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RESUMEN

Introduccion: Se desconocen los factores etioldgicos exactos del cancer colorrectal (CCR), aunque se
ha intentado relacionar con factores genéticos y ambientales. La posible asociacién con Fusobacterium
nucleatum podria abrir posibilidades en el diagnéstico precoz.
Objetivo: Revisar los estudios que analizan la asociacién entre F. nucleatum y el CCR.
Métodos: Se utilizaron las publicaciones disponibles en la base de datos MEDLINE PubMed hasta el dia 1
de enero de 2020, que incluian los términos «cancer colorrectal» y «Fusobacterium nucleatum». Se realiz6
un metaanalisis con el software Stata.
Resultados: Un total de 57 articulos fueron incluidos en la revision sistematica. El metaanalisis indic6 una
mayor presencia de F. nucleatum en muestras de tejido tumoral de CCR, con respecto a muestras control
de tejido sano, con una odds ratio de 4,558 (IC 95%: 3,312-6,272), y cuando se utilizaron muestras control
de adenomas colorrectales, con una odds ratio de 3,244 (IC 95%: 2,359-4,462).
Conclusion: Hay una mayor presencia de F. nucleatum en el CCR. Sin embargo, se necesitan estudios que
demuestren esta relacion.
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The association between Fusobacterium nucleatum and cancer colorectal: a
systematic review and meta-analysis

ABSTRACT

Introduction: The etiological factors of colorectal cancer (CRC) are not precisely known, although genetic
and environmental factors have been implicated. A possible association with Fusobacterium nucleatum
may provide opportunities for an early diagnosis.

Objective: To review studies that address the association between F. nucleatum and CRC.

Methods: The MEDLINE PubMed database was searched using the terms «colorectal cancer» and
«Fusobacterium nucleatumn», retrieving publications published up to January 1 2020. Stata software was
used for a meta-analysis.

Results: The systematic review included 57 articles. Meta-analysis results indicated a more frequent
presence of F. nucleatum in CRC tumor tissue samples in comparison to control samples of healthy tissue,
with an odds ratio of 4.558 (95% CI: 3.312-6.272), and in comparison, to control samples of colorectal
adenomas, with an odds ratio of 3.244 (95% CI: 2.359-4.462).
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Conclusion: There is a more frequent presence of F. nucleatum in the CRC. However, further studies are
needed to verify this relationship.
© 2021 Sociedad Espaiiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Published by Elsevier

Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Introduccién

La etiologia del cancer colorrectal (CCR) es multifactorial e
incluyen alteraciones genéticas y epigenéticas'. También podrian
intervenir factores extrinsecos como la disbiosis intestinal?, pero
existe una variabilidad interindividual, debido a multiples facto-
res genéticos y ambientales?, por ello resultaria de especial interés
investigar la existencia de un denominador microbiano comun.
Fusobacterium nucleatum (FN) ha sido una de las bacterias mas
estudiadas*-%. Es una bacteria anaerobia, gramnegativa, que reside
en la cavidad oral como microbiota comensal, pero también es un
patégeno oportunista en las enfermedades periodontales, princi-
palmente en gingivitis y periodontitis’. Su poder patégeno reside
en sus factores de virulencia, entre los que destacan: la presencia de
fimbrias, lipopolisacaridos, factores inhibidores de la quimiotaxis
de los leucocitos polimorfonucleares y la elaboracién de metaboli-
tos toxicos tisulares®. Sin embargo, el mas importante es laadhesina
FadA, ya que se ha demostrado que es el mayor estimulante de la
inflamacién al crear un ambiente proinflamatorio crénico que acti-
varia sefiales oncogénicas, estimulando las células epiteliales® ',
Estudios recientes han demostrado un aumento de FadA en el tejido
neoplasico del CCR, junto con otros marcadores proinflamatorios
como COX-2, IL-8, IL-6, IL18 y TNF-a ',

La posibilidad de que FN pueda formar parte del proceso de car-
cinogénesis podria abrir posibilidades en el diagnéstico precoz. Por
lo tanto, estaria justificado analizar exhaustivamente la evidencia
actual sobre la relacion entre FN y el CCR. El objetivo de este trabajo
fue integrar la informacion disponible sobre la relacién entre FN y
el CCR, a través de un metaanadlisis.

Material y métodos

El metaanalisis tuvo un componente cualitativo (revisién sis-
temadtica) y otro cuantitativo. La revisién sistematica fue una
descripcién de los trabajos publicados que considera los estudios
individuales como «sujetos» de estudio. Asi, se realizé una bus-
queda sistematica de todos los articulos publicados, en inglés o
espaiiol, en revistas indexadas en MEDLINE, ISI Web of Knowledge
y Cochrane Library. Los términos de basqueda utilizados fueron
«colorectal cancer» y «Fusobacterium nucleatum». Los criterios de
seleccion fueron el limite temporal, ya que la bisqueda se restringio
a todos los articulos publicados, en formato paper y/o electrénico,
antes de enero de 2020, el tipo de estudio, seleccionando los estu-
dios de investigacién, y el idioma, limitados a los redactados en
inglés y en espaiiol. Se utiliz6 como criterios de exclusién los traba-
jossobrelarelacion de FN con otras enfermedades diferentes al CCR,
la relacién del CCR con bacterias diferentes a FN y el aislamiento de
FN en especies diferentes al ser humano; asi como las revisiones.
Se requirié que los pacientes con CCR estuvieran incluidos en los
estudios, y que el objetivo del estudio fuera la blisqueda directa o
indirecta de FN y que intentara establecer una posible asociacién
entre la infeccién y el CCR. Se utiliz6 un sistema de calidad interno,
que verificé la fiabilidad del método anterior elegido, basado en la
revision detenida de cada publicacion con rastreo de la bibliografia
de las publicaciones para evitar las pérdidas.

