to be important prebiotic substrates [13]. Fructans can also be
described by their polymerization degree (PD). Inulin-type fructans consisting of DP >10 units are
considered long chain, while inulin-type fructans with a DP of <10 are considered short chain [14].
Nutritional studies have recommended a combination of inulins with different chain lengths in order to
maximize their fermentative and prebiotic effects [13]. Beneficial effects of inulin and/or oligofructose
on the intestinal microbiota, have been demonstrated in adults, such as increasing Bifidobacteria and
Lactobacilli, as well as increasing butyrate production [15-17]. Moreover, the prebiotic activity of inulin
and oligofructose seems to translate into beneficial health effects such as improved glycemic control,
reduced plasma triglycerides, improved barrier function, and decreased oxidative stress [14]. However,
not all fructans seem to produce the same effects on the gut microbiota [18-20].

Ex vivo fermentation models are considered reliable tools to assess how microbial populations are
altered by gastrointestinal environments such as prebiotics [21]. The common purpose of ex vivo gut
fermentation models is to cultivate a complex intestinal microbiota under controlled environmental
conditions with the aim of carrying out microbial modulation and metabolism studies. Although
there are several well-studied and validated complex in vitro models of human microbiota (e.g., the
Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem (SHIME) [22,23], the TNO Gastrointestinal
Model (TIM-2) [24] and the Three-Stage Compound Continuous Culture System [25], we were interested
in performing a simpler continuous culture system with one single stage.

Several studies have classified the human intestinal microbiota into three enterotypes in order to
reduce the complexity and facilitate the identification of microbiota compositional patterns [26,27]:
enterotype 1, which has Bacteroides as its best indicator; enterotype 2, which is driven by Prevotella, a
genus whose abundance is inversely correlated with Bacteroides; and enterotype 3, which is distinguished
by a significant presence of Firmicutes especially of the Ruminococcus genus [26-28]. However, this
classification should be treated with caution, as some authors have suggested that microbiota could be
divided into two enterotypes, where Bacteroides enterotype was fused with the less well distinguished
Firmicutes enterotype while other authors have proposed four enterotypes, two of theme resembling
previously the described Bacteroides and Prevotella enterotypes, while the other two are a more complex
mixture with lower levels of Bacteroides, one dominated by a variety of populations affiliated within the
Firmicutes phylum and the other combining higher levels of Faecalibacterium and Ruminococcaceae (both
belonging to the Firmicutes phylum) with Alistipes (which belongs to the Bacteroidetes phylum) [28,29].
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The objective of the study was to evaluate how the polymerization degree influences the prebiotic
effect of various fructans (FOS and two inulins with differing degrees of polymerization) in an ex vivo
fermented human microbiome, under conditions that simulated the transverse colon, taken from the
Macfarlane model [25,30].

2. Materials and Methods

2.1. Fructans Analyzed

Three commercial fructans with differing average fructosyl chain lengths (i.e., degree of
polymerization) were chosen for this study.

1.  Oligofructose (FOS): Orafti® P95 (BENEO-Orafti S.A., Tienen, Belgium), a short-chain inulin
obtained through partial enzymatic hydrolysis and consisting of fructose units joined by 3(2-1)
linkages, with an end-standing glucose unit and an average polymerization degree of two to
eight units.

2. Low-polymerization-degree inulin (LPDI): Orafti® GR (BENEO-Orafti S.A., Tienen, Belgium), a
granulated powder extracted primarily from chicory and consisting of fructose units joined by
(2-1) linkages, with an end-standing glucose unit and an average polymerization degree of >10.

3.  High-polymerization-degree inulin (HPDI): Orafti® HPX (BENEO-Orafti S.A., Tienen, Belgium),
a high-performance inulin derived from chicory and consisting of fructose units joined by (3(2-1)
linkages, with an end-standing glucose unit and an average polymerization degree of >23.

The concentration of each prebiotic in each fermentation vessel was 12 g/L.

2.2. Donor Information

Inclusion criteria of volunteers were as follows: healthy young adults aged 18-30 years, a BMI of
between 19 to 29.9 kg/m?, and type-3 or type-4 stools over the previous 72 h, as per the Bristol stool
scale [31]. Exclusion criteria were as follows: infectious diseases in the three months prior to fecal
donation, antibiotic consumption in the three months prior to donation, blood in the donation, and
alcohol intake 72 h prior to donation. Participants were asked to fill out a 72 h dietary recall form and a
food frequency questionnaire (Supplementary Table S1). Donors were required to consume a varied
diet rich in fruit and vegetables (with a minimum of three portions of vegetables and two portions of
fruit per day).

All subjects gave their informed consent for inclusion before they participated in the study. The
study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and the protocol was approved
by the Ethics Committee of the University of Barcelona (IRB00003099).

2.3. Fecal Sample Collection and Inoculum Preparation

Fecal samples were collected (a minimum of 150 g from each donor) and kept in anaerobic
conditions with Oxoid AnaeroGen (Thermo Scientific). The samples were homogenized by dissolution
in glycerol/PBS (10% wj/v) directly after collection to maximize preservation for the subsequent stages.
The samples were frozen at —20 °C and stored in ready-to-use aliquots in the ex vivo fermentation [32,33].
Prior to fermentation, one aliquot from each donor was incubated for 1 h at 37 °C.

2.4. Fermentation

Fermentation was carried out in a single-flow in vitro digestion system that simulated the
transverse colon conditions defined previously [25,30]. The system consisted of eight independent
units (500 mL amber glass jars), in which the fermentation conditions were monitored and controlled.
The pH of the culture medium was maintained at 6.2 + 0.2 by means of a pH meter (model PH 28,
Crison Instruments S.A., Barcelona, Spain) connected to two peristaltic minipumps (8 RPM, 100 series
pump; Williamson, Southwick, UK) to regulate the addition of HCl 2N or NaOH 3N. Temperature
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was monitored with a probe connected to a digital temperature controller (Autonics, Busan, South
Korea) and maintained at 37 °C + 0.5 with a circulating water bath (PolyScience, Niles, IL, USA).
Anaerobic fermentation conditions were achieved by constant flushing of O,-free N gas. Liquid
retention time was 48 h (2.083%/h dilution rate) by means of two precision peristaltic pumps, one for
the culture medium input and one for the fermentation medium output (Masterflex Digital Console
Drive; Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA). All equipment and consumables used in the fermentation
process were sterilized before the experiment and sampling started.

