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RESUMEN

Objetivos: Analizar la presencia de genes de resistencia a antibidticos (ARGs) en
comunidades microbianas intestinales de pacientes con enfermedad de Crohn,

comparando sus perfiles metagendmicos con los de individuos sanos.

Material y métodos: Se emplearon 140 muestras fecales (70 Crohn y 70 controles)
obtenidas de bases de datos publicas (HMP2 e HMP). Tras control de calidad, las
secuencias fueron analizadas mediante Kraken2 para la caracterizacion taxonémica, y
DeepARG para la identificacion y cuantificacion de ARGs. Se generaron matrices de
abundancia relativas normalizadas (CPM) y se aplicaron analisis estadisticos no

paramétricos (Mann—Whitney U) con correccion por FDR (Benjamini-Hochberg).

Resultados: La microbiota de pacientes con enfermedad de Crohn mostré un aumento
significativo de Proteobacteria (8.5% vs. 0.7%, q=0.0012) y Fusobacteria (0.52% vs.
0.00%, g=0.0004), junto a una reduccion de especies comensales como Alistipes shahii
y Odoribacter splanchnicus. La riqueza y abundancia total de ARGs fueron
significativamente mayores en Crohn (mediana riqueza: 165 vs. 113; p<0.0001). Se
identificaron 159 genes diferenciales, destacando un enriquecimiento en clases como
aminoglycoside: aminocoumarin, rifamycin, nucleoside, fosfomycin, nitroimidazole y
triclosan (q<0.005, log2FC>1).

Conclusiones: La enfermedad de Crohn se asocia con un desequilibrio de la microbiota
intestinal y una mayor inestabilidad en su composicién. Esta disbiosis se vincula
estrechamente con un resistoma expandido y mas diverso, lo que refuerza la
importancia de considerar tanto la dimension taxonémica como la funcional en el estudio

de la enfermedad.

Palabras clave: Enfermedad de Crohn, microbiota intestinal, resistoma, genes de

resistencia a antibiéticos, metagenémica, DeepARG.
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ABSTRACT

Objectives: To analyze the presence of antibiotic resistance genes (ARGs) in the
intestinal microbial communities of patients with Crohn’s disease, comparing their

metagenomic profiles with those of healthy individuals.

Materials and Methods: A total of 140 fecal samples (70 Crohn’s and 70 controls) were
obtained from public databases (HMP2 and HMP). After quality control, sequences were
analyzed using Kraken2 for taxonomic characterization, and DeepARG for the
identification and quantification of ARGs. Normalized relative abundance matrices
(CPM) were generated, and non-parametric statistical analyses (Mann—Whitney U) with

FDR correction (Benjamini-Hochberg) were applied.

Results: The microbiota patients suffering of Crohn’s disease showed a significant
increase in Proteobacteria (8.5% vs. 0.7%, q=0.0012) and Fusobacteria (0.52% vs.
0.00%, g=0.0004), along with a reduction in commensal species such as Alistipes shahii
and Odoribacter splanchnicus. The richness and total abundance of ARGs were
significantly higher in Crohn’s (median richness: 165 vs. 113; p<0.0001). A total of 159
differential genes were identified, highlighting enrichment in classes such as
aminoglycoside:aminocoumarin, rifamycin, nucleoside, fosfomycin, nitroimidazole, and
triclosan (q<0.005, log2FC>1).

Conclusions: Crohn’s disease is associated with an imbalance in the intestinal
microbiota and greater instability in its composition. This dysbiosis is closely linked to an
expanded and more diverse resistome, underscoring the importance of considering both

taxonomic and functional dimensions in the study of the disease.

Keywords: Crohn’s disease, gut microbiota, resistome, antibiotic resistance genes,

metagenomics, DeepARG.
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1. Introduccion

La enfermedad de Crohn (CD, por sus siglas en inglés) es una de las principales
enfermedades inflamatorias intestinales (IBD, por sus siglas en inglés) que se
caracteriza por una inflamacién que afecta todas las capas de la pared del tracto
gastrointestinal. Su origen es multifactorial e implica una compleja interaccién entre
predisposicion genética, respuesta inmune alterada, factores ambientales vy
modificaciones en la microbiota intestinal (Xavier & Podolsky, 2007). A pesar de los
avances terapéuticos, la incidencia y prevalencia de la CD continian en aumento a nivel
global, especialmente en paises industrializados, lo que pone de manifiesto la necesidad
de comprender mejor los mecanismos implicados en su fisiopatologia (Hracs et al.,
2025). En su desarrollo, se observan alteraciones importantes en la microbiota intestinal,
con una menor diversidad de especies, lo cual compromete la integridad de la barrera
intestinal y desencadena respuestas inmunes andmalas, especialmente en personas

con predisposicion genética (Caparrés et al., 2021).

La composicion de la microbiota intestinal de un individuo sano muestra una gran
diversidad y suele mantenerse bastante estable durante afios, aunque puede sufrir
pequefias alteraciones temporales y reversibles. Predominan las bacterias de los filos
Bacteroidetes y Firmicutes, con proporciones variables entre un 15-50% y un 20-50%
respectivamente y que cumplen funciones esenciales en la digestion, la produccion de
metabolitos y la regulacion de la inmunidad (Qin et al., 2010). En cantidades menores,
también estan presentes bacterias de los filos Actinobacteria (<5%) y Proteobacteria
(<10%). No obstante, la variedad entre individuos incrementa considerablemente

cuando se analiza a niveles taxondmicos mas especificos (Yilmaz et al., 2019).

En la enfermedad de Crohn, sin embargo, numerosos estudios han descrito un patron
de disbiosis, caracterizado por una reducciéon de bacterias comensales beneficiosas y
un incremento de bacterias oportunistas (Manichanh et al., 2006; Gevers et al., 2014).
Entre los cambios mas destacados se encuentra la disminucion de productores de
acidos grasos de cadena corta (SCFAs) como Faecalibacterium prausnitzii y Alistipes
spp., junto con el aumento de miembros del filo Proteobacteria, particularmente cepas

de Escherichia coli con propiedades adherentes e invasivas (Pittayanon et al., 2019).
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La disbiosis no solo implica alteraciones taxondmicas, sino también cambios profundos
en la funcionalidad del microbioma, como la pérdida de funciones metabdlicas
protectoras y la ganancia de funciones potencialmente daninas, como la capacidad de
degradar la mucosa o resistir la accion de antimicrobianos (Franzosa et al., 2019; Lloyd-
Price et al., 2019). En este sentido, el analisis del metagenoma ha permitido pasar de la
mera descripcion de taxones a la identificacion de rutas metabdlicas y genes implicados

en la resistencia a antibioticos.

