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RESUMO

O supercrescimento bacteriano do intestino delgado (SCBID) € definido como
um aumento no numero e/ou alteragao no tipo de bactérias no intestino delgado. Na
sua patogénese incluem dano a valvula ileocecal e anormalidades anatdbmicas,
comuns na doenga de Crohn (DC). O presente estudo tem como objetivo estudar a
prevaléncia e preditores de SCBID em pacientes com DC, assim como avaliar a
relacao entre SCBID e inflamacéao sistémica e/ou intestinal.

Neste estudo transversal, entre Junho de 2013 e Janeiro de 2015, 92 pacientes
com DC e 97 controles com queixas gastrointestinais ndo cronicas foram avaliados
quanto a presenga de SCBID usando o teste respiratorio (TR) com hidrogénio e
metano exalados. Regressao logistica multivariada foi realizada para investigar a
potencial associagdo entre SCBID com dados demograficos, caracteristicas da
doenga, marcadores sistémicos de inflamacédo (proteina C reativa - PCR - e
velocidade de hemossedimentacao de eritrécitos - VHS), e biomarcador fecal de
inflamacéo intestinal (calprotectina fecal - CF).

A taxa de SCBID foi significativamente maior em pacientes com DC do que nos
controles (32,6% vs. 12,4%, respectivamente; p = 0,0008). Os pacientes com e sem
SCBID foram semelhantes de acordo com os dados demograficos, marcadores
inflamatodrios sistémicos e caracteristicas da doenca, exceto o fenétipo estenosante,
mais comum nos pacientes com DC positivos para SCBID (43,3% vs. 19,3%; p =
0,015). Notavelmente, a concentracao de CF foi significativamente mais elevada em
pacientes positivos para SCBID (mediana de 485,8 vs.132,7 ug/g; p = 0,004). Os
pacientes que apresentaram aumento da CF e doencga estenosante tiveram um odds
de 9,43 (IC de 95%, 3,04-11,31; p <0,0001) e 3,83 (95% ClI, 1,54-6,75; p = 0,025),
respectivamente, para o diagndéstico de SCBID.

Em pacientes com DC, o SCBID é uma condicdo altamente prevalente. O
fendtipo estenosante e o aumento da concentracdo de CF foram fortemente e
independentemente associados com a presenga de SCBID. O diagnéstico de SCBID
seguido de tratamento direcionado é recomendado em pacientes com DC,
especialmente no cenario de fenétipo estenosante e/ou na presenga concomitante
de inflamacgao intestinal.

Palavras-chave: Bactéria; microbioma gastrointestinal; crescimento bacteriano;

doenga de Crohn; biomarcadores; inflamagao.



ABSTRACT

Introduction: The small intestine bacterial overgrowth (SIBO) is defined as an
increase in the number and/or change in the type of bacteria in the small intestine. In
its pathogenesis it is important the damage on the ileocecal valve and anatomical
abnormalities, both common in Crohn's disease (CD). The aim of this study was to
determine the prevalence and predictors of SIBO in CD patients as well as to assess
the relationship between SIBO and systemic and/or intestinal inflammation.

In this cross-sectional study, between June 2013 and January 2015, 92 CD
patients and 97 controls with non-chronic gastrointestinal complaints were assessed
for presence of SIBO using the H2/CH4 glucose breath test. Multivariate logistic
regression was performed to investigate the potential association between SIBO and
demographic, disease-related data, systemic markers of inflammation (C-reactive
protein and erythrocyte sedimentation rate), and biomarker of intestinal inflammation
(fecal calprotectin concentration - FCC).

The SIBO rate was significantly higher in CD patients than in the controls
(32.6% vs. 12.4%, respectively, P=0.0008). Patients with and without SIBO were
comparable according to demographics, systemic inflammatory biomarkers, and
disease characteristics, except to the stricturing phenotype more common in the
SIBO-positive CD patients (43.3% vs. 19.3%, P=0.015). Notably, FCC was
significantly higher in SIBO-positive patients (median of 485.8 vs.132.7 ug/g; P =
0.004). Patients presenting increased FCC and stricturing disease had an odds of
9.43 (95% CI, 3.04-11.31; P <0.0001) and 3.83 (95% CI, 1.54-6.75; P=0.025)
respectively, for SIBO diagnosis.