The artificial colon simulator was fed a complex mixture of nutrients defined by Macfarlane
and widely used in the literature [25,34,35]. This mixture was used as our basal medium, either
supplemented with the fructans or alone as a control. The potentially interesting fructans were tested
after being added to the Macfarlane composition, while the basal medium alone was used as a control
treatment. An aliquot of 60 mL of the prepared fecal inoculum was added to each fermenter, together
with 340 mL of the basal medium. The experiments were carried out in parallel in eight anaerobic jars
(two replicas for each treatment with the basal medium or the basal medium plus fructans).

2.5. Metagenomics Analysis

2.5.1. DNA Extraction

Bacterial DNA was extracted from 0.2 g of each sample using the PowerFecal™ DNA isolation kit
(MO BIO, Carlsbad, CA, USA), in accordance with manufacturer’s instructions. DNA samples (100 pL)
were stored at —20 °C until further processing. To assess for contamination from the laboratory or
reagents, blank samples were processed at the same time. Samples obtained from the fermenters were
processed for DNA extraction upon collection.

2.5.2. PCR Amplification and Massive Sequencing

The V4 region of the 165 rRNA gene was amplified with the widely used primer pair F515 (5'-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’) and R806 (5'-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’). Both primers
included sequencing adaptors at the 5’ end and forward primers were tagged with different barcodes
to pool samples in the same sequencing reaction. The PCR mixture (25 uL) contained 2 pL. of DNA
template (5 ng), 5 uL of 5x Phusion® High-Fidelity Buffer, 2.5 uL of dNTPs (2 mM), 0.2 uM of each
primer and 0.5 U of Phusion® Hot Start IT Taq Polymerase (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA).

The PCR thermal profile consisted of an initial denaturation at 98 °C for 30 s, followed by 30 cycles
at 98 °C for 15 s, 55 °C for 15 s, 72 °C at 20 s and a final step at 72 °C for 7 min. To assess possible
reagent contamination, each PCR reaction included a no template control (NTC) sample. For each
amplicon, the quality and quantity were assessed with an Agilent 2100 Bioanalyzer and a Qubit™
fluorometer, respectively.

Each sequencing pool included 40 barcoded samples that were sequenced on an Ion Torrent
Personal Genome Machine (PGM) with the Ion 318 Chip Kit v2 and the Ion PGM™ Sequencing 400 Kit
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), in accordance with manufacturer’s instructions.

2.5.3. Quality Control of the Sequences and OTU Picking

Raw sequencing reads were demultiplexed and quality filtered using QIIME 1.9.1 [36]. The reads
included presented: a length greater than 225 bp; a mean quality score above 25 in a sliding window
of 50 nucleotides; no mismatches on the primer; and default values for other quality parameters.
The quality-filtered reads were subsequently processed with VSEARCH v1.1 pipeline [37]. An initial
dereplication step was applied, then the reads were clustered into operational taxonomic units (OTUs) at
97% similarity with a de novo approach and, finally, de novo chimera checking was performed with the
Uchime function. The raw OTU table was transferred into QIIME 1.9.1 and the taxonomic assignment of
representative OTUs was performed using the Ribosomal Database Project (RDP) Classifier [38] against
the Greengenes v13.8 database [39]. The sequences were aligned with PyNAST [40]. We sequentially
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applied some extra filtering steps in the aligned and taxonomy-assigned OTU table to filter out
sequences belonging to chloroplasts and those belonging to the Shewanellaceae and Halomonadaceae
families, which were represented in the NTC and considered as contamination due to the reagents.

2.5.4. Data Analysis

Data obtained from relative abundance and reads for each sample were organized at the phylum,
class, order, family, and genus levels. The alpha-diversity (within a given sample) was calculated at
the genus level using two indexes: the exponential Shannon index [41] (i.e., the number of effective
OTUs, or Hill number of order 1) and the inverse Simpson index [42] (i.e., the number of highly
effective OTUs, or Hill number of order 2). Two-way analysis of variance (ANOVA) was used to
assess the effect of treatment and time on alpha diversity, community stabilization (i.e., beta-diversity
compared to the previous day) and acidification activity, with the Bonferroni post-test for pairwise
analyses at each time point. The ANOVA was performed and the graphs generated with GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Beta-diversity (among samples, either from
the same or a different treatment) was studied using two types of multivariate analysis at the genus
level: non-metric multidimensional scaling (NMDS) for visual grouping, and analysis of similarities
(ANOSIM) for statistical significance. More precisely, the significance of the effect of the treatment and
time factors was evaluated with two-way ANOSIM, while pairwise differences between treatments
on days 7-14 were evaluated with one-way ANOSIM. This procedure was performed with both the
Sorensen [43] and Bray-Curtis [44] beta-diversity indexes, using the PAST 3.0 program [45].

3. Results

3.1. Relative Abundance

The samples from the three donors (two females and one male aged between 25 and 27) belonged
to the Firmicutes-predominant enterotype according to the MetaHit classifier, and a 1:1:1 mixture was
therefore prepared as an inoculum for all ex vivo experiments.

As expected, the bacterial communities were dominated by the classes Bacilli, Clostridia, and
Erysipelotrichia (all three of which belong to the Firmicutes phylum), Bacteroidia (the Bacteroidetes
phylum), Actinobacteria, and Coriobacteriia (the Actinobacteria phylum) and Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, and Gammaproteobacteria (Proteobacteria phylum) (Figure 1); Clostridia and
Bacteroidia were the two most abundant classes in the inoculum (Figure 1A).
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Figure 1. Representation of relative abundance to the class level from the initial time, day 2 (D2), day 7
(D7), and day 14 (D14). Assays were: (A) Sample donors; (B) Controls (Cnt.); (C) Fructooligosaccharides
(FOS); (D) Low-polymerization-degree inulin (LPDI); and (E) High-polymerization-degree inulin
(HPDI). Each assay was performed in duplicate.

Under all experimental conditions, Gammaproteobacteria were increased, Clostridia were
moderately reduced, and Betaproteobacteria were markedly reduced. Coriobacteria, Erysipelotrichia,
Bacilli, and Deltaproteobacteria had minor fluctuations over time, except Erysipelotrichia, that were
moderately increased with HPDI. Actinobacteria and Bacteroidia continued to be present throughout
the fermentation time, but presented considerable fluctuations even among replicates. The control
treatment (Macfarlane medium without prebiotic) resulted in the most consistent growth of Bacteroidia,
while supplementation with HPDI resulted in the most stable abundance of Clostridia, albeit somewhat
reduced compared to the donors’ original microbiotas (Figure 1).