El conjunto de genes de resistencia a antibidticos (ARGs por sus siglas en inglés)
presente en un microbioma (tanto en bacterias patégenas y no patégenas) se conoce
como resistoma. Estos genes, son los responsables de proporcionar resistencia a
algunas bacterias, permitiéndoles sobrevivir y multiplicarse a pesar de estar expuestas
a antibioticos que antes eran eficaces contra ellas (Wright, 2007). Investigaciones
recientes han mostrado que el resistoma humano refleja no solo la historia de exposicion
a antibidticos, sino también la composicién microbiana y el estado de salud del huésped
(Forslund et al., 2013; Hu et al.,, 2013). En pacientes con IBD, se ha descrito un
resistoma mas amplio y diverso en comparacion con individuos sanos, lo cual podria
estar relacionado con la mayor frecuencia de tratamientos antibidticos, el
sobrecrecimiento de bacterias oportunistas resistentes y la inflamacion intestinal crénica
(Zhang et al., 2024).

La expansién del resistoma en la IBD tiene importantes implicaciones clinicas. En primer
lugar, limita las opciones terapéuticas al reducir la eficacia de antibidticos de uso comun
(Thanert et al., 2022). Asimismo, la expansion del resistoma puede estar relacionada
con una mayor colonizacién por enterobacterias multirresistentes y un riesgo elevado
de infecciones en pacientes hospitalarios (Kharaghani et al., 2023). Ademas, el
resistoma puede actuar como un indicador indirecto de disbiosis severa, reflejando un
ecosistema intestinal dominado por bacterias con alta plasticidad gendmica y capacidad
de adaptacion frente a presiones selectivas. Esta perspectiva funcional convierte al
resistoma en un candidato atractivo para el desarrollo de biomarcadores, capaces de
complementar los analisis taxonémicos y aportar informacién mas directa sobre el

estado ecologico y clinico del microbioma (Fredinksen et al., 2023; Safarchi et al., 2025).

En los ultimos afios, se han desarrollado diversas aproximaciones para identificar genes
de resistencia diferenciales en cohortes de pacientes. El analisis de metagenomas

completos con herramientas como CARD o MEGARes ha permitido catalogar decenas
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de miles de genes de resistencia y compararlos entre grupos de interés (Alcock et al.,
2023; Doster et al., 2020). El estudio del resistoma permite seleccionar genes que se
encuentran diferencialmente representados en enfermedades como Crohn, y plantear
su uso como biomarcadores funcionales. Estos genes pueden pertenecer a
mecanismos diversos: bombas de eflujo multidroga, modificacién de blancos
antibioticos, degradacién enzimatica o reduccién de permeabilidad de membrana
(Alcock et al., 2023). Su validacién en cohortes independientes y con metodologias
complementarias, como el estudio de la metatranscriptomica y metaproteémica es un
paso clave para trasladar su hallazgo al ambito clinico (Franzosa et al., 2014; Zhang et
al., 2018; Wang et al., 2020).

Ademas, la incorporacién de modelos de machine learning y deep learning ha abierto
nuevas posibilidades para el analisis del resistoma. Ejemplos incluyen Deeparg, que
permite identificar genes de resistencia a antibiéticos directamente a partir de lecturas
cortas (Arango-Argoty et al., 2018) y que ha sido utilizada en el presente trabajo; PRAP:
Pan Resistome Analisis Pipeline, que combina analisis de resistomas con clasificadores
random forest (He et al., 2020); o Dramma capaz de identificar genes de resistencia sin
similitud de secuencia a partir de propiedades estructurales y genémicas (Rannon et al.,
2025). Estos enfoques no solo facilitan la seleccion de biomarcadores, sino que también

permiten construir modelos diagnésticos y prondsticos de gran utilidad clinica.

En este trabajo se aborda de manera integrada el analisis de la microbiota intestinal y
del resistoma en pacientes con enfermedad de Crohn y controles sanos mediante
enfoques metagendmicos. Se estudia la composicion taxondmica a distintos niveles, la
diversidad microbiana y la carga de genes de resistencia a antibiéticos, con el objetivo
de identificar diferencias relevantes entre ambos grupos. Asimismo, se evalua la
abundancia diferencial de genes especificos de resistencia y se propone un conjunto de
candidatos con potencial valor como biomarcadores funcionales. Este enfoque
combinado busca aportar una vision mas completa de la interaccion entre disbiosis,

resistencia antimicrobiana y fisiopatologia de la enfermedad de Crohn.
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2. Hipétesis y Objetivos

Las comunidades microbianas intestinales de pacientes con enfermedad de Crohn
presentan perfiles taxondmicos y de resistencia a antibidticos significativamente
diferentes respecto a individuos sanos, lo que podria reflejar una mayor inestabilidad

microbiana.

Objetivo general: Analizar la presencia de genes resistentes a antibidticos en
comunidades microbianas intestinales de pacientes con enfermedades de Crohn en

comparacion con individuos sanos.
Objetivos especificos:

- Obtener y procesar datos metagendmicos intestinales de pacientes con

enfermedad de Crohn y de individuos sanos a partir de bases de datos publicas.

- Caracterizar la composicién taxonémica de las comunidades microbianas
intestinales en pacientes con enfermedad de Crohn y de control de pacientes

sanos.

- ldentificar y cuantificar genes de resistencia a antibiéticos (ARGs) mediante

herramientas bioinformaticas.

Comparar estadisticamente las diferencias taxonémicas y funcionales entre los

grupos (Control vs pacientes con enfermedad de Crohn).
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3. Metodologia
3.1. Obtencion de datos

En esta investigacion se emplearon datos metagenémicos procedentes del proyecto
Inflammatory Bowel Disease Multi'omics Database (IBDMD) del HMP2 Lloyd-Price et al.
(2019).

Las secuencias fueron descargadas desde el repositorio NCBI SRA (BioProject:
PRJNA398089). De este conjunto se seleccionaron 70 muestras fecales al azar de

individuos diagnosticados con enfermedad de Crohn.

Dado que las muestras de sujetos sanos en el proyecto IBDMD correspondian a
biopsias rectales, y con el objetivo de homogenizar los tipos de muestra, las secuencias
correspondientes a individuos sanos control fueron obtenidas de muestras fecales del
Human Microbiome Project (Peterson et al., 2009; BioProject: PRJNA48479).

Todas las muestras (control y Crohn) se obtuvieron a partir de lllumina HiSeq2000. En
ambos grupos se seleccionaron 70 muestras de adultos, equilibradas por sexo (35
mujeres y 35 hombres). Se creo un archivo con los metadatos de cada muestra,
incluyendo el identificador SRR, el sexo del individuo y la condicién (control o Crohn)

(anexo 8.1.).