Conclusions: In CD patients, SIBO is a highly prevalent condition. Stricturing
phenotype and increased FCC were strongly and independently associated with the
presence of SIBO. SIBO diagnostic work-up followed by directed treatment is
recommended in CD patients, especially if stricturing disease or concurrent intestinal
inflammation is present.

Key words: Bacteria; gastrointestinal microbiota; bacterial growth; Crohn's

disease; biomarkers; inflammation.



FIGURA 1-

LISTA DE FIGURA

Modelo de cromatografo a gas

20



TABELA 1-

TABELA 2-
TABELA 3-

LISTA DE TABELAS

Prevaléncia do supercrescimento bacteriano de intestino

delgado entre diferentes patologias 18
indice de Atividade da Doenca de Crohn (IADC) 24
indice de Harvey-Bradshaw (IHB) 25



LISTA DE ABREVIATURAS

% Porcentagem

CF Calprotectina fecal

CG Cromatografia gasosa

CHs  Metano

cm Centimetro

CMI  Complexo motor interdigestivo
DC Doenca de Crohn

Dl Doenca inflamatéria intestinal
FE Fase estacionaria

FM Fase Movel

gGrama

Ho Hidrogénio

HP Helicobacter pylori

Ht Hematécrito

HU Hospital Universitario

IADC indice de atividade da doenca de Crohn
IBP Inibidores de bomba de prétons

IC Intervalo de confianca
ID Intestino delgado

lg Imunoglobulina

IgA Imunoglobulina A

IgG3  Imunoglobulina G3

IHB  indice de Harvey-Bradshaw
IMC  indice de massa corpérea
Kg Kilograma

mg Miligrama

P Probabilidade de significancia
PCR Proteina C reativa

pH Potencial hidrogenidnico

POIC Pseudo-obstrucao intestinal crénica
ppm  Partes por milhdo

SCBID Supercrescimento bacteriano de intestino delgado



TGl Trato gastrointestinal
UFC Unidade Formadora de colbnia

VHS Velocidade de hemossedimentacao



SUMARIO

1 INTRODUGAO 11
1.1 Consideragdes gerais 11
1.2 Fisiopatologia e causas de SCBID 12
1.2.1 Falhas na barreira acida do estbmago 13
1.2.2 Falhas na depuracgao do intestino delgado 13
1.2.3 Alteragdes anatdbmicas do intestino delgado 14
1.2.4 Deficiéncias imunes locais e sistémicas 15
1.3 Diagnostico do SCBID 16
1.4 Prevaléncia do SCBID 17
1.5 Teste respiratério com hidrogénio e metano exalados 18
1.6 Consideracgdes terapéuticas 21

1.7 O supercrescimento bacteriano de intestino delgado e a DC 22
1.8 Avaliacao da atividade da DC 22
2 OBJETIVO 26
3 JUSTIFICATIVA 27
4 METODO 28
4.1 Desenho do estudo 28
4.2 Recrutamento dos pacientes 28
4.3 Medidas e desfechos 29
4.3.1 Caracteristicas demograficas e relacionadas a DC 29
4.3.2 Teste respiratério com H, e CH,4 exalados 30

4.4 Anadlise estatistica 30

5 RESULTADOS E DISCUSSAO 32
6 CONCLUSOES 53
REFERENCIAS 54
ANEXOS 62




11

1 INTRODUGAO
1.1 Consideracgdes gerais

Nos ultimos anos descobriu-se que o corpo humano apresenta um contigente
de microorganismos que supera em numero as células humanas, chegando até 100
trilhdes (10™) (WHITMAN et al., 1998; CLEMENTE et al., 2012). As bactérias, virus
e eucariontes que habitam o lumen intestinal dos homens constituem um imenso
ecossistema, denominado microbiota (GOSHAL et al., 2012). O material genético
carreado por estes microorganismos é conhecido como microbioma (CLEMENTE et
al., 2012). A microbiota desempenha um papel fundamental tanto na saude quanto
na doenga nos homens (O’HARA; SHANAHAN, 2006; SHEN; WONG, 2016). Dentre
suas funcdes vitais destaca-se a fermentagdo e absor¢cdo de carboidratos nao
digeridos, produgdo de vitaminas essenciais para o organismo, detoxificacdo de
substancias prejudicais, metabolismo de determinadas drogas, controle no
crescimento de bactérias patogénicas e sua interacédo com o sistema imune (CHOW
et al., 2010; PONNUSAMY et al., 2011).