3.2. Alpha-Diversity

Two indexes to determine diversity were calculated: the exponential Shannon index and the
inverse Simpson index, which correspond to Hill numbers 1 and 2, respectively. Broadly similar trends
were observed in both indexes (Figure 2). Diversity was markedly reduced on day 2, but tended to
stabilization thereafter for most treatments. At the end of the experiment (day 14), HPDI achieved
greater recovery of alpha-diversity, given that it almost reached the initial levels as per the inverse
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Simpson index. LPDI and FOS had lower alpha-diversity, and the control treatment (no prebiotic)
resulted in the lowest alpha-diversity on day 14. A two-way ANOVA analysis with Bonferroni
correction indicated that the only significant pairwise difference was that of HPDI against the control on
day 14 (p < 0.05), while all other pairwise comparisons between groups and days were nonsignificant.

A B
15 8
-e- Control
- FOS
6 & LPDI
104 -©- HPDI
44
5-
2
DO D2 D7 D14 D0 D2 D7 D14

Figure 2. Alpha-diversity at the genus level as per (A) the exponential Shannon index (Hill number 1);
and (B) the inverse Simpson index (Hill number 2).

3.3. Stabilization of the System

Microbiota changes at the genus level over time and within each treatment were studied with the
Sorensen and Bray—Curtis beta-diversity indexes. In general, similarities with respect to the previous
time point increased over time, thus indicating a more stable composition (Figure 3). The lowest
similarity was observed between days 0 and 2, thereby indicating a marked compositional departure
from the inoculum. Greater stability was observed for the Sorensen index than for the Bray—Curtis
index, especially on days 2 and 7, thus indicating that the more abundant genera played a more
significant role in the differences within each treatment over time, as the Bray-Curtis index gives
greater weight to these genera compared to the Sorensen index. The similarity between days 7 and 14
was the highest for all treatments, which would suggest that the microbial community composition
stabilized, yet a plateau was not observed within the experimental timeframe. A two-way ANOVA
analysis with Bonferroni correction indicated that treatment with FOS resulted in the lowest stability on
day 2 (i.e., the largest departure from the inoculum), as per the Sorensen index, compared to all other
treatments (Bonferroni p < 0.05 for the comparison vs control, HPDI and LPDI). Conversely, HPDI
had a lower stability than all other treatments on day 14, as per the Bray—Curtis index (Bonferroni
p < 0.05 for the comparisons vs control, FOS and LPDI), thereby suggesting that the more abundant
genera had perhaps not yet stabilized. All other pairwise comparisons between groups and days
were nonsignificant.
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Figure 3. Composition stability, measured as the similarity at the genus level between contiguous
sampling days, according to: (A) the Sorensen index; and (B) the Bray—Curtis index.

3.4. Similarity Between Treatments

The NMDS analysis revealed a clear closeness between individual donor samples (subsequently
pooled as inoculum), but a clear separation between the samples and the microbiotas at days 7 and 14
of ex vivo fermentation, as per both the Sorensen and Bray—Curtis indexes (Figure 4). The Sorensen
index clustered together the microbiotas fermented with both the LPDI and HPDI, which were clearly
separated from those fermented with FOS or the control medium (no fructan). Conversely, with the
Bray—Curtis index, the microbiotas fermented with FOS remained separated, but the LPDI separated
further from the HPDI, while becoming closer to the control condition. It is worth noting that sample
separation within HPDI in NMDS analysis was markedly larger with the Bray—Curtis index than with
the Sorensen one, thus indicating that the variability within HPDI seem to be mostly due to few highly
abundant genera.
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Figure 4. Clustering of samples based on nonmetric multidimensional scaling (NMDS) using the
Sorensen and Bray—Curtis indexes at the genus level.

Microbial composition varied significantly both over time and among treatments, as significant
differences were observed upon two-way ANOSIM analysis for the time and treatment factors with
both the Sorensen (p < 0.0001 for both treatment and time) and Bray—Curtis indexes (p = 0.0045 and
p < 0.0001 for treatment and time, respectively). A pairwise comparison between treatments in the
period between days 7 and 14 indicated that the community structure of microbiotas resulting from
fermentation with HPDI or LPDI did not differ significantly from one another, while almost all other
pairwise comparisons resulted in nominally significant differences. More differences were noted with
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the Sorensen index than with the Bray—Curtis index, although none of these significances survived the
Bonferroni correction (Table 1). Of note, NMDS stress factor was below 0.2 both for Bray-Curtis and
Sorensen, indicating that treatment-based clustering was nonrandom.

Table 1. Significance of the differences between treatments based on pooled data from days 7 and 14,
one-way ANOSIM using the Sorensen and Bray—Curtis indexes at the genus level. Reported p-values
are nominal, and none of them held after the Bonferroni correction was applied. vs.—versus.

Sample Sorensen Index (p-Value) Bray-Curtis Index (p-Value)
Sample Donor vs. Control 0.0261 0.0296
Sample Donor vs. FOS 0.0286 0.0285
Sample Donor vs. LPDI 0.0259 0.0301
Sample Donor vs. HPDI 0.0303 0.0290
Control vs. FOS 0.0274 0.0282
Control vs. LPDI 0.0298 0.1477
Control vs. HPDI 0.0283 0.0284
FOS vs. LPDI 0.0308 0.0283
FOS vs. HPDI 0.0282 0.0818
LPDI vs. HPDI 0.2602 0.1952

3.5. pH Variation

Analysis of the differential amount of NaOH and HCI consumed to maintain the fermenter in the
correct pH range (Figure 5) showed that all treatments induced acidification over time (p < 0.0001),
with significant differences among the treatments (p = 0.0012). LPDI and HPDI did not differ from
one another, but clearly produced more acidification than either the control or FOS on days 7 and 14
(Bonferroni post-test p-value < 0.01 for all pairwise comparisons). Note that acidification with FOS
was in fact found to be lower than the control on day 14 (Bonferroni p < 0.05).