3.2. Andlisis taxonomico

Para la caracterizacion taxondmica de las comunidades microbianas presentes se
empled el software Kraken2, una herramienta de clasificacion taxonémica basada en k-
mers que asigna lecturas a taxones de referencia mediante coincidencias exactas
(Wood et al., 2019). Las lecturas previamente filtradas y combinadas de cada muestra
fueron procesadas mediante un pipeline automatizado desarrollado en Python, que
invocaba a Kraken2 con la base de datos MiniKraken2 (National Center for

Biotechnology Information, NCBI).

Posteriormente, los reportes generados fueron integrados en matrices de abundancia
relativa a nivel de filo y especie, para analizar las abundancias relativas bacterianas
presentes en las muestras. Se reportaron la diversidad alfa, calculada con el indice de
Shannon, comparando los grupos Crohn y control mediante la prueba de Mann-Whitney

y la diversidad beta, calculada con las distancias de Bray-Curtis entre muestras y se
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representaron mediante analisis de coordenadas principales (PCoA). También se
identificaron los taxones diferenciales entre los dos grupos mediante la prueba de Mann-
Whitney. A los p valores obtenidos se les aplico la correccion de Benjamini-Hochberg

(FDR) y se obtuvieron q valores. Se establecio q < 0.05 como umbral significativo.

3.3. Andlisis de ARGs

Para el analisis bioinformatico, primero se descargaron los datos metagenémicos en
formato FASTQ asociados a los identificadores SRR y se uso fasterq-dum para convertir
los archivos a formato paired-end. A continuacién, con fastp, se eliminaron los
adaptadores, se recortaron bases de baja calidad y se generaron reportes de control de

calidad para cada muestra.

Posteriormente, las lecturas limpias fueron analizadas con DeepARG (Arango-Argoty et
al., 2018). Se empled el modo predict con el modelo SS (short sequences), trabajando
con archivos combinados de lecturas forward y reverse, y se establecié un umbral de
probabilidad minimo de 0.8 para incrementar la precisién. Los resultados de cada
muestra se almacenaron como archivos mapping. ARG, que contienen tanto

identificaciones de ARGs individuales como su asignacion a clases antibiéticas.

Posteriormente, se generaron dos matrices de abundancia: una a nivel de genes (ARG)
y otra a nivel de clases de antibitticos. Estas matrices contabilizan el numero de veces
que cada gen o clase fue detectado por muestra. Antes del analisis estas matrices se
normalizaron a conteos por millén (CPM, por sus siglas en inglés) y se les aplicé la
transformacion logaritmica para suavizar la distribucion y facilitar los analisis

comparativos y visualizaciones.

Todos los scripts utilizados en este trabajo se pueden encontrar en GitHub:

https://github.com/clarabarcelon22-cloud/22433914 tfm clarabarcelonbatlle

3.4. Andlisis estadistico

Se emplearon mediana e IQR para resumir la diversidad y abundancia de ARGs en cada
muestra, siguiendo enfoques adoptados en resistomas con distribuciones altamente

asimétricas (Araos et al., 2019).

Para la comparacion de grupos se usé el Mann-Whitney test, y se aplico la correccion
por multiples pruebas de Benjamini—-Hochberg con el fin de controlar la tasa de falsos

positivos (FDR). Un g-valor<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.

9
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4. Resultados
4.1. Analisis taxonédmico

En el analisis de la composicion taxondémica a nivel de filo taxonémico se observa que
tanto en pacientes con enfermedad de Crohn como en los controles sanos predominan
Bacteroidetes y Firmicutes, que en conjunto representan mas del 85% de la comunidad
bacteriana. Sin embargo, en Crohn la proporcion de Bacteroidetes es menor (63.6% vs.
74.9%) mientras que Firmicutes es ligeramente mayor (24.8% vs. 20.9%), aunque las
diferencias no son significativas. Destaca un incremento notable en Proteobacteria en
Crohn (8.5% vs. 0.7%, 9=0.0012), asi como un augmento de los filos Actinobacteria,
Fusobacteria y Chordata (estos dos ultimos practicamente inexistentes en los individuos
control). Los filos Verrucomicrobia y Euryarchaeota fueron significativamente mayores

en los individuos control, aunque su abundancia relativa fue baja (Tabla 1, Figura 1).

Taxon ARM Crohn | ARM log2FC | p-valor | g-valor
(%) Control (%)
Bacteroidetes 63.59 74.92 -0.25 0.0355 0.0609
Firmicutes 24.75 20.91 0.24 0.2596 0.3891
Proteobacteria 8.50 0.67 3.67 0.0004 0.0012
Actinobacteria 1.94 1.24 0.65 0.0008 0.0019
Fusobacteria 0.52 0.00 8.66 0.0001 0.0004
Chordata 0.35 0.11 1.65 0.0000 0.0001
Verrucomicrobia 0.30 1.08 -1.84 0.0000 0.0000
Synergistetes 0.03 0.02 0.74 0.9851 0.9851
Lentisphaerae 0.01 1.04 -6.39 0.8942 0.9754
Euryarchaeota 0.00 0.02 -17.43 | 0.0020 0.0041

Tabla 1. Abundancia relativa media (ARM) (%) de los principales filos taxonémicos en muestras de
pacientes con enfermedad de Crohn frente a controles sanos. Los valores se expresan como porcentajes
de abundancia relativa. Se incluyen ademas log2FC, valores p y valores q tras correccion por FDR. En

negrita se encuentran representados los filos con diferencia significativa.

10



UniV e r si d q d Mdster Universitario en Bioinformdtica

Autor: Clara Barceldn Batlle
Eu ropea Tutor: Marianela Tibisay Ravelo Veldsquez

Curso:2024-2025

Composicion taxonémica a nivel de filo (top 10)
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Figura 1. Composicion taxondmica relativa a nivel de filo (top 10) en pacientes con enfermedad de Crohn
y controles sanos.

Una vez hecho el analisis a nivel de filo taxondmico se prosiguié con estudiar la
composicion metagendémica a nivel de especie. De las 4144 especies reportadas en la
base de datos Minikraken2, 232 fueron detectadas en las muestras y de estas 55 fueron
significativamente diferentes (q < 0.05) entre los grupos de pacientes Control y pacientes
con enfermedad de Crohn.

El analisis a nivel de especie muestra que tanto en pacientes con enfermedad de Crohn
como en los controles sanos la microbiota intestinal esta dominada por especies del
género Bacteroides, destacando Bacteroides vulgatus, B. ovatus, B. thetaiotaomicron y
B. fragilis. También son abundantes especies como Faecalibacterium prausnitzii, y otros

miembros de los géneros Alistipes y Ruminococcus (Figura 2).