El componente cuantitativo se refirié a la agrupacion estadis-
tica de los resultados, actuando los estudios individuales como los
sujetos de la investigacion, obteniéndose, en cada publicacién y en

conjunto con las demas, la significacion estadistica del analisis, el
intervalo de confianza al 95%, la odds ratio (OR) y los pesos de los
trabajos. Para estimar la medida ponderada se utiliz6 el modelo
de efectos aleatorios por el método de DerSimonian y Laird!?, el
cual se ve menos afectado ante la heterogeneidad entre los estu-
dios. Para valorar la heterogeneidad se utilizé la prueba del inverso
de la varianza. Ademads, se calculd el indice de inconsistencia I? de
Higgins, cuyo valor indica el porcentaje de variabilidad debida a la
heterogeneidad entre estudios. Valores por encima del 75% indican
un nivel de heterogeneidad fuerte, y sugeriria la necesidad de reali-
zar estudios adicionales. Las pruebas de Begg'? y Egger'“ se usaron
para detectar sesgo de publicacién. El andlisis de los datos se realizé
con el software Stata Release, version 14.

Resultados
Revision sistemdtica

La basqueda de los articulos recuperé 199 publicaciones, de los
que se seleccionaron 57 trabajos (tabla 1y fig. 1) que fueron publi-
cados entre 2011 y 2019, al menos en su versién on-line. Se han
denominado Controles-1 las muestras control de zona no tumoral
(40 trabajos-70,2%: 15 tejidos adyacentes no tumorales; 4 muestras
fecales; 2 muestras sanguineas; una muestra salival; 18 muestras
de tejidos sin tumor) y Controles-2 las obtenidas de adenomas
(16-28,1%). La columna Prueba-1 indica la prueba descrita por los
autores para detectar el microorganismo. Ademas, algunos de los
trabajos incluyen el uso de pruebas de laboratorio adicionales, que
se ha denominado Prueba-2. Para finalizar, se han recogido, tam-
bién, la conclusién mas importante de los articulos de investigacion
(columna «Comentarios articulo»).

Se comprob6 un aumento del nimero de los trabajos publicados
con el paso de los afios, pero no fue hasta 2017 cuando aumento sig-
nificativamente esta investigacion. El sexo de los casos se describié
en 20 (35,1%) trabajos; en los Controles-1 en 11 (19,3%) estudios
y en los Controles-2 en 5 (31,2%) trabajos. Hasta el afio 2015 nin-
gln trabajo describi6 el sexo de los participantes en el estudio. Los
trabajos mas recientes si tienden a indicar el sexo de la poblacién
estudiada. Cuando se analiza la distribucién de los estudios con
datos cuantitativos, para los Casos, Controles-1y Controles-2, estos
aparecen indicados en 40 (70,2%), 22 (38,6%%) y 10 (25%) articulos,
respectivamente.

Andlisis cuantitativo

En cuanto al nimero de positivos en las muestras de CCR, los
mayores porcentajes de positivos se obtuvieron en los estudios de
Castellarin et al.’>, Kostic et al.#, Fukugaiti et al.>> y Guevara et al.5,
enlos que la totalidad de las muestras de CCR analizadas obtuvieron
un resultado positivo en las pruebas de laboratorio. Por el contra-
rio, el menor porcentaje de resultados positivos se encontré en el
estudio de Nosho et al.?4, donde solo un 8,6% de las muestras arro-
jaron un resultado positivo. En cuanto al nimero de muestras de
los Casos en cada trabajo, es muy variado. Asi el menor niimero se
encontr6 en los estudios de Mira-Pascual et al.'” y Fukugaiti et al.??,
con un total de 7 casos analizados cada uno. El mayor tamafio
muestral para los Casos se correspondi6 con el estudio de Liu et al.*2,
con un andlisis de 2.759 muestras. Cabe destacar que solo hay 4 (7%)
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Tabla 1

Revision sistematica de la bibliografia publicada en la base de datos MEDLINE PubMed hasta el dia 1 de enero de 2020 sobre la relacién entre Fusobacterium nucleatumy el cancer colorrectal