Variation NaOH-HCI
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Figure 5. Total acidification activity, expressed as the difference in mL of the consumption of NaOH
and HCl required to keep the system’s pH stable, for the different fructans (FOS, LPDI, and HPDI) and
the control treatment.

4. Discussion

The health benefits of prebiotics are widely accepted [46], and the present study provides further
evidence that fructan-type prebiotics can modify the human intestinal microbiota. However, fructans
with differing degrees of polymerization (FOS, LPDI, and HPDI) had different impacts on the evolution
of the microbial community.
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Our study used a simple system to simulate average colonic conditions and test the effects
of fructans with different degrees of polymerization in the human gut microbiota. More precisely,
our system corresponded to the transverse colon (middle stage), based on a system developed by
Macfarlane, with pH and retention time conditions similar to the transverse colon conditions in the
SHIME [21]. Conversely, Lacroix [47], with three stages, used a shorter retention time because it
simulated the digestive tract of children. The fermenters were inoculated with pooled fecal material
from three donors belonging to the same Firmicutes enterotype, which has been reported to be the
most common in the population [26]. Moreover, the relative abundances of the microbial communities
in the inocula were similar to those described in the literature for healthy patients [8,26].

This study showed that all alpha-diversity indexes initially decreased in all treatments. Recent
studies that compared the effect of three commercial apple varieties (grated with the skin) versus inulin
and cellulose [48], and the effects of FOS, GOS, XOS, and beta-glucan [49], also showed decreased
alpha-diversity over time for all treatments. This could be a common effect of ex vivo simulation
compared to the real human gut. The results of So et al. 2018 [17] also support the selectivity criteria of
the prebiotic concept, in which the host microorganisms selectively utilize the prebiotic as substrates. It
could be hypothesized that the loss in diversity is due to fructans stimulating just a few bacterial groups,
but our results showed that the control without prebiotic brought about the same behavior, which
would rule out fructans as the cause of diversity loss. The metabolization of dietary polysaccharides
by the gastrointestinal bacteria is an example of the symbiotic relationship between the host and
the microbiota. Furthermore, this relationship provides an avenue for dietary modulation of the
microbiota, because microbial growth and metabolism depend on substrate availability, e.g., the type
of dietary fiber or prebiotic consumed by the host [20]. The Simpson index (i.e., number of highly
effective OTUs) gives more weight to abundant OTUs, compared to the inverse Shannon index (i.e.,
the number of effective OTUs). Our system showed that diversity decreased with both indexes and,
consequently, in both abundant and rare OTUs. Differences among these two indexes showed that
fructans with a higher degree of polymerization (HDPI) produced more diversity towards the end of
the experiment, and that this effect was statistically significant against controls when more weight was
attached to the more abundant (or “highly effective”) OTUs.

Results obtained with our ex vivo fermentation system suggest that the microbiota stabilized from
day 7 of fermentation, as the similarity between days 7 and 14 was found to be high, although a plateau
was not yet reached or not detected. Macfarlane reported that his system stabilized in 24 h, but only
nine bacterial groups where checked with PCR [25]. Conversely, the SHIME takes up to two weeks to
stabilize when 130 different bacterial groups are considered [23], a result much more consistent with
our findings. Greater stability was observed with the Sorensen index compared to Bray—Curtis index,
thus indicating that low-abundance OTUs stabilized faster than highly abundant OTUs, akin to the
behavior of alpha-diversity indexes. Moreover, stability after 14 days of highly abundant OTUs was
significantly lower for long-chain fructans (HPDI) than for all other treatments. Together with the
higher alpha-diversity attained compared to controls, we hypothesize that, given more time, HDPI
could produce an even greater increase in alpha diversity.

As expected, differences in the specific microbiota composition were found among treatment
groups. However, Bonferroni-corrected statistical significance was not attained in pairwise comparisons,
probably owing to the large number of between-group comparisons (six) and the limited number
of replicas.

Taken together, our results show that fructans with a polymerization degree of above 10 (HPDI
and LPDI) result in similar microbiota compositions, especially with respect to low-abundant OTUs,
and in similarly high acidification activity, compared to the control condition (no fructans). Moreover,
the fructan with the highest degree of polymerization (HPDI) restored alpha-diversity to baseline levels
compared to the control when more weight was given to highly abundant OTUs (inverse Simpson
index). These highly abundant OTUs were Bifidobacterium, Bacteroides, Prevotella, Faecalibacterium,
Roseburia, Acidaminococcus, Megasphaera, Catenibacterium, Citrobacter, and three undefined genera
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belonging to the families Enterobacteriaceae, Lachnospiraceae, and Eubacteriaceae. Our observations also
highlight the importance of using different diversity indexes to reveal the differences between more
abundant and less abundant OTUs under a given study factor. Moreover, our experiment showed
that FOS (polymerization degree 2 to 8) promoted a different microbial composition than longer-chain
inulins, and failed to stimulate acidification activity compared to control fermentation without fructans.

Numerous reports link a decreased diversity of the gut microbiota to a declined health status,
including conditions such as inflammatory bowel diseases (ulcerative colitis and Crohn’s disease),
coeliac disease, allergies, and obesity [50]. Recent simulation studies support a causative role of
microbiota diversity in health status [51], and drops in diversity have been associated to a higher risk
of subsequent recurrence both in ulcerative colitis [52,53] and Crohn’s disease [54,55]. Previous studies
in inflammatory bowel disease have used mixtures of low and medium length inulin-type fructans
(i.e., FOS and LDPI) [56]. However, based on our results, HDPI seems a better candidate to promote
microbiota diversity to help prevent recurrence in inflammatory bowel disease, and deserves further
testing in clinical trials.

One of the limitations of our ex vivo model was our use of a single stage of colonic conditions,
corresponding to the transverse colon, rather than multiple stages to simulate the functionality of
different locations in the gut. As fibers are normally degraded in the gut, this factor could introduce
additional differences not observed in this study. A second limitation of our study was the small number
of replicates performed for each treatment, which reduced the statistical power in some analyses. A
third limitation was the fact that the effects of the polymerization degree of fructans were tested on a
microbiota with the Firmicutes-predominant enterotype, and future studies on other enterotypes are
required to compare the results. Any future research should also measure the production of individual
short-chain fatty acids in order to gain further information on the effect of the polymerization degree
on the metabolic activity of the microbiota, which in our study was limited to total acidification activity.
Such research could reveal additional similarities or differences between different fructans. Finally,
it would be especially interesting to study the effect of the degree of polymerization when different
fructans are combined, or even when other types of fiber such as beta-glucans, polydextrose, acacia
gum, pectin, and partially hydrolyzed guar gum are added. The combination of different fibers could
be important to avoid feeding a few bacterial groups, and thus promote a more diverse microbiota [20].