De los 20 taxones mas prevalentes, 9 fueron significativamente diferentes entre los
grupos control y Crohn (Tabla 2). Algunas especies aparecen enriquecidas en los
pacientes con la enfermedad Crohn, entre ellas Clostridium bolteae (2.71% vs. 0.17%),
Escherichia coli (3.99% vs. 0.04%) y Veillonella parvula (2.79% vs. 0.04%). Por el
contrario, varias especies aparecen en menor cantidad en la enfermedad de Crohn,
destacando Alistipes shahii (0.62% vs. 5.17%), Alistipes finegoldii (0.93% vs. 4.42%) y
el bacteriofago uncultured crAssphage (0.29% vs. 2.52%). También especies
comensales como Odoribacter splanchnicus y Bacteroides caecimuris muestran

reducciones significativas en la enfermedad de Crohn.

11
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Composicion taxonémica a nivel de especie (top 20)
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Figura 2. Composicion taxonémica relativa a nivel de filo taxonémico (top 10) en pacientes con enfermedad
de Crohn y controles sanos.

Taxon ARM ARM log2FC | p-valor | g-valor

Crohn Control

(%) (%)
Alistipes shahii 0.62 5.17 -3.05 <0.0001 | <0.0001
Clostridium bolteae 2.71 0.17 4.03 <0.0001 | <0.0001
Escherichia coli 3.99 0.04 6.64 <0.0001 | <0.0001
uncultured crAssphage 0.29 2.52 -3.13 <0.0001 | <0.0001
Alistipes finegoldii 0.93 4.42 -2.25 <0.0001 | <0.0001
Odoribacter splanchnicus 1.10 2.11 -0.94 0.0001 0.0008
Bacteroides caecimuris 1.99 3.33 -0.74 0.0006 0.0048
Veillonella parvula 2.79 0.04 6.25 0.0022 0.0138
Lachnospiraceae bacterium | 1.40 1.17 0.26 0.0077 0.0343
GAM79

Tabla 2. Abundancia relativa media (ARM) (%) de las principales especies bacterianas en muestras de
pacientes con enfermedad de Crohn frente a controles sanos. Los valores se expresan como porcentajes

de abundancia relativa. Se incluyen ademas log2FC, valores p y valores q tras correccion por FDR.
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Una vez analizada la composicion a nivel de especie se prosiguié con un estudio de la
diversidad. La diversidad alfa, evaluada mediante el indice de Shannon y mide la riqueza
de especies. Este indice de Shannon no mostro diferencias significativas entre pacientes
con enfermedad de Crohn y controles, tanto a nivel de filo taxonémico (U = 2700.0, p =
0.298) como a nivel de especie (U = 2222.0, p = 0.343). Aunque las medianas fueron
comparables entre grupos (Crohn: 2.28 [IQR 1.94-2.49] vs. Controles: 2.25 [IQR 2.10-
2.56]), se observo una mayor dispersion de los valores en pacientes con enfermedad de
Crohn en comparacién con los controles, lo que sugiere una mayor heterogeneidad

interindividual en la microbiota de estos pacientes (Figura 3).

En cuanto a la diversidad beta, analizada mediante analisis de coordenadas principales
(PCoA) basado en la distancia de Bray—Curtis y que explica las diferencias en la
composicién entre muestras, no se aprecia una separacion clara entre los pacientes con
la enfermedad de Crohn y controles sanos, ni a nivel de filo taxondmico ni de especie.
Aun asi, se puede observar que los controles muestran comunidades microbianas mas
homogéneas entre si, mientras que los pacientes con enfermedad de Crohn presentan
una mayor dispersion, lo que refleja una mayor heterogeneidad interindividual. Este
patron concuerda con el observado con el indice de Shannon y sugiere que la
enfermedad de Crohn esta asociada a una microbiota mas variable y menos estable
(Figura 4).
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Figura 3. Representacion gréfica de la diversidad alfa (indice de Shannon) en las muestras de pacientes

con enfermedad de Crohn (color violeta) y Control de pacientes sanos (color azul turquesa).
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Figura 4. Representacion grafica de la diversidad beta (distancias Bray-Curtis) en las muestras de

enfermedad de Crohn (color violeta) y Control (color azul turquesa).

4.2. Andlisis del resistoma
4.2.1. Andlisis de abundancia de genes

Tras el analisis de las 140 muestras metagendmicas intestinales con Deeparg, se
gener6 una matriz de abundancia de genes de resistencia a antibiéticos (ARGs) y una
matriz de clases de antibidticos, que luego se normalizaron a logCPM. De los 14,933
genes que Deeparg incluye en su libreria (incluyendo tres bases de datos (CARD,
ARDB, and UNIPROT) en las muestras se identificaron 445.

El analisis de genes de resistencia a antibidticos (ARGs) mostré diferencias claras entre
pacientes con enfermedad de Crohn y los pacientes controles sanos. En cuanto a la
riqueza de ARGs (numero de genes diferentes detectados), los pacientes con
enfermedad de Crohn presentaron una media significativamente mayor (165 frente a
113 en controles, p < 0.0001), indicando una mayor diversidad de genes de resistencia
en su microbioma intestinal. De forma similar, la abundancia total de ARGs (numero de
lecturas asignadas a genes de resistencia) también fue superior en la enfermedad de
Crohn (media de 116,984 vs. 84,897 en controles, p < 0.0001) (Tabla 3, Figuras 5y 6).
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Variable Grupo n Suma Mediana |IQR p valor
Riqueza de | Crohn 70 11,867.00 166.50 55.75 <0.0001
ARGs Control | 70 7,937.00 113.00 18.50

Abundancia | Crohn 70 116,976.75 | 1,690.19 | 51548 <0.0001
de ARGs Control | 70 84,897.17 | 1,185.07 | 162.81

Tabla 3. Métricas sobre la riqgueza de ARGs y abundancia de ARGs en los grupos de pacientes con
enfermedad de Crohn y control de pacientes sanos. p valor proviene de la comparaciéon entre grupos

mediante el test no paramétrico de Mann—Whitney U.
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Figura 5. Riqueza de ARGs en los grupos con enfermedad de Crohn (n = 70, mediana = 165.00) y control

de pacientes sanos (n = 70, mediana = 113.00).
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Figura 6. Abundancia de ARGs en los grupos de pacientes con enfermedad de Crohn (n = 70, mediana =