Autor Ao Sexo total Casos Sexo Control-1: Sexo Descripcion Control-2: Sexo (Qué se analiza? Prueba 1 Prueba 2 FN+/total FN+/total FN+/total Comentarios articulos
Publicacién  (m:h) CCR Casos No CCR(n) Control-1 Grupo Adenomas Control-2 Casos Control-1 Control-2
fisica CCR Control-1 (n)
(m:h)
Castellarin et al.15 2012 NC 11 NC 99 NC Tejidos adyacentesno  NC NC RNA PCR NC 11/11 9/11 NC Mayor porcentaje de
tumorales FN en CCR que en
tejido normal
Rubinstein et al.!6 2013 NC 51 NC 14 NC Tejidos de sujetos sin ~ NC NC RNAm PCR NC NC NC NC Mayor porcentaje de
tumor FadA en CCR que en
tejido normal
Kostic et al.# 2013 NC 27 NC 31 NC Tejidos de sujetos sin 28 NC DNAy RNA PCR FISH 2727 15/31 24/28 FN crea un estado
tumor proinflamatorio que
favorece la progresién
aCCR
Warren etal.!” 2013 NC 65 NC 65 NC Tejidos adyacentesno  NC NC rRNA Metatran- NC NC NC NC Mayor porcentaje de
tumorales scriptémica FN en CCR que en
tejido sano adyacente
Flanagan et al18 2014 NC 122 NC 174 NC Tejidos adyacentesno 52 NC DNA PCR NC 70/122 33/174 12/52 FN puede usarse como
tumorales marcador para el CCR
Mira-Pascual etal.'9 2014 NC 7 NC 5 NC Tejidos de sujetos sin ~ NC NC DNAy RNA PCR Pirosecue 2(7 0/5 NC El aumento de niveles
tumor nciacién de las bacterias
estudiadas se
correlaciona con el
CCR
Tahara et al.20 2014 NC 149 NC 89 NC Tejidos adyacentesno  NC NC DNA PCR NC 78/149 27/89 NC Mayor porcentaje de
tumorales FN en CCR que en
controles
Ito et al.2! 2015 NC 511 225:286 20 NC Tejidos de sujetos sin 456 39:59 DNA PCR NC 286/511 3/20 142/456 Mayor porcentaje de
tumor FN en CCR que en
controles
Mima et al.22 2015 NC 598 NC 558 NC Tejidos adyacentesno  NC NC DNA PCR NC 76/598 19/558 NC FN crea un estado
tumorales proinflamatorio que
favorece la progresién
aCCR
Yuetal.10 2015 NC 42 NC 52 NC Tejidos adyacentes no 47 NC DNA PCR NC NC NC NC Mayor porcentaje de
tumorales FN en CCR que en
controles
Fukugaiti et al.23 2015 4:13 7 2:5 10 2:8 Heces NC NC DNA PCR FISH 717 9/10 NC Mayor porcentaje de
FN en CCR que en
controles
Nosho et al.24 2016 NC 511 225:286 NC NC No hay tejido control ~ NC NC DNA PCR NC 44/511 NC NC Menor porcentaje de
positivos para FN en la
cohorte japonesa
Repass et al.25 2016 NC 40 NC 40 NC Tejidos adyacentesno  NC NC DNA PCR NC NC NC NC Mayor porcentaje de
tumorales FN en CCR que en
tejido normal
Lietal26 2016 46:55 101 46:55 101 46:55 Tejidos adyacentesno  NC NC DNA PCR FISH 88/101 NC NC Mayor cantidad de FN
tumorales en CCR se asocia con
menor tiempo de
supervivencia
Yuetal.2’ 2016 NC 93 NC 20 NC Tejidos de sujetos sin 112 NC DNA PCR NC 62/93 4/20 47/112 FN puede jugar un
tumor papel en la via serrada
de la carcinogénesis
para CCR
Mima et al.28 2016 NC 1.102 NC NC NC No hay tejido control ~ NC NC DNA PCR NC 138/1.102 NC NC Aumenta la

proporcién de FN
desde los CCR del
recto a los cecales

‘DS2LO-ID]JIA d

I

odx;

‘ID12 030S-Z2.L191IND) "I ‘ZINY-031S

pEC-12Z (2202) 0% a1ul)D DIS0]0IGOLIYN A SDS013afu] SapvpauLIdfug



LTT

Tabla 1 (continuacién)