As bactérias s&o os principais constituintes da microbiota intestinal, em
especial aquelas que integram as divisdes Bacteroidetes e Firmicutes
(TURNBAUGH et al., 2006). Apesar da grande variabilidade na sua composicao, a
microbiota da maioria dos individuos é classificada conforme género predominante:
Bacteroides, Prevotella ou Ruminococcus (ARUMUGAM et al., 2011).

A colonizagdo bacteriana nos intestinos inicia-se desde o nascimento e atinge
seu apice ao final do primeiro ano de vida. A partir de entdo, tende a manter-se
estavel por toda existéncia do individuo (SEKIROV et al., 2010). Varios fatores
influenciam na composi¢cdo da microbiota intestinal, dentre eles, idade, sexo, origem
do individuo, tipo de dieta e fatores ambientais, em especial o uso de antibioticos
(PONNUSAMY et al., 2011).

Grande parte do tubo digestivo incluindo estdbmago, duodeno, jejuno e ileo
proximal, apresenta uma populagcdo escassa de microorganismos, variando entre
10° a 10* bactérias por unidades formadoras de coldnias (UFC), constituida
predominantemente de bactérias gram-positivas e por raros anaerobios. As
bactérias mais comumente isoladas neste segmento incluem: Streptococcus,

Staphylococcus, Enterococcus, Lactobacillus e Corynebacterium. Por outro lado,
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bacilos Gram negativos podem ser encontrados nas porgdes proximais do intestino
delgado (ID) de pessoas com motilidade intestinal preservada, mas n&o
ultrapassando 10°® UFC (BOHM; SIWIEC; WO et al., 2013; GRACE et al., 2013).
Esta microflora surge episodicamente como forma de onda apds as refeicoes e o
seu crescimento € inibido pela acidez do suco gastrico, pela peristalse do ID, pela
acao bacteriostatica da bile e agdo de imunoglobulinas secretadas na luz intestinal
(NEALE et al., 1972).

O ileo terminal atua como uma zona de transicao entre as escassas bactérias
aerodbicas do ID e a numerosa populacédo de bactérias anaerdbias encontradas nos
célons. A valvula ileocecal funciona como uma barreira mecanica, impedido o refluxo
de conteudo coldnico. Qualquer interferéncia neste equilibrio pode contribuir para o
desenvolvimento do supercrescimento bacteriano no intestino delgado (SCBID). O
ceco e demais segmentos do intestino grosso, por sua vez, apresentam um
predominio de bacilos Gram negativos e anaerébios como Escherichia coli,
Klebsiella, Enterobacter, Bacteroides, Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, e
Bifidobacterium (CAMP et al., 2009).

O ID, além das suas fungdes de digestdo, absorgédo e secregdo de nutrientes,
atua com zona de transi¢cao entre o estbmago e o célon. O estdbmago com seu baixo
pH destréi praticamente todos os microorganismos que chegam junto com a
alimentagcao, enquanto o célon se apresenta como um ambiente favoravel para o
desenvolvimento bacteriano (KLAUS et al., 2009).

O SCBID consiste numa colonizagdo aumentada, constituida por diferentes
espécies bacterianas derivadas a partir da flora colénica que ascendem para
segmentos do intestino delgado ou até mesmo para o estdbmago. Quantitativamente,
considera-se SCBID a presenca de = 10° bactérias por UFC no aspirado da
secrecédo do jejuno proximal (BURES et al., 2010; LEE et al., 2015).