1701.93 y control de pacientes sanos (n = 70, mediana = 1185.07).
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Posteriormente, se procedié a identificar los genes con abundancia diferencial
significativa entre muestras, obteniéndose un total de 159 genes que han sido
significativos estadisticamente. De este conjunto, se seleccionaron los 50 genes mas
representativos en funcion de un criterio combinado que consideré la significancia
estadistica (g-valor), la magnitud de la diferencia de abundancia (fold change) y la
prevalencia diferencial entre grupos. Esta seleccidon ha permitido la realizacion de un
Heatmap (Figura 7) utilizando las puntuaciones de z (z-scores), con el objetivo de
visualizar los patrones de expresién y la agrupacion de muestras en torno a estos genes
claves.
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Figura 7. Heatmap de los 50 genes ARG con diferencia mas significativa (q<0.005) entre los grupos Crohn
(rojo, izquierda) y control (azul, derecha). Cada celda representa el z-score del valor log2(CPM+1) por gen.
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Con el fin de priorizar aquellos genes con mayor potencial como biomarcadores, se
aplico un indice compuesto (score) que integro la significancia estadistica (g-valor), la
diferencia de abundancia de medianas y la prevalencia diferencial (A presencia)
Asignado pesos de 0.1 al g-valor, 0.6 a la diferencia de abundancia y 0.3 a la prevalencia
diferencial. Esta ponderacion se justificé por la alta significancia estadistica general del
conjunto, lo que ha permitido dar mayor relevancia a la magnitud del cambio y a la
presencia diferencial entre grupos.

Los cinco genes con mayor score (mdtE, acrA, eptA, mdtL y mdtH) presentan valores
superiores a 0.90, diferencias de abundancia notables (8—9 logCPM) y prevalencias mas

altas en pacientes con enfermedad de Crohn (tabla 4).

Diferencia de

Gen | Score p-valor g-valor . A presencia
abundancia

mdtE | 0.96 9.338e-14 4.17e-11 | 8.59 0.61

acrA | 0.95 7.969e-12 5.77e-10 | 9.24 0.56

eptA | 0.95 6.093e-12 5.44e-10 | 9.06 0.57

mdtL | 0.92 4.844e-12 5.40e-10 | 8.39 0.56

mdtH | 0.91 9.054e-12 5.77e-10 | 8.35 0.54

Tabla 4. Cinco genes considerados relevantes como posibles biomarcadores de la enfermedad de Crohn
segun su significancia estadistica (g-valor), la diferencia de abundancia de medianas y la prevalencia
diferencial.

4.2.1. Analisis de clases de antibioticos

Dada la gran cantidad de genes significativos identificados (159), se decidié continuar
el analisis a nivel de clases de antibiéticos y evaluando las diferencias a ese nivel.
Deeparg, aparte de identificar ARGs, los clasifica segun el tipo de antibiético frente al
que confieren resistencia, bajo la variable “predicted ARG-class”. Nuestros ARGs

pertenecieron a 27 clases (Figura 8).
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Figura 8. Comparacion de la abundancia promedio de las clases de antibidticos entre pacientes con
enfermedad de Crohn (color verde) y controles (color violeta).

En el analisis diferencial de estas 27 clases, se calcularon las diferencias de medias,
log2 fold-change (log2FC) y significancia estadistica mediante t-test de Welch, con
correccion por comparaciones multiples usando el método de Benjamini-Hochberg (g-
valores). El perfil global de clases de genes de resistencia (ARG) fue similar entre grupos
y estuvo dominado por multidroga, tetraciclinas, MLS (macrdlidos, lincosamidas vy
estreptograminas), beta-lactamicos, péptidos y glicopéptidos. No obstante, el contraste
de pacientes con enfermedad de Crohn vs. Control de pacientes sanos (n=70 por grupo)
sobre abundancias medias identificé 13 clases con diferencias significativas. Entre ellas,
seis mostraron ademas un cambio de magnitud de log2FC superior a 1, todas
aumentadas en la enfermedad de Crohn: aminoglucésidos/aminocumarinas,

rifamicinas, nucleésidos, fosfomicina, nitroimidazoles y triclosan (Tabla 5, Figura 9).
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Clase Media Crohn | Media Control | Log2FC (Crohn- | g-valor
(logCPM) (logCPM) control)

aminoglycoside: | 6.85 1.64 5.21 <0.0001
aminocoumarin
nitroimidazole 11.44 9.45 1.99 <0.0001
fosfomycin 1.56 0.1 1.45 0.0023
triclosan 1.22 0.12 1.10 0.0063
rifamycin 7.76 6.09 1.67 0.0221
nucleoside 5.45 3.61 1.84 0.0229

Tabla 5. Clases de antibioticos significativas (g-valor < 0.005) y log2FC > 1, entre los grupos de pacientes

con la enfermedad de Crohn y Control pacientes sanos.
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Figura 9. Violin plot de las distribuciones de abundancia de las clases de antibiéticos con q<0.05 y log2FC

> 1 de los individuos Control pacientes sanos (azul cian) y Pacientes con enfermedad de Crohn (azul
marino).
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5. Discusion

El presente estudio aporta evidencia de que la enfermedad de Crohn no solo se asocia
con alteraciones descritas en diferentes estudios de la composicion taxonémica de la
microbiota intestinal, sino también con un resistoma expandido, caracterizado por una
mayor abundancia y diversidad de genes de resistencia a antibiéticos (Lloyd-Price et al.,
2019; Caparrés et al., 2021; Hu et al, 2013).

Alteraciones en la composicién microbiana

A nivel taxonémico, los resultados confirman patrones ampliamente descritos en la lite-
ratura sobre la enfermedad de Crohn. La reduccién de Bacteroidetes y el aumento rela-
tivo de Firmicutes, aunque no alcanzaron significacion estadistica en el analisis reali-
zado, coinciden con reportes previos que apuntan a un desequilibrio en estos dos gran-
des filos taxonédmicos que constituyen la mayor parte de la microbiota intestinal (Pitta-

yanon et al., 2020).

Se encontré un incremento de Proteobacteria, especialmente Escherichia coli, cuya
abundancia relativa fue significativamente mayor en los pacientes con enfermedad de
Crohn (3.99% vs. 0.04%, log2FC=6.64). También se observé una disminucién de espe-
cies consideradas beneficiosas o comensales, como Alistipes shahii, Alistipes finegoldii
y Odoribacter splanchnicus. Estos taxones estan implicados en la produccién de acidos
grasos de cadena corta (SCFAs), especialmente butirato, metabolito clave para el man-
tenimiento de la barrera epitelial intestinal y la modulacion de la respuesta inmune (Louis
& Flint, 2017). Esta pérdida de productores de SCFAs se ha descrito en otros estudios
(Morgan et al., 2012; Kang et al., 2023) y es una marca caracteristica de la enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD) que podria contribuir a una inflamacion, permeabilidad in-

testinal y disbiosis.