Autor Afio Sexo total Casos Sexo Control-1:  Sexo Descripcion Control-2: Sexo ¢Qué se analiza? Prueba 1 Prueba 2 FN+/total FN+/total FN+/total Comentarios articulos
Publicacién  (m:h) CCR Casos No CCR(n)  Control-1 Grupo Adenomas Control-2 Casos Control-1 Control-2
fisica CCR Control-1 (n)
(m:h)
Yuetald 2017 NC 74 NC 54 NC Tejidos de sujetos sin ~ NC NC DNA PCR NC 39/74 2/54 NC FN promueve la
tumor progresion de CCR a
través de la
modulacién de las vias
de la autofagia
Suehiro et al.29 2017 NC 158 NC 60 NC Tejidos de sujetos sin 19 NC DNA PCR NC NC NC NC Media de copias de
tumor FN: 17,5 en el grupo
control, 122 adenoma,
317 CCR
Liang et al.30 2017 NC 203 NC 236 NC Tejidos de sujetos sin ~ NC NC DNA PCR Secuenciacion NC NC NC Mayor porcentaje de
tumor metagenémica FN en CCR que en
controles
Wong et al31 2017 NC 104 NC 102 NC Tejidos de sujetos sin 103 NC DNA PCR NC NC NC NC Mayor cantidad de FN
tumor en los adenomas con
respecto a los
controles p=0,022
Mehta et al.32 2017 NC 1.019 NC NC NC No hay tejido control ~ NC NC DNA PCR NC 125/1.019 NC NC La asociacién de la
dieta con CCR es
modificada por FN
Chen et al.33 2017 NC 98 40:58 NC NC No hay tejido control ~ NC NC DNA FISH NC 61/98 NC NC FN invasivo activa la
via de sefializacién
beta-catenina
Ye et al.34 2017 NC 25 NC 25 NC Tejidos adyacentesno NC NC DNA PCR NC 4/25 2/[25 NC Mayor porcentaje de
tumorales FN en CCR que en
controles
Amitay et al35 2017 220:280 46 15:31 231 121:110 Tejidos de sujetos sin 223 84:139 DNA PCR NC 25/46 58/231 53/223 Mayor porcentaje de
tumor FN en CCR que en
controles
Park et al.36 2017 82:78 160 82:78 NC NC No hay tejido control ~ NC NC DNA PCR NC 107/160 NC NC La mayor cantidad de
FN en muestras
tumorales se
correlaciona con la
presencia de
macré6fagos
intratumorales
EkI5f et al.37 2017 NC 39 19:20 65 30:35 Tejidos de sujetos sin ~ NC NC DNA PCR NC 27/39 15/65 NC Mayor cantidad de FN
tumor en CCR que en
controles
Bullman et al.38 2017 NC 77 NC NC NC No hay tejido control ~ NC NC RNA PCR FISH 45(77 NC NC La reduccién de FN
con antibidticos
produce una menor
proliferacion
cancerigena
Drewes et al.39 2017 NC 58 NC 34 NC Tejidos de sujetos sin ~ NC NC RNA PCR FISH 17/58 1/34 NC Mayor cantidad de
tumor bacterias en CCR que
en tejido sano
Yamaoka et al.40 2018 NC 100 NC 72 NC Tejidos adyacentesno  NC NC DNA PCR 75/100 4672 NC Mayor cantidad de FN
tumorales en CCR que en
controles
Guevara et al.t 2018 NC 37 NC 37 NC Tejidos de sujetos sin ~ NC NC Anticuerpos anti-FN ELISA NC 37/37 12/37 NC La proteina Fap2 de
tumor FN es antigénica
Dai et al.41 2018 206:320 255 92:163 271 114:157 Heces NC NC DNA Metagenémica NC NC NC NC Mayor porcentaje de
FN en CCR que en
controles
Liu et al.42 2018 NC 2.759 NC NC NC No hay tejido control ~ NC NC DNA PCR NC 951/2.759 NC NC Asociacion positiva de

dietas empiricas
inflamatorias (EDIP)
con CCR FN+
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Tabla 1 (continuacién)

Autor

Afio
Publicacion
fisica

Sexo total
(m:h)

Casos
CCR

Sexo
Casos
CCR
(m:h)

Control-1:
No CCR (n)

Sexo
Control-1

Descripcion
Grupo
Control-1

Control-2: Sexo
Adenomas Control-2

(n)

(Qué se analiza?

Prueba 1

Prueba 2

FN+/total
Casos

FN+/total
Control-1

FN+/total
Control-2

Comentarios articulos

Chen et al.43

Guo et al. 44

Komiya et al 45

Lee et al.46

Rezasoltani et al.*7

Hamada et al.48

Ohetal.49

Proenga et al.>0

Zhang et al51

Saito et al.>2

Guo et al.>3

Feng et al.>4

Tunsjo et al.>s

Bundgaard
-Nielsen et al.”’®

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2018

2019

2019

2019

2019

2019

2019

NC

NC

NC

NC

NC

609:432

231:362

NC

41:53

30:51

NC

13:12

NC

141:132

25

215

14

246

NC

1.041

593

43

94

24

46

25

99

NC

NC

NC

NC

NC

609:432

231:362

NC

41:53

7:17

NC

8:7

NC

55:44

156

NC

NC

31

NC

NC

70

NC

10

36

10

22

76

NC

NC

NC

NC

15:16

NC

NC

NC

NC

7:3

NC

55

NC

35:41

No hay tejido control

Tejidos de sujetos sin

tumor

No hay tejido control

No hay tejido control

Tejidos de sujetos sin

tumor

No hay tejido control

No hay tejido control

Tejidos adyacentes no
tumorales
No hay tejido control

Tejidos de sujetos sin
tumor

Sangre

Tejidos de sujetos sin
tumor

Tejidos de sujetos sin
tumor

Tejidos adyacentes no
tumorales

NC NC

NC NC

NC NC

87 33:54

NC NC

NC NC

27 NC

NC NC

47 16:31

NC NC

NC NC

25 NC

96 51:47

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

rRNA

DNA

DNA

DNA

DNA

FISH

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

PCR

Secuenciacién
gendmica

PCR

PCR

PCR

Inmunofl-
uorescencia

NC

NC

NC

NC

NC

NC

NC
Microarray

NC

NC

Western blot

Secuenciacién

16S rRNA

Secuenciacién
16S rRNA

NC

NC

8/14

NC

NC

135/1.041

204/593

33/43

21/90

1424

NC

10/15

15/25

23/99

NC

NC

NC

NC

NC

NC

NC

23/70

NC

NC

NC

5/10

5/25

NC

NC

NC

NC

NC

NC

NC

NC

14/27

NC

28/47

NC

NC

4/22

3/96

Mayor expresion de
TOX y CD4+ en tejidos
FN— comparados con
los FN+. Correlacién
negativa entre la
abundancia de FNy la
expresion de TOX

La relacién
FN/Bifidobacterium
tuvo una sensibilidad
del 84,6% y una
especificidad del
92,3% en detectar CCR
Muestras de FN en
tejido tumoral y en
saliva

Altos niveles de FN se
asocian con una
menor supervivencia
en las metdstasis de
CCR