5. Conclusions

In conclusion, the ex vivo system used in our study allowed us to observe the effect of the
degree of polymerization of fructans on the intestinal microbiota. The degree of polymerization of
fructans seems to impact their prebiotic effect, resulting in microbiotas with different compositions.
Higher polymerization seems to facilitate greater diversity and acidification activity compared to
lower polymerization (i.e., FOS), suggesting that inulins of different degree of polymerization produce
different effects on the gut microbiota, both at the compositional and metabolic level. Ultimately,
adequately powered clinical trials should be conducted to confirm these effects in humans.
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DISCUSSIO






Sén molts els estudis que demostren que I'administracié de moduladors de la microbiota com els
probiotics i els prebiotics poden influir aquesta, per beneficiar la salut humana. Amb el treball de
recerca exposat en la present tesi doctoral s’ha volgut contribuir al coneixement de I'efecte d’aquestes

dues estrategies nutricionals encarades a la modulacié de la microbiota.
Escala utilitzada

El primer objectiu va consistir a examinar mitjangant una revisié sistematica de la literatura i un
metaanalisis, els efectes de I'administracid de probiotics, prebiodtics tipus fructans i simbiotics en
pacients amb CU. Per la revisid sistematica Unicament es va poder aconseguir 1 article de prebiotics i
1 de simbiotics que fossin de suficient qualitat, fent-se evident que és necessari millorar la qualitat dels
estudis al respecte. En canvi, es va poder realitzar una metanalisis amb els estudis de probiotics, els
resultats de la qual suggerien que el tractament amb probiotics sembla beneficiar els pacients amb CU
aconseguint que arribin a I'estat de remissio. De totes maneres, el que anomenem “estat de remissio”
no disposa encara avui en dia d’'una definicié clara, rad per la qual els articles trobats en aquest estudi
utilitzaven diferents escales per determinar aquest estat, provocant una gran heterogeneitat entre els
estudis. Per aquest motiu, a diferéncia del realitzat en altres metanalisis, es van estudiar els subgrups
d’estudis segons les escales utilitzades. Les escales més utilitzades en els estudis analitzats van ser
I"UCDALI i I'escala DAI, donant una puntuacid a la malaltia de 0 a 12 segons els simptomes diagnosticats.
Les dues escales es fixen en els mateixos simptomes i puntuen de manera similar pel que es van utilitzar
com a un Unic index, igual que han fet altres autors [161]. L’heterogeneitat entre els estudis més baixa
es va aconseguir al determinar I'eficacia dels probiotics Unicament amb els estudis que determinaven
la remissid amb aquestes dues escales. De totes maneres, aquestes escales incorporen mesures que
son interpretades de manera subjectiva ja sigui pel propi pacient, com és la freqiieéncia de deposicions
i el sagnat rectal en I'index DAI, o les valoracions del metge per determinar I'estat general del pacient
en ambdds indexs [166]. Aquest fet pot aportar diferéncies a I’hora de determinar la remissié. Tot i
aixi, en el nostre estudi, a banda d’una reducciéd de I’heterogeneitat, també es va obtenir una
significacié estadistica al utilitzar els estudis amb aquestes escales i en canvi, no es va aconseguir ni
una baixa heterogeneitat ni una significacid estadistica amb la resta d’escales trobades. Aquests altres
escales incorporen I'observaciéo de parametres extraintestinals, pel que tot i la modulacié de la
microbiota que provoqui el probiotic, pot no afectar sobre aquestes observacions o tenir-hi menys
efecte. El que esta clar és que la determinacié de la remissié d’'una manera Unica pot ajudar a entendre
els efectes que presenten els tractaments alternatius en pacients amb CU, i tot i que hem vist que de
moment no hi ha una escala ideal per definir la remissid, la FDA indica que 'UCDAL i el DAl sén les més
utilitzades i les recomanades [159,166]. Una revisié sistematica que resumia la definicié actual de

remissié segons els punts que avaluaven els estudis clinics en la CU, recomanava urgentment un
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consens internacional de remissié abans de mesurar I'efectivitat dels tractaments, el que comportaria
una estandarditzacio dels protocols en els estudis clinics per obtenir una homogeneitat en els estudis

i determinar d’una manera més eficac I'eficiencia dels tractaments [173].
Especificitat de probiotics

Com hem observat, a I’'hora de seleccionar probiotics o prebiotics per un tractament concret aquests
s’haurien de caracteritzar correctament abans del seu Us en estudis clinics per poder portar una
tracabilitat dels estudis a posteriori. Quan probiotics o prebiotics no es troben ben qualificats el seu
efecte s’entén de manera generalitzada. Per exemple, per totes les soques d’una especie o génere
bacteria, i és més dificil portar el seguiment dels mecanismes d’accié que duen a terme. En un estudi
de probiodtics és interessant publicar el nom de la soca analitzada i no només I'espécie a la qual pertany
degut a que una espécie pot compartir funcions amb les soques que la conformen pero també una
soca pot dur a terme funcions concretes. Per aquesta rad, en la nostra metanalisis es va analitzar
I’efecte general dels probiotics per mantenir o induir la remissié en els pacients amb CU, perd també

I’efecte concret dels productes més utilitzats en els estudis.

Dins la revisiod sistematica es van incloure estudis que assajaven soques pertanyents a les espécies de
Bifidobacterium breve, B. longum, B. infantis, B. animalis, B. bifidum, Lactobacillus acidophilus, L.
reuteri, L. plantarum, L. paracasei, L. delbrueckii, Escherichia coli, Streptococcus faecalis, S. salivarius,
Clostridium butyricum i Bacillus mesentericus. Tot i existir altres soques d’altres especies estudiades
per la CU i els seus beneficis com sén Lactobacillus rhamnosus GG [192] i Saccharomyces boulardii
CNCM [-745 [193] entre d’altres, els seus estudis no presentaven suficient qualitat segons I'escala de

Jadad per formar part de la revisio sistematica.