Otro hallazgo relevante fue la mayor heterogeneidad interindividual de la microbiota en
los pacientes con enfermedad de Crohn, observada tanto en la diversidad alfa como en
la beta. Aunque las diferencias en el indice de Shannon (diversidad alfa) y en la
dispersion de Bray-Curtis (diversidad beta), evaluadas a nivel de filo taxonémico y de
especies, no alcanzaron significacion estadistica, se evidencié una mayor dispersion de
valores en los pacientes con enfermedades de Crohn en comparacion con los controles

sanos. En concordancia con estos resultados, la revision sistematica de Pittayanon et
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al. (2019) report6 discrepancias entre estudios respecto a la diversidad: de los nueve
que evaluaron la diversidad alfa, cinco encontraron diferencias significativas y cuatro no,
lo que refleja la complejidad y variabilidad de los hallazgos en este campo. Los autores
atribuyeron estos resultados dispares a variaciones en la seleccion de pacientes, el

tamanio de los estudios y los métodos.

Expansion del resistoma en pacientes con enfermedad de Crohn a nivel de ARGs

Mas alla de la disbiosis taxondmica, este trabajo mostroé diferencias claras entre pacien-
tes con enfermedad de Crohn y los controles sanos. En cuanto a la riqueza de ARGs
(numero de genes diferentes detectados), los pacientes con enfermedad de Crohn pre-
sentaron una media significativamente mayor (165 frente a 113 en controles), indicando
una mayor diversidad de genes de resistencia en su microbioma intestinal. De forma
similar, la abundancia total de ARGs (numero de lecturas asignadas a genes de resis-
tencia) también fue superior en pacientes con enfermedad de Crohn (media de 1,701

vs. 1,185 en controles).

Estos resultados concuerdan con otros estudios (Feng et al., 2018; Fredriksen et al.,
2023) y sugieren que la microbiota de los pacientes con enfermedad de Crohn no solo
esta alterada en su composicion, sino que también presenta un mayor potencial de re-
sistencia antimicrobiana. Existen varias posibles explicaciones para este fenomeno. En
primer lugar, la mayor exposicion a antibiéticos en pacientes con enfermedad inflama-
toria instestinal (IBD) es un factor reconocido que puede seleccionar y enriquecer genes
de resistencia a antibiéticos (ARGs) en la microbiota intestinal (Zhang et al., 2024). En
segundo lugar, el sobrecrecimiento de bacterias del filo taxonémico Proteobacteria, es-
pecialmente E. coli, actua comoun reservorio natural de resistencia, ya que estos taxo-
nes suelen portar plasmidos y elementos genéticos moviles asociados a ARGs (Singh
et al., 2019). Finalmente, y como sefiala el estudio de Bhattarai et al. (2024) donde ana-
lizan microbiomas durante el tratamiento de tuberculosis multirresistente, la pérdida de
bacterias comensales que compiten ecolégicamente con patégenos puede favorecer la
expansiéon de cepas resistentes y a su vez incrementar la abundancia y riqueza de
ARGs.

Los cinco genes seleccionados para el analisis (mdtE, acrA, eptA, mdtL y mdtH) codifi-
can principalmente bombas de eflujo y mecanismos de modificacion enzimatica, estra-

tegias comunes de resistencia que confieren un fenotipo multidroga (Alcock et al., 2023).
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El enriquecimiento de mdtE (ARO:3000795, CARD), mdtH (ARO:3001216) y acrA
(ARO:3000207, CARD), componentes de sistemas de eflujo tipo RND (Resistance-No-
dulation-Division), refleja la presencia de cepas con una capacidad aumentada para ex-
pulsar antibiéticos de multiples clases. Esta observacién es coherente con la sobrerre-
presentacion de E. coli, ya que estos sistemas han sido ampliamente caracterizados en
esta especie y se han vinculado a resistencia multidroga (Zgurskaya & Nikaido, 2000;
Chowdhury et al., 2019; Camp et al., 2021).

Por otro lado, la identificacion del gen eptA (ARO:3003576, CARD), que codifica una
fosfoetanolamina-transferasa  responsable de modificar el lipido A en
enterobacteriaceas, ha sido descrita como un mecanismo importante de resistencia a
polimixinas en bacterias Gram-negativas clinicamente relevantes (Huang et al., 2018).
Ademas, se sabe que las enterobacteriaceas pueden adquirir este tipo de resistencia
frente a polimixinas, lo que respalda la idea de que el aumento de eptA observado en
nuestros pacientes con enfermedad de Crohn esté relacionado con contextos de presion

antibiotica y disbiosis intestinal (Mmatli et al., 2020).

Finalmente, aunque mdtL no cuenta con una entrada en CARD, su similitud con otros
genes de la familia mdt sugiere que podria codificar otra bomba de eflujo, reforzando la
idea de que la resistencia en la enfermedad de Crohn esta dominada por mecanismos

de eflujo.

Si bien los cinco genes identificados (mdtE, acrA, eptA, mdtL y mdtH) muestran un
potencial considerable como biomarcadores de la enfermedad de Crohn, ser requieren
estudios adicionales antes de considerarlos como tal. En primer lugar, seria necesario
comparar su abundancia y prevalencia de la enfermedad de Crohn frente a otras IBD
(como colitis ulcerosa), con el fin de descartar que se trate de marcadores generales de
inflamacién intestinal y no exclusivos de la enfermedad de Crohn. Asimismo, convendria
evaluar su valor diagnéstico mediante métricas de clasificacion (sensibilidad,
especificidad, area bajo la curva ROC), y su consistencia en cohortes independientes
obtenidas con tecnologias y contextos clinicos distintos. También seria interesante
incorporar enfoques multi-omicos (metatranscriptomica, metaprotedmica) para verificar
que estos genes no solo estan presentes sino también expresados y funcionales en el
entorno intestinal. Otro método para seguir estudiando su posible rol como biomarcador
seria entrenar modelos de machine learning que permitan evaluar la capacidad

discriminativa de un conjunto de genes ARG para diferenciar pacientes con enfermedad
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de Crohn de controles sanos. Este enfoques han sido aplicados con éxito en otros
estudios como el de Schirmer et al. (2018) sobre la dinamica de la metatranscripciéon en
la microbiota intestinal de la IBD, el de Bao et al. (2023) sobre predicciéon de
biomarcadores en la enfermedad de Crohn y en otros recogidos en la revision
sistematica de Huang et al. (2025) sobre el diagnostico diferencial entre colitis ulcerosa

y enfermedad de Crohn.