Relaci6n significativa
entre el tamafio del
polipoy la
cuantificacion de FN
La asociacién de FN
con el CCR es diferente
dependiendo de si el
tumor tiene alterada
la via de los
microsatélites

El pronéstico del
tumor en relacién con
FN depende de la
localizacion del CCR
FN es un factor de
riesgo para CCR

FN induce la expresion
del gen BIRC3 en CCR
FN puede asociarse
con CCR y adenomas,
y es un potencial
marcador diagnéstico
para ambos

Mayor presencia de
FN en los tejidos
tumorales que en las
muestras sanguineas
La expresion de la
proteina CREB se
correlaciona con la
metastasis de CCR ya
sea en FN+ como FN—
PCR para la deteccién
de FN podria ser
incluida como
biomarcador de CCR
No hay evidencia de
que FN intervenga en
el desarrollo de
adenomas, pero puede
tener un papel en la
transicién de
adenoma a CCR
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Tabla 1 (continuacién)

Autor

Ao
Publicacion
fisica

Sexo total
(m:h)

Casos
CCR

Sexo
Casos
CCR
(m:h)

Control-1:
No CCR (n)

Sexo
Control-1

Descripcién
Grupo
Control-1

Control-2: Sexo
Adenomas Control-2

(n)

¢Qué se analiza?

Prueba 1

Prueba 2 FN+/total

Casos

FN+/total
Control-1

FN+/total
Control-2

Comentarios articulos

Guven et al.5”

Yachida et al.>8

Leung et al.>9

Kunzmann et al.50

Butt et al.b1

De Carvalho et al.52

Chen et al.63

Mima et al.5%

Liang et al.65

Haruki et al.o6

Chen et al.67

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

NC

NC

10:9

60:130

NC

NC

36:55

208:304

NC

423:301

NC

71

258

19

190

152

91

256

274

724

148

NC

NC

10:9

60:130

NC

NC

36:55

208:304

NC

423:301

NC

77

291

19

190

57

NC

NC

353

NC

NC

NC

NC

10:9

60:130

NC

NC

NC

NC

NC

NC

NC

Saliva de controles no
cancerosos

Heces
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Figura 1. Diagrama de flujo de la revision sistematica.

trabajos que superen los 1.000 individuos con CCR, y que fueron
llevados a cabo entre los afios 2017 y 2018.

En la tabla 2 se reflejan los estudios (18 de los 40, 45%) que
compararon, en Casos y Controles-1, la positividad de marcadores
de infeccién por FN con datos cuantitativos de muestras de tejidos
colénicos con pruebas de biologia molecular. Por su peso, destacan
los estudios Mima et al.?8, Flanagan et al.'® y Tahara et al.2°. Todos
estos articulos tienen un peso superior al 10%. La estimacién global
de la OR de los resultados individuales obtenidos en estos trabajos
dio un resultado de 4,558 (IC 95%: 3,312-6,272), que nos permite
concluir que hay asociacién significativa (p<0,001) entre FN y el
CCR cuando se utilizaron los Controles-1. Para calcular la heteroge-
neidad se llevé a cabo la prueba del inverso de la varianza, con un
valor de x2exp.=30,54, con 17 grados de libertad y p=0,023, por lo
que las diferencias encontradas entre los estudios no fueron debi-
das al azar. El estudio de heterogeneidad se corrobor6 utilizando
la 2 de Higgins, con un resultado de I2 = 44, 3% (tabla 2 y fig. 2).
No hubo sesgo de publicacién evidente, tal y como se indica en las
pruebas de Begg y Egger que no fueron significativas (p=0,767 y
p=0,210, respectivamente) (fig. 3).

En la tabla 3 se reflejan los estudios (9 de los 16, 56,25%) que
compararon, en Casos y Controles-2 (adenomas colorrectales), la
positividad de marcadores genéticos de infeccién por FN con datos
cuantitativos de muestras de tejidos colénicos con pruebas de
biologia molecular. Destacan por su peso los trabajos de Ito et
al2!, Flanagan et al.’®, Yu et al.2” y Amitay et al.>>, con un peso
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Tabla 2

Relacién de los 18 estudios que compararon, en Casos y Controles-1, la positividad
de marcadores de infeccién por Fusobacterium nucleatum en muestras de biopsia
intestinal mediante biologia molecular

Estudio OR IC 95% % peso
Castellarin et al., 2011 6,053 0,258-142,040 0,96
Kostic et al., 2013 58,548 3,282-1.044,602 1,14
Flanagan et al., 2014 5,752 3,413-9,693 10,85
Mira-Pascual et al., 2014 5,000 0,192-130,024 0,90
Tahara et al., 2014 2,523 1,449-4,393 10,46
Ito etal., 2015 7,203 2,085-24,884 4,62
Mima et al., 2015 4,130 2,463-6,926 10,91
Yuetal,, 2017 28,971 6,567-127,806 3,55
Yuetal, 2016 8,000 2,465-25,968 4,96
Ye et al, 2017 2,190 0,363-13,219 2,61
Amitay et al., 2017 3,551 1,850-6,815 9,34
Yamaoka et al., 2018 1,696 0,876-3,282 9,24
Eklof et al., 2017 7,500 3,074-18,297 6,97
Drewes et al., 2017 13,683 1,730-108,242 2,06
Proenga et al., 2018 6,743 2,838-16,026 7,20
Feng et al., 2019 2,000 0,388-10,309 3,04
Tunsje et al., 2019 6,000 1,693-21,262 4,50
De Carvalho et al., 2019 2,543 1,007-6,421 6,68

D +L pooled OR 4,558 3,312-6,272 100,00

Heterogeneidad x%=30,54 (g.l.=17) p=0,023.