Un estudi que comparava la microbiota dels pacients amb CU amb la dels pacients sans, havia suggerit
anteriorment que els pacients amb CU presenten menys nivells del genere Bifidobacterium
[155,184,194]. Per tant, I'administracié d’un tractament que inclogui aquests bacteris podria millorar

I’estat dels pacients amb CU.

En la metanalisis d’aquesta tesi es van agrupar tots els estudis que presentaven alguna especie del
génere Bifidobacterium en el probiotic aconseguint un efecte beneficids per arribar a I'estat de
remissid en pacients actius, i que compraven |'efecte respecte a un tractament amb placebo. Dins
d’aquests estudis es van contemplar aquells que utilitzaven el VSL#3, ja que conté 3 espécies de
Bifidobacterium, aconseguint efectes significatius. Shen et al. 2014 [182], en |la seva metanalisis no van
trobar un efecte beneficids del genere Bifidobacterium pels pacients amb CU, pero a diferéncia de la

nostre metanalisis aquesta no va utilitzar el VSL#3 i en canvi, va utilitzar I'estudi d’en Furrie et al. 2005
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[195], que contenia un simbiotic. Aquest darrer estudi es va decidir no incloure’l en el nostre

metanalisi.

Per altre banda, el producte VSL#3 va ser el més utilitzat en la nostra metanalisis, demostrant la seva
eficacia per induir la remissié en pacients amb la malaltia activa, i justament els seus estudis no
especificaven el nom de les 8 soques que conté, sind només els noms de les espécies. Altres estudis
van demostrar que el VSL#3 és eficag per la CU ja que és capac de controlar la inflamacid i allargar el
periode de remissié dels pacients [186]. Altres estudis també han demostrat que el VSL#3 pot induir
eficacment i mantenir la remissié en aquests pacients [172,182,187]. Es probable que, un probiotic
amb moltes soques presenti beneficis per a la salut, ja que presentar moltes soques contribueix a un
augment de la diversitat. Per tant, el benefici del VSL#3 podria venir donat per la gran quantitat de
soques que presenta i les possibles accions sinérgiques entre elles, pero també podria venir donat per
I’accié d’una soca o un genere en concret com es el Bifidobacterium. Al observar per separat el RR dels
estudis que contenen el génere Bifidobacterium en pacients actius es pot observar que aquells que no
utilitzaven el VSL#3 pero si que contenien el génere Bifidobacterium no presentaven efectes
significatius. Pero també que, la meitat dels estudis que si que tractaven amb VSL#3 presenten un
efecte sense significacié semblant als altres, pel que no es pot afirmar que I'efecte significatiu trobat
en els estudis del VSL#3 provingui del producte i no del géenere Bifidobacterium. A més a més
I’heterogeneitat va ser menor entre els estudis que contenien Bifidobacterium que entre aquells que

només tractaven amb VSL#3.

Amb un dels primers probiotics descoberts, la soca E. coli Nissle 1907 [93], vam determinar |'efecte per
mantenir I'estat de remissid, evitant la recaiguda dels pacients amb CU. El seu efecte només es va
poder analitzar envers a la mesalazina amb tres estudis trobats, i van suggerir que ambdds tenen el
mateix efecte en el manteniment dels pacients, o sigui allargant I'interval entre brots (RR =0.92, CI95%
0.82-1.04, p-valor = 0.18). Un article previ, havia estudiat I'efecte d’aquesta soca pel manteniment de
la remissié pero amb 6 estudis (3 més que en el nostre metaanalisi) arribant a la mateixa conclusié
[187]. Comparant amb I'estudi previ, dos dels estudis addicionals els trobavem en la nostra metanalisis
pero no van ser inclosos en el present subanalisi degut a que comparaven I'efecte d’un grup probiotic
envers un grup placebo on ambdds grups prenien mesalazina com a medicacié concomitant, pel que
es va creure que eren diferents a la resta d’estudis on el grup probiotic no tenia permesa la mesalazina.
El tercer estudi que ens diferenciava va ser inclos en la primera revisié, perd va ser eliminat

posteriorment per no presentar suficient qualitat segons I'escala de Jadad [196].

Algunes de les soques i especies trobades en altres articles que no es van poder incloure en la revisio

sistematica podrien presentar mecanismes d’accié interessant i amb els anys és possible que hi hagi
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articles de qualitat que ajudin a entendre la seva eficacia. La comercialitzaci6 de soques de
Lactobacillus i Bifidobacterium sdn les més esteses degut a que existeixen estudis que suporten la seva
seguretat pel seu consum durant llargs periodes de temps [104]. Tot i aixi, altres espécies relacionades
amb un estat saludable sén Faecalibacterium prausnitzii, Akkermansia muciniphila i espeécies
productores de butirat del genere Roseburia, pel que podrien ser nous probiotics que algun dia entrin
a formar part de I'estat QPS de la EFSA o GRAS en la FDA [139]. De totes maneres aquests generes son

dificils de cultivar i, per tant, dificils de comercialitzar, pel que no és un repte facil [197].
Grau de polimeritzacié

El segon objectiu de la tesi va consistir en observar les diferéncies que causaven diferents graus de
polimeritzacioé dels fructans tipus inulines en un sistema de fermentacid ex vivo sobre una microbiota
complexa. lgual que la caracteritzacié dels probiotics és molt important, també ho és en els prebiotics
i, per tant, aquests haurien d’indicar I'estructura que presenten per diferenciar els efectes que poden
causar. El sistema de fermentacié utilitzat en aquests estudi va servir per observar diferencies en la
composicido microbiana provocada pel fructans tipus inulines amb diferents graus de polimeritzacié
respecte un control sense prebiotic al llarg de 14 dies. El sistema corresponia a I'etapa del mig, que
simula el colon transvers, del model de fermentacio validat de Macfarlane [83] i té un pH i un temps
de retencid similar a la del model SHIME [140]. El sistema s’inicia amb una microbiota fecal, la manera
més utilitzada per aconseguir microbiota intestinal complexa, ja que la mostra s’obté facilment i conté

prou densitat microbiana per ser estudiada [64].

Els géneres més abundants van ser Bifidobacterium, Bacteroides, Prevotella, Faecalibacterium,
Roseburia, Acidaminococcus, Megasphaera, Catenibacterium, Citrobacter i tres que pertanyien a la
familia Enterobacteriaceae, Lachnospiraceae i Eubacteriaceae. No es va observar presencia del génere
Akkermansia, potser degut a que aquests es troba més relacionat amb el mucus intestinal i no al lumen
i per tant, és probable que si s’haguessin agafat biopsies del mucus intestinal en comptes de femta

s’hagués pogut observar la seva preséncia [10].