Analisis a nivel de clase de antibioticos

El estudio de clases de antibiéticos reveld que, si bien ambos grupos comparten un
nucleo comun de resistencias (multidroga, tetraciclinas, MLS y B-lactamicos), los pa-
cientes con la enfermedad de Crohn exhibieron un enriquecimiento especifico en varias
clases poco frecuentes en los controles. Destacaron los genes contra aminoglucési-
dos/aminocumarinas, rifamicinas, nucledsidos, fosfomicina, nitroimidazoles vy triclosan,

todos con incrementos superiores a log2FC>1.

En primer lugar, el aumento de genes contra aminoglucésidos/aminocumarinas es cohe-
rente con el uso frecuente de aminoglucésidos (como gentamicina o streptomicina) en
infecciones oportunistas asociadas a IBD (Shayista et al., 2024; Zhang et al., 2024).
Aunque no forman parte de la terapia de la enfermedad de Crohn, su uso repetido puede

haber ejercido presion selectiva.

Los genes de resistencia a rifamicinas también mostraron un incremento significativo.
La rifaximina, un derivado de la rifamicina, se emplea en algunos casos de IBD por sus

efectos locales antiinflamatorios y antimicrobianos (Kothary et al., 2013).

La mayor abundancia de genes contra fosfomicina y nucledsidos es interesante porque
estos antibidticos no se emplean rutinariamente en la enfermedad de Crohn, pero si en
el manejo de infecciones urinarias o sistémicas en pacientes hospitalizados (Mattioni-
Marchetti et al., 2023). Esto sugiere que el resistoma de la enfermedad de Crohn en un
contexto de microbiota inestable podria actuar como reservorio secundario de resisten-

cia.

Respecto a los nitroimidazoles, el hallazgo tiene una conexion clinica directa. El metro-
nidazol, un representante de esta clase, es uno de los antibioticos mas utilizados en la
enfermedad de Crohn, sobre todo en casos de enfermedad perianal o abscesos (Scri-

bano & Prantera, 2013). La seleccion repetida de genes resistentes a nitroimidazoles en
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la enfermedad de Crohn refuerza la hipotesis de que el uso prolongado de metronidazol
favorece la expansion del resistoma y contribuye a la pérdida de eficacia terapéutica.
Por ultimo, la resistencia a triclosan refleja un fenédmeno de presion ambiental y clinica.
El triclosan es un biocida presente en productos de higiene y se ha vinculado con la

seleccién de transportadores de eflujo (Carey & McNamara, 2015).

En conjunto, las diferencias entre clases de antibiéticos sugieren que el resistoma en la
enfermedad de Crohn no solo presenta una mayor abundancia, sino también una diver-
sidad y complejidad funcional mas altas. Esto refleja tanto la influencia del uso médico
de antimicrobianos (como metronidazol, rifaximina y aminoglucdsidos) como la exposi-
cion a biocidas del entorno (como el triclosan). De este modo, el resistoma intestinal en
la enfermedad de Crohn puede reflejar de manera indirecta los tratamientos recibidos y

las presiones antibiéticas a las que el paciente ha estado expuesto.

Limitaciones y futuros enfoques

Este estudio presenta varias limitaciones que deben considerarse a la hora de interpre-
tar los resultados. En primer lugar, aunque se homogenizé el tipo de muestra utilizando
Uunicamente heces y todas fueron analizadas con lllumina HiSeq2000, la integracion de
datos procedentes de diferentes proyectos puede introducir sesgos derivados de varia-
ciones en protocolos de extraccidén o condiciones de procesamiento, lo que potencial-

mente afecta la comparabilidad de los perfiles obtenidos.

En segundo lugar, la metagendmica muestra qué genes estan presentes, pero no si
realmente estan activos. Por ello, la presencia de un ARG no necesariamente implica
su expresion o funcion; seria necesario complementarla con meta-transcriptomica y
meta-protedmica para validar su transcripcién y traduccion, asi como con metabolémica

que confirmen el fenotipo de resistencia.

Otra limitacion importante es el disefio transversal del estudio, ya que se trabajé con
muestras tomadas en un unico momento. Esto impide analizar cémo cambian el resis-
toma y la microbiota a lo largo del tiempo o en respuesta a tratamientos concretos. Un
disefio longitudinal, con muestreos repetidos en los mismos pacientes, permitiria evaluar

la dinamica temporal, la estabilidad y la evolucion de estos perfiles.

Finalmente, no se controlé de forma exhaustiva la historia antibidtica previa de los par-

ticipantes, lo que podria explicar parte de las diferencias observadas, ya que este factor
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es un determinante conocido en la configuracién del resistoma intestinal (Forslund et al.,
2013). El estudio tampoco contempla otros metadatos como la genética del paciente,
dieta, uso de probidticos o estado inflamatorio exacto, que pueden influir en la compo-
sicion microbiana y en la expansion de ARGs (David et al., 2014; Lloyd-Price et al.,
2019).

En analisis futuros se podrian descargar mas muestras de varios estudios y con ellas
entrenar un modelo de machine learning que permita discriminar entre pacientes con
enfermedad de Crohn y sanos en funcion de su resistoma. Y mas adelante también se
podria incorporar datos metagenomicos de otras enfermedades inflamatorias intestina-
les para intentar encontrar biomarcadores genéticos que permitan un diagndstico dife-

rencial.

Hay estudios como el de Yu et al. (2023) que entrenaron un modelo para predecir la
ocurrencia de IBD en nuevas cohortes con una precisién de 0.8651; o el de Romagnoni
et al. (2019) que usaron datos metagendmicos del International Inflammatory Bowel Di-
sease genetic consortium (IIBDGC) para entrenar diferentes modelos incluyendo regre-
sion logistica, gradient boosted trees y redes neuronales para clasificar pacientes con

enfermedad de Crohn.

Ambos estudios emplearon miles de muestras en sus conjuntos de entrenamiento y
validacién; si bien, debido a limitaciones de tiempo y capacidad informatica, este

entrenamiento no se ha podido llevar a cabo en este trabajo.

En conjunto, los resultados subrayan la necesidad de integrar métricas taxondmicas y
funcionales en la caracterizacion de la enfermedad de Crohn, tanto para comprender su
fisiopatologia como para orientar decisiones clinicas. Futuros trabajos deberian validar
estos biomarcadores en cohortes independientes y en otras IBD, incorporar
metatranscriptomica, metaprotedmica y metaboldmica para confirmar actividad
functional, considerar disefios longitudinales y metadatos clinicos detallados (historial
antibiotico, dieta, inflamacion), y explorar modelos predictivos que combinen taxonomia

y resistoma.
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6. Conclusiones

Este estudio contribuye a la comprensién de la enfermedad de Crohn al aportar
evidencia de una disbiosis intestinal marcada y de un resistoma mas amplio y diverso.
El analisis taxondmico revel6 una composicion microbiana alterada en pacientes con
enfermedad de Crohn, caracterizada por un aumento en la abundancia de
Proteobacteria y Fusobacteria, y una disminucion de especies comensales productoras
de SCFAs. Este patron sugiere una microbiota intestinal menos estable y con mayor

potencial patobidtico, en linea con estudios previos.