I? (variacién en OR atribuible a la heterogeneidad)=44,3%.
Estimacion de la varianza entre estudios Tau-cuadrado=0,1736.
Test de OR=1:z=9,31, p=0,000.

superior al 12%. La estimacién global de la OR de los resultados
individuales obtenidos en estos trabajos dio un resultado de 3,244
(IC 95%: 2,359-4,462), lo cual muestra una asociacién estadistica-
mente significativa entre la presenciade FNy el CCR(p <0,001). Para
analizar la heterogeneidad se llevé a cabo la prueba del inverso de
la varianza, con un valor de y2exp.=12,33, con 8 grados de liber-
tad y p=0,137, lo cual muestra que existe homogeneidad entre los
estudios comparados. Ademas, la F de Higgins mostré un valor del
35,1%, indicando un bajo nivel de heterogeneidad (tabla 3 y fig. 4).

No hubo sesgo de publicacién evidente, tal y como se indica en
las pruebas de Begg y Egger que no fueron significativas (p=0,108
y p=0,441, respectivamente) (fig. 5).

Discusion

En este estudio se observa que larelacién entre FN 'y el CCR es un
tema que suscita interés, ya que hay un crecimiento exponencial
de los trabajos que investigan esta relacion. En cuanto al tamafio
muestral de los estudios, 31 (54,4%) contaban con un ndmero de
muestras de casos inferior a 100, y solo 4 (7%) presentaban mas
de 1.000 muestras. Igualmente, en los trabajos publicados, solo
22 (55%) presentaban datos numéricos para los Controles-1 y 10
(17,5%) para los Controles-2. No obstante, en los tltimos afios se
ha ido corrigiendo este hecho y en los estudios mas actuales la
tendencia es publicar los valores correspondientes. Ante todo, es
necesario que los estudios que se lleven a cabo en el futuro presen-
ten los datos numeéricos cuantitativos para la positividad de FN en
las muestras, ya que aporta una evidencia s6lida y tratable estadis-
ticamente sobre su asociacién con el CCR. Otro hecho importante
es la influencia del sexo en los resultados, que apenas ha sido estu-
diada en este campo, ya que en muchos estudios se prescinde de
estos datos. El desglose por sexos de esta relacién podria poner en
evidencia si este podria considerarse un factor de riesgo en relacién
con la presencia de FN, ya que las enfermedades crénicas no trans-
misibles se relacionan con el estilo de vida de hombres y mujeres.
En esta revisién sistematica solo se indica el sexo de los pacientes
en 20 (35,1%) estudios del total de 57 articulos recopilados.

De forma semejante podrian estudiarse en futuros trabajos otras
variables, como la dieta, ya que es un factor que algunos estudios,
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Study %
ID OR (95% Cl) Weight
Castellarin et al 2011 — 6.05 (0.26, 142.04) 0.96
Kostic et al 2013 -E—o—) 58.55 (3.28, 1044.60)1.14
Flanagan et al 2014 —— 5.75 (3.41,9.69) 10.85
Mira-Pascual et al 2014 _ 5.00 (0.19, 130.02) 0.90
Tahara et al 2014 —O—E 2.52 (1.45, 4.39) 10.46
Ito et al 2015 —_— 7.20 (2.08,24.88)  4.62
Mima et al 2015 —— 4.13 (2.46, 6.93) 10.91
YuJetal 2017 D ——— 28.97 (6.57, 127.81) 3.55
Yu etal 2016 —_— 8.00 (2.46,25.97) 4.96
Ye et al 2017 ——+—5— 2.19(0.36,13.22)  2.61
Amitay et al 2017 - 3.55 (1.85, 6.82) 9.34
Yamaoka et al 2018 = 1.70 (0.88, 3.28) 9.24
Eklof et al 2017 —;-o— 7.50(3.07,18.30) 6.97
Drewes et al 2017 —_— 13.68 (1.73, 108.24) 2.06
Proenca et al 2018 —_— 6.74(2.84,16.03)  7.20
Feng et al 2019 —_—— 2.00(0.39, 10.31)  3.04
Tunsje et al 2019 —_— 6.00(1.69,21.26) 4.50
de Carvalho et al 2019 —o—E— 2.54 (1.01, 6.42) 6.68
Overall (I-squared = 44.3%, p = 0.023) 0 4.56 (3.31, 6.27) 100.00
¥

NOTE: Weights are from random effects analysis E

.l1 1 1] 0

Figura 2. Forest plot de los 18 estudios que compararon, en Casos y Controles-1, la positividad de marcadores de infeccién por Fusobacterium nucleatum en muestras de

biopsia intestinal mediante biologia molecular.
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Figura 3. Funnel plot de los 18 estudios que compararon, en Casos y Controles-1, la
positividad de marcadores de infeccién por Fusobacterium nucleatum en muestras
de biopsia intestinal mediante biologia molecular.