1.2 Fisiopatologia e causas do SCBID

Qualquer disturbio no equilibrio da microbiota do ID pode resultar no
aparecimento do SCBID. As principais causas podem ser divididas em: falhas na
barreira acida do estdmago, falhas na depuragdo do intestino delgado, alteragbes
anatémicas e disturbios da imunidade (BOHM; SIWIEC; WO, 2013).
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1.2.1 Falhas na barreira acida do estbmago

Quase a totalidade de bactérias que chega ao estdbmago é eliminada em até 5
minutos em funcdo de seu ambiente fisiologicamente acido. O aumento do pH
durante as refeicbes e logo apds o esvaziamento gastrico podem permitir uma
pequena colonizagdo do trato digestivo superior (GIANNELLA; BROITMAN;
ZAMCHECK et al., 1975). A infec¢ao pelo Helicobacter pylori (HP) pode causar uma
gastrite atréfica, através de uma reducgao das glandulas parietais responsaveis pela
producdo de acido cloridrico, resultando em um aumento do pH e consequente
quebra da barreira acida. A hipocloridria também pode ser resultante de outro tipo de
gastrite atrofica, ndo relacionada a infecgao pelo HP, de etiologia autoimune, comum
em pacientes idosos (BOHM; SIWIEC; WO et al., 2013).

O uso cronico de inibidores de bomba proténica (IBP), em especial nos
pacientes infectados pelo HP, pode ocasionar elevagdo do pH gastrico em até 4
unidades, favorecendo o crescimento de bactérias Gram positivas e no surgimento
de SCBID (COMPARE et al., 2011).

O supercrescimento de bactérias Gram positivas na porgdo proximal do ID nao
apresenta significado clinico até o presente momento, principalmente naqueles
pacientes em que a peristalse intestinal encontra-se preservada (PARLESAK et al.,
2003).

1.2.2 Falhas na depuragao do intestino delgado

Um dos mecanismos essenciais para o controle da proliferacdo de bactérias no
lumen do ID consiste nos movimentos coordenados desempenhados pela peristalse
das algas intestinais que varrem as bactérias antes mesmo que elas possam se
aderir @ mucosa e iniciar sua proliferacdo. Este mecanismo de depuragdo é
coordenado em parte pelas células intersticiais de Cajal, também conhecidas como
“marcapasso” do trato gastrointestinal (TGI). A oscilagdo do potencial elétrico da
membrana celular das células entéricas resulta em um ritmo elétrico intestinal
intrinseco. Através desse ritmo, € possivel estabelecer a direcado e a frequéncia
maxima de contragbes ao longo do TGlI, variando entre trés vezes por minuto no
estdmago até 10-12 vezes no ID proximal (BOHM; SIWIEC; WO, 2013).
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A fase Il do complexo motor interdigestivo (CMI) também participa no controle
da depuragédo da microbiota do TGl. Apds o esvaziamento gastrico, inicia-se uma
etapa de atividade motora conhecida como CMI, ocorrendo tanto no estdémago
quanto no duodeno. Durante esta etapa, fortes contragdes gastricas associadas as
aberturas amplas do piloro realizam uma varredura de restos alimentares que nao
tenham sido bem fragmentados no estdbmago na fase pos-prandial. Esta etapa
interdigestiva divide-se em trés fases distintas de motilidade. A fase | é caracterizada
por auséncia de atividade motora, durando de 45 a 60 minutos; a fase Il dura cerca
de 30 minutos e apresenta contragdes intermitentes, de uma a duas e duas a cinco
por minuto no antro gastrico e no duodeno, respectivamente; e a fase Ill dura entre
cinco a 10 minutos e desenvolve contracbes ritmicas que elevam a pressao
intragastrica ao maximo, com frequéncia de 2,5 a 3,5 e oito a 12 por minuto no antro
e no duodeno, respectivamente. A fase Ill € também conhecida como complexo
motor migratorio. As trés fases do CMI iniciam-se no estdbmago e se propagam até o
ileo terminal. Durante a ingestao alimentar, o CMI é abruptamente interrompido e se
inicia o padrao prandial de motilidade (NASSIF et. al, 2003).

A fase lll do CMI representa a associagao eletromecénica entre as células
intersticiais de Cajal do sistema nervoso entérico e a musculatura lisa entérica.
Qualquer condicdo que interfira no correto funcionamento do sistema nervoso e
muscular entérico pode resultar no SCBID.

As neuromiopatias e miopatias podem ser divididas em primarias e
secundarias