Per altra banda, els enterotips trobats en les tres mostres fecals dels donants sans van correspondre
al de firmicutes i van presentar una alfa diversitat elevada. Tot i aixi, I'estudi va demostrar que aquesta
diversitat disminuia per tots els tractaments al llarg de la fermentacié. Un estudi que comparava
I’efecte de tres varietats diferents de pomes respecte la inulina i la cel-lulosa, i un altre estudi que
comparava l'efecte de FOS, GOS, XOS i beta glucans també van observar una disminucié de I'alfa
diversitat al llarg de I'experiment [198]. Aquest fet fa pensar que podria ser un efecte comu dels
experiments ex vivo comparat amb les condicions que es donarien a l'intesti huma de manera in vivo.

Per altre banda, la péerdua de diversitat també podria venir donada pels fructans, degut a que aquests
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estimulen Unicament a uns grups bacterians, segons explica So et al. 2018, perd de totes maneres els
nostres resultats han demostrat que el control sense prebiotic presenta el mateix comportament
perdent alfa diversitat de la mateixa manera, aixi que la teoria de la selectivitat dels fructans per la

pérdua de diversitat es perd [191].

Gracies a la utilitzacié de diversos indexs per calcular la diversitat es poden observar diferéncies
interessants en la composicio de la microbiota. En I'alfa diversitat, I'index de Simpson dona més pes a
les OTUs abundants (més efectives) comparat amb I'index invers de Shannon [199,200]. La diversitat
en el nostre estudi es va observar reduida pels dos indexs i, en conseqiiéncia, per les OTUs abundants
i també les poc freqlients. Tot i aixi, amb el tractament HPDI, el fructa amb més grau de polimeritzacio,
es va observar un augment de l'alfa diversitat a dia 14. Aquest tractament a dia 14, va produir
significativament més alfa diversitat en comparacié al control quan se li va donar més importancia a
les OTUs abundants, arribant casi bé als nivells inicials. A la literatura, la pérdua de diversitat s’ha
observat en els pacients amb CU, tant aquells que la presentaven en estat actiu com els que es
trobaven en estat de remissid, tot i que en aquests ultim cas la perdua de diversitat era més gran [182].
D’aquesta manera si busquem un tractament per augmentar la diversitat, sembla que els fructans amb
més grau de polimeritzacid presentin més efecte. Una revisié sistematica que estudiava les fibres de
cereals va suggerir que les fibres més complertes semblaven augmentar la diversitat, pero de totes
maneres les dosis de fibres administrades eren molt altres i no serien ben tolerades per pacients amb

IBD [201].

Al observar les diferéncies de composicié microbiana per les diferents mostres respecte els dies
anteriors, el nostre sistema va suggerir que la microbiota s’estabilitzava a partir del dia 7 de
fermentacid, on la similitud entre els dies 7 i 14 era la major. De totes maneres no es va observar o
detectar una fase platé en cap dels tractaments. El model Macfarlane va observar la seva estabilitzacié
al cap de 24h de fermentacié perd només va considerar 9 grups bacterians per PCR [83]. En canvi, el
sistema SHIME va necessitar dues setmanes per estabilitzar-se quan considerava 130 grups bacterians
diferents, el que coincidiria més amb el nostre estudi [202]. Es va observar una estabilitat més gran
segons I'index de Sorensen que amb el de Bray-Curtis on hi havia menys similitud, indicant que les
OTUs poc abundants s’estabilitzaven més rapid que les més abundants. La similitud observada
respecte els dies previs amb I'index de beta diversitat de Bray-Curtis (OTUs efectives) per la inulina
HPDI va ser la que menys similitud va presentar per tots els dies, amb una diferencia significativa
respecte els altres tractaments, el que és possible que donant més temps de fermentacié a la HPDI

aquesta encara podria haver presentat una alfa diversitat major.
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Es van observar diferencies en la composicié especifica de la microbiota entre parells de grups de
tractament pero probablement a causa de la gran quantitat de comparacions entre grups i el nombre
limitat de repliques la significacié estadistica no es va aconseguir al utilitzar la correccié Bonferroni.
Tot i aixi, segons NMDS els fructans amb un grau de polimeritzacié major de 10 (LPDI, HPDI) semblaven
proporcionar composicions microbianes similars, especialment per aquelles OTUs poc abundants. A
més a més també presentaven una activitat d’acidificaci6 major en comparacié amb el control
suggerint que, I'alt grau de polimeritzacié produeix un efecte a la microbiota intestinal no només a
nivell composicional (diversitat) sind també a nivell metabolic (acidificacid). El nostre experiment va
demostrar que el FOS, que presenta un grau de polimeritzacid entre 2 i 8, va promoure una composicié
microbiana diferent a les inulines, i no va estimular I'activitat d’acidificacié del medi, en comparacid
amb el control sense fructans. Un estudi va observar que les espécies trobades al lumen intestinal de
I'intesti gros degraden més les inulines que els FOS, perqué aquest ja s’ha consumit molt a 'intesti
prim [126], i Robertfroid el 1998, ja suggeria que les inulines amb un grau de polimeritzacid menor a
10 eren metabolitzades més rapidament que les que presentaven un grau major de 10 [137]. En el
nostre estudi es va distingir addicionalment I'efecte que provocava una inulina curta i una de llarga a
banda dels FOS. Com se sap, els FOS sén facilment fermentats pel génere Bifidobacterium, en canvi
aquest genere no presenta els enzims necessaris per degradar les inulines de cadena llarga [142]. Tant
mateix, amb |'alimentacié creuada d’alguns bacteris, aquests poden metabolitzar les inulines més
llargues donant lloc a productes d’inulines més curtes que poden acabar sent metabolitzades, per
exemple, pel génere Bifidobacterium [125]. Inicialment en el nostre estudi, es presentaven pocs nivells
del génere Bifidobacterium (3.92%) als indculs, mentre que a dia 14 es va observar un augment
d’aquests pel tractament amb FOS i inulina de cadena llarga, mentre que per la inulina de cadena curta
es van observar lleugerament reduits (1.86%). Estudis que han mirat I'efecte de la inulina en
I’estimulacié de Bifidobacterium han vist que quan els nivells inicials d’aquest génere sén elevats la
resposta es veu reduida i per tant, la suplementacié amb inulina té un efecte més marcat quan les
concentracions inicials de Bifidobacterium son baixes [141]. Un estudi suggeria que les alteracions del
metabolisme de la microbiota intestinal sén més importants que els canvis en la seva composicié al

tractar amb Synergy 1, un producte que combina FOS i inulina en pacients amb CU [203].