Tabla 3

Relacién de 9 estudios que compararon, en Casos y Controles-2, la positividad de
los marcadores de infeccion por Fusobacterium nucleatum en muestras de biopsia
intestinal mediante biologia molecular

Estudio OR IC95% % peso
Kostic et al., 2013 10,102 0,517-197,311 1,11
Flanagan et al., 2014 4,487 2,145-9,388 12,37
Ito et al., 2015 2,811 2,158-3,661 29,36
Yuetal, 2016 2,766 1,562-4,899 16,85
Amitay et al., 2017 3,819 1,980-7,366 14,35
Proenga et al., 2018 3,064 1,089-8,623 7,54
Saito et al., 2019 0,950 0,350-2,580 7,97
Tunsje et al., 2019 6,750 1,755-25,956 4,86
Bundgaard-Nielsen et al., 2019 9,382 2,713-32,442 5,59
D +L pooled OR 3,244 2,359- 4,462 100,00

Heterogeneidad x?=12,33 (g.1.=8) p=0,137.

P2 (variacién en OR atribuible a la heterogeneidad)=35,1%.
Estimacién de la varianza entre estudios Tau-cuadrado =0,0719.
Test de OR=1:z=7,24 p=0,000.

como el de Hussan et al.%%, han recogido y evidenciado que una
dieta rica en fibra se relaciona con un menor riesgo de desarrollar
CCR a pesar de tener un mayor nimero de muestras positivas de
FN en la mucosa coldnica, lo que pareceria contradictorio.

También cabe destacar que la mayoria de las muestras anali-
zadas en los trabajos procedian de tejidos, es decir, las muestras
de CCR procedian del tejido tumoral y las muestras de los controles
procedian de tejido sano, ya que, en principio, su estudio debe apor-
tar unainformacién mas completa. De lo publicado hastala fecha, se
ha deducido que existe una importante presencia de FN en el tejido
del CCR en comparacién con tejidos sanos adyacentes!>1820.28.69
con un aumento gradual de FN desde la mucosa sana hasta el ade-
noma y de este al adenocarcinoma, lo que sugiere que FN puede
jugar un papel importante desde las etapas mas iniciales de la
génesis tumoral col6nica®1%.1870: que hay una asociacién entre
esta presencia y la invasién de ganglios linfaticos por el CCR1>:26.71
y que FN acompaiia a las células tumorales en las metastasis>®.
De esta forma se ha explicado que la cantidad de FN en el CCR
se relaciona con el estadio, resistencia a la quimioterapia, mayor
recurrencia y menor supervivencia, siendo un factor predictivo
independiente10'26'28'38'70'72'73.

Solo 4 (7%) trabajos llevaron a cabo los analisis en muestras feca-
les, uno (1,8%) en muestras sanguineas y otro (1,8%) en muestras
salivares, concluyendo que existe una sobreabundancia de FN en
las heces de pacientes con CCR. FN es 132 veces mas abundante en
las heces de pacientes con CCR y su determinacién se ha sefialado
como un marcador itil para detectar el CCR?°-3!, mostrando una
sensibilidad y especificidad del 80,2% y 80,7%, respectivamente, que
aumentan al 92-93% cuando se combina con la deteccién de sangre
oculta en heces’“. Seria de interés comprobar la asociacién de FN
y el CCR simultaneamente en muestras de tejido, fecales, salivares
y sanguineas, ya que en caso de aumentar los estudios y descubrir
asociacion significativa tendria un gran interés diagndstico para el
paciente puesto que son muestras relativamente ficiles de recoger
y sin necesidad de llevar a cabo una colonoscopia para su obtencién.

En base a todos los estudios realizados hasta la actualidad se
podria aceptar la participacién de FN en el mecanismo de carci-
nogénesis del CCR, ya que existe una asociacién estadisticamente
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Study %
ID OR (95% Cl) Weight
Kostic et al 2013 ——'é 10.10 (0.52, 197.31) 1.11

Flanagan et al 2014 4.49 (2.14,9.39) 12.37
Ito et al 2015 281(2.16,366)  29.36
Yuetal 2016 2.77(1.56,4.90)  16.85
Amitay et al 2017 3.82(1.98,7.37) 1435

Proenga et al 2018 3.06 (1.09, 8.62) 7.54

Saito et al 2019 0.95 (0.35, 2.58) 7.97
Tunsjo et al 2019 6.75(1.76,25.96)  4.86
Bundgaard-Nielsen et al 2019 9.38(2.71,32.44) 559

Overall (I-squared = 35.1%, p = 0.137) 3.24 (2.36, 4.46) 100.00

NOTE: Weights are from random effects analysis

Figura 4. Forest plot de los 8 estudios que compararon, en Casos y Controles-2, la
positividad de marcadores de infeccién por Fusobacterium nucleatum en muestras
de biopsia intestinal mediante biologia molecular.

Begg's funnel plot with pseudo 95% confidence limits
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Figura 5. Funnel plot de los 8 estudios que compararon, en Casos y Controles-2, la
positividad de marcadores de infeccién por Fusobacterium nucleatum en muestras
de biopsia intestinal mediante biologia molecular.

significativa entre la presencia de FN y el CCR; sin embargo, para
determinar que esta bacteria es el verdadero origen del tumor
deberian cumplirse los criterios de causalidad’®, principalmente
la temporalidad, direccién y asociacién. En este caso no se puede
demostrar el criterio de temporalidad, por el cual el efecto debe ser
precedido por la causa. La mayoria de los estudios que investigan
la asociacién entre FN y el CCR son retrospectivos, por lo que no
se puede saber si la bacteria estaba presente antes de desarrollar el
tumor o fue adquirida después; entonces, se necesita mas evidencia
para confirmar esta causalidad.