Desde la perspectiva funcional, el resistoma en la enfermedad de Crohn mostré mayor
rigueza y abundancia de genes de resistencia a antibiéticos. Destacaron incrementos
en clases asociadas tanto a practicas clinicas (nitroimidazoles, rifamicinas,
aminoglucésidos) como a presiones ambientales (triclosan). Estos hallazgos refuerzan
que el resistoma intestinal actia como una huella del historial terapéutico y de las
presiones selectivas acumuladas. Se identificaron 161 genes de resistencia a
antibiéticos (ARGs) con abundancia diferencial significativa entre grupos. Mediante un
indice compuesto que integré significancia estadistica, diferencia de abundancia y
prevalencia, se priorizaron cinco genes con alto potencial como biomarcadores: mdtE,
eptA, acrA, Escherichia coli LAMB y mdfL. Estos genes estan asociados a mecanismos

de resistencia como bombas de eflujo y modificacion enzimatica.

Los analisis estadisticos permitieron identificar diferencias relevantes en la composicion
taxondmica, la diversidad microbiana y la abundancia de ARGs entre pacientes con
enfermedad de Crohn y controles. Aunque algunas métricas no alcanzaron significacion
estadistica, se observé una mayor heterogeneidad interindividual en los pacientes con
enfermedad de Crohn, lo que refuerza la hipétesis de una microbiota mas variable y

menos estable en esta enfermedad.
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8. ANEXOS

8.1. SRR usadas y datos metagenémicos.

ID SRR Condicion Sexo
1 | SRR5950776 Crohn M
2 | SRR5950548 Crohn M
3 | SRR5950625 Crohn M
4 | SRR5935927 Crohn M
5 | SRR5936128 Crohn M
6 | SRR5950760 Crohn M
7 | SRR5946908 Crohn M
8 | SRR5946662 Crohn M
9 | SRR5950556 Crohn M

10 | SRR5950604 Crohn M
11 | SRR5946615 Crohn M
12 | SRR5946629 Crohn M
13 | SRR5935894 Crohn M
14 | SRR5946826 Crohn M
15 | SRR5936186 Crohn M
16 | SRR5946935 Crohn M
17 | SRR5950516 Crohn M
18 | SRR5950734 Crohn M
19 | SRR5947023 Crohn M
20 | SRR5950595 Crohn M
21 | SRR5950672 Crohn M
22 | SRR5946606 Crohn M
23 | SRR5950564 Crohn M
24 | SRR5946833 Crohn M
25 | SRR5950688 Crohn M
26 | SRR5946944 Crohn M
27 | SRR5935903 Crohn M
28 | SRR5946801 Crohn M
29 | SRR5946853 Crohn M
30 | SRR5946883 Crohn M
31 | SRR5950721 Crohn M
32 | SRR5950493 Crohn M
33 | SRR5950691 Crohn M
34 | SRR5950655 Crohn M
35 | SRR5935913 Crohn M
36 | SRR5935746 Crohn F
37 | SRR5935780 Crohn F
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38 | SRR5935790 Crohn
39 | SRR5935804 Crohn
40 | SRR5935811 Crohn
41 | SRR5935992 Crohn
42 | SRR5935967 Crohn
43 | SRR5935832 Crohn
44 | SRR5950778 Crohn
45 | SRR5950698 Crohn
46 | SRR5950782 Crohn
47 | SRR5946607 Crohn
48 | SRR5936119 Crohn
49 | SRR5950763 Crohn
50 | SRR5936087 Crohn
51 | SRR5935754 Crohn
52 | SRR5946942 Crohn
53 | SRR5946666 Crohn
54 | SRR5947050 Crohn
55 | SRR5947014 Crohn
56 | SRR5950722 Crohn
57 | SRR5936018 Crohn
58 | SRR5936179 Crohn
59 | SRR5950653 Crohn
60 | SRR5936075 Crohn
61 | SRR5935763 Crohn
62 | SRR5950668 Crohn
63 | SRR5962903 Crohn
64 | SRR5935847 Crohn
65 | SRR5946771 Crohn
66 | SRR5946948 Crohn
67 | SRR5950606 Crohn
68 | SRR5936225 Crohn
69 | SRR5950610 Crohn
70 | SRR5936079 Crohn
71 | SRR540419 Control
72 | SRR532494 Control
73 | SRR539740 Control
74 | SRR539988 Control
75 | SRR533950 Control
76 | SRR539725 Control
77 | SRR528151 Control
78 | SRR1569267 Control
79 | SRR1571123 Control
80 | SRR1569004 Control
81 | SRR545410 Control
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82 | SRR537726 Control
83 | SRR549749 Control
84 | SRR533943 Control
85 | SRR533837 Control
86 | SRR549739 Control
87 | SRR538227 Control
88 | SRR538214 Control
89 | SRR528023 Control
90 | SRR549571 Control
91 | SRR533542 Control
92 | SRR528114 Control
93 | SRR1031348 Control
94 | SRR528389 Control
95 | SRR1031582 Control
96 | SRR528256 Control
97 | SRR1031852 Control
98 | SRR549587 Control
99 | SRR540381 Control
100 | SRR539748 Control
101 | SRR533952 Control
102 | SRR541095 Control
103 | SRR541114 Control
104 | SRR527903 Control
105 | SRR528458 Control
106 | SRR540954 Control
107 | SRR532191 Control
108 | SRR549608 Control
109 | SRR1565870 Control
110 | SRR545431 Control
111 | SRR1565737 Control
112 | SRR1568978 Control
113 | SRR1569227 Control
114 | SRR1571656 Control
115 | SRR1569272 Control
116 | SRR541104 Control
117 | SRR1564364 Control
118 | SRR1571662 Control
119 | SRR538157 Control
120 | SRR1569917 Control
121 | SRR1031324 Control
122 | SRR1571614 Control
123 | SRR1571054 Control
124 | SRR532765 Control
125 | SRR1570016 Control

T m T Mmoo MMM mm Mmoo m M 2 SRR EEEEEEEEEEER
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126 | SRR540942 Control
127 | SRR533302 Control
128 | SRR534439 Control
129 | SRR537723 Control
130 | SRR541157 Control
131 | SRR534571 Control
132 | SRR541192 Control
133 | SRR549433 Control
134 | SRR1031621 Control
135 | SRR541163 Control
136 | SRR532641 Control
137 | SRR545662 Control
138 | SRR532541 Control
139 | SRR540706 Control
140 | SRR539595 Control
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