Les estratégies alternatives pel tractament de la CU pretenen evitar I'estat actiu de la malaltia com a
prevencié per presentar un brot, o millorar els simptomes perqué els pacients passin d’un estat actiu
a un d’inactiu. Mentre que els resultats de la metanalisis van suggerir efectes beneficiosos pel
tractament de pacients amb CU activa, es va observar que les grans limitacions quan comparavem
diversos estudis eren les diferéncies entre tractaments, medicaments concomitants, diversitat en les

soques i les dosis utilitzades aixi com la llargada dels tractaments. A més a més, els estudis presentaven
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pocs participants i algun d’ells molts abandonaments. Pero sobretot la limitacié més important, com
hem comentat anteriorment, era la gran varietat d’escales utilitzades per definir I'estat de remissio.
Per altre banda, les limitacions que trobavem al nostre sistema de fermentacio va ser la utilitzacié d’un
model ex vivo simulant Unicament una Unica etapa, en comparacio a altres sistemes que simulen les
diferents zones de l'intesti, observant diferencies entre elles. Aquest tipus d’estudis utilitzen poques
repliques de cada mostra, el que redueix la poténcia estadistica dels analisis. | per Ultim, la microbiota
utilitzada provenia de donants amb I’enterotip Firmicutes, pel que no sabem qué passaria amb altres

enterotips o amb pacients amb CU per comparar els resultats.

Al llarg dels anys han millorat les tecnologies com I'aparicié de la seqiienciacié massiva, que ha permes
coneixer millor la diversitat microbiana intestinal aixi com les seves funcions. Tot i aixi, s’"han identificat
més de 1,000 especies diferents en la microbiota intestinal humana, tot i que no totes es troben
presents en tots els individus i per tant existeix una gran variabilitat interindividual, el que dificulta que
es pugui establir una descripcié de la microbiota normal o sana a banda dels canvis de diversitat que
trobem a les diferents etapes de la vida humana [204]. Tot i que la disbiosi no hagi estat demostrada
com a causa directa de moltes malalties, cada vegada és més atractiu utilitzar estratégies que modulin

la composicid i la funcié de la microbiota intestinal [205].

Actualment hi ha molts probiotics i prebiotics de venta al public pero no tots presenten suficient
evidéncia sobre alguna patologia. Tot i aixi, el fet que siguin segurs per a la salut provoca que siguin
facils de comercialitzar. De la mateixa manera que no tots els productes probiotics comercials
contenen el nom de les soques ni la quantitat que contenen de cada microorganisme, els prebiotics
no informen de la seva estructura quimica i per tant encara fa falta un grau més elevat de regulacio
per evitar-ho. Per tant, encara desconeixem la durada dels tractaments amb prebiotics i probiotics i
les dosis necessaries per aconseguir un efecte optim. Pel que suggerim que es necessiten més estudis
in vivo de probiotics, pero sobretot de prebiotics i simbiotics de qualitat, on s’utilitzi la mateixa escala
per definir I'estat de remissiod dels pacients amb CU. Alguns estudis ex vivo han demostrat que els
fructans augmenten els nivells del génere Bifidobacterium, els quals tenen un efecte beneficids sobre
I'intesti i pel que aquest genere podria tenir un paper terapéutic important. Sén necessaris més estudis
per determinar els efectes d’aquests moduladors sobre la produccié d’AGCC, la inflamacié intestinal i
la composicié de la microbiota, observant diferencies pels diversos graus de polimeritzacié en el cas
de prebiotics. De la mateixa manera que un probiotic podria ser beneficids al presentar una combinacio
de soques, seria interessant estudiar |'efecte del grau de polimeritzacié quan es combinen diferents
fructans, o fins i tot quan s’afegeixen altres tipus de fibra. La combinacio de diferents fibres podria ser
important per evitar I'alimentacié d'alguns grups bacterians i, per tant, promoure una microbiota més

diversa.
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CONCLUSIONS






Dels dos estudis realitzats en aquest treball de tesi doctoral es poden extreure les seglients

conclusions:

1. L'Us de probiotics sembla beneficiar als pacients amb colitis ulcerosa activa per aconseguir

I’estat de remissié millorant la simptomatologia.

2. L'efecte dels probiotics és significativament beneficids Unicament quan s’avalua I'estat del
pacient utilitzant les escales recomanades per la FDA per determinar la remissio, en canvi

no s’observa benefici en aquell grup d’estudis que utilitzen altres escales.

3. Perpoder comparariagregar els resultats dels diferents estudis sobre I'efecte dels diferents
tractaments amb probiotics, prebiotics o simbiotics sobre la Colitis Ulcerosa és
imprescindible un consens per acordar una Unica escala d’avaluacié de I'estat dels pacients

amb colitis ulcerosa que pugui ésser validada.

4. La composicid del probiotic presenta un paper important, on els probiotics que contenen el

génere Bifidobacterium semblarien ésser els més beneficiosos.

5. El sistema de fermentacié ex vivo utilitzat, basat en 'etapa del mig del model Macfarlane,

permet observar diferencies de microbiota entre prebiotics.

6. Elgrau de polimeritzacid dels fructans sembla tenir un impacte diferent sobre la microbiota,
i per tant sobre el seu efecte prebiotic. Un alt grau de polimeritzacié sembla facilitar
I"augment de la diversitat i I'activitat d’acidificacié presentant un efecte sobre la microbiota

intestinal a nivell composicional i metabolic.

7. Calen més estudis tant a nivell in vivo com ex vivo que avaluin I'efecte de les diferents dosis
i els tractaments d’aquests moduladors de la microbiota en pacients amb colitis ulcerosa,
no només a nivell de canvis en la composicié de la microbiota intestinal sind també en la
produccié d’acids grassos de cadena curta aixi com dels nivells d’inflamacid i simptomes

clinics.
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