Multiples estudios, entre los que destacan por su peso en el
metaanalisis los de Mima et al.?8, Flanagan et al.'® y Tahara et al.?°,
confirman que existe una relacién entre FN y el CCR cuando se com-
para tejido sano procedente de Controles-1 y los Casos de CCR,
si bien es necesario clarificar esta asociacion, ya que, entre otras
cosas, actualmente no hay estudios prospectivos que demuestren
que la presencia de la bacteria preceda al desarrollo del tumor. En
la actualidad se conoce que el sustrato etiopatogénico se corres-
ponde con la activaciéon de un estado inflamatorio crénico derivado
de la adhesién de la bacteria a través de un mecanismo de disbio-
sis intestinal. Todo este proceso lleva a un inicio de vias asociadas
con la carcinogénesis colorrectal, destacando la via Wnt/-beta-
catenina cuya disregulacion causa fallos en el crecimiento celular y
progresién tumoral’®. El estudio en profundidad de la activacion de
estas vias proinflamatorias y los mecanismos por los cuales se pro-
ducen abrira mdltiples posibilidades diagnéstico-terapéuticas en
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uno de los tumores mas incidentes de la actualidad, lo cual traeria
consigo un notable beneficio en el curso de esta enfermedad. Nues-
tro metaanalisis indica una mayor presencia de FN en muestras de
tejido tumoral colorrectal con respecto a tejido sano con una OR
de 4,558 y un intervalo de confianza al 95% de 3,312-6,272, lo que
confirma la asociacién significativa entre la presencia de FN en las
muestras de tejido con el desarrollo de CCR; no obstante, es nece-
sario clarificar el sentido de esta relacién con estudios prospectivos
que confirmen la temporalidad de la asociacién, hecho que otros
metaanalisis como el de Hussan et al.58 también mencionan en su
trabajos.

Por otra parte, estudios recientes como el de Yu et al.”® des-
criben el papel de FN en la quimiorresistencia en pacientes con
CCR, indicando que un aumento de la cantidad de FN en el tejido
tumoral se relaciona con una mayor tasa de quimiorresistencia. Por
este motivo seria interesante la realizacién de mas investigacio-
nes sobre el tiempo de supervivencia de los pacientes en relaciéon
con la concentracién de FN en el tejido tumoral, ya que este hecho
podria significar la existencia de mas dianas terapéuticas en esta
enfermedad como el tratamiento erradicador de la bacteria.

En el caso de la comparacién entre los Controles-2 (adenomas
colorrectales) y los Casos de CCR, es importante destacar que no
todos los articulos utilizaban muestras de los mismos tipos de
adenomas colorrectales, estudiando una amplia variedad de tipos
histolégicos dentro de la denominacién de adenoma colorrectal.
Ademas, actualmente hay menos trabajos que relacionen la pre-
sencia de FN con los adenomas colorrectales, por tanto, la escasez
de articulos unida a la falta de uniformidad de criterios parala selec-
cién de las muestras indica que en un futuro deberia estudiarse esta
asociacién con mas profundidad, debiéndose analizar también si FN
contribuye mas que a la formacién del adenoma a la malignizacién
de este.

Hay muiltiples articulos, entre los que destacan Mima et al.28,
Yu et al.” y Lee et al.*5, entre otros, que relacionan la superviven-
cia del CCR en funcién de la presencia o ausencia de FN, si bien no
hay trabajos que demuestren que con la erradicacion de la bacte-
ria pudiera obtenerse un mejor pronéstico en el tratamiento del
tumor o una mejora en el tratamiento quimioterapico. Tampoco
hay estudios que relacionen el tener una buena higiene dental con
la presencia de CCR, ya que al ser FN una bacteria colonizadora de
la cavidad oral, podria estudiarse la relacién entre su cantidad en
dicha cavidad y en la mucosa colénica.

La principal limitacién de esta revisién sistematica es la inclu-
sién de trabajos publicados en MEDLINE PubMed y no en otras
bases de datos ni las tesis doctorales sobre el tema. Por este motivo
asumimos que, aunque escasa, se ha podido perder informacién
publicada, que, por otro lado, presumiblemente podria ser poco
relevante. En cuanto a la limitacién del idioma, solo se han incluido
trabajos publicados en inglés y en espafiol, aunque la mayoria de
las revistas indexadas en MEDLINE estaban publicadas en inglés, y
solo se excluyeron por este motivo 2 trabajos. Incluso la asociacién
de mayor frecuencia de FN en las muestras de CCR no implica una
causalidad que pueda permitir una estrategia preventiva. Podria
ser una consecuencia del tejido tumoral que facilitara la infeccién
posterior por FN.

Conclusiones

En base a los resultados de esta revision sistematica y metaa-
nalisis encontramos que existe asociacién entre la presencia de FN
y el CCR. Finalmente, para obtener una conclusién definitiva, es
necesario que se desarrollen nuevos estudios comparativos, con
un namero suficiente de pacientes, que utilicen la combinacién de
varias técnicas microbiolégicas para un mismo sujeto y muestra,
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y analicen simultaneamente tejidos neoplasico y sano, mediante
técnicas estandarizadas y con una adecuada sensibilidad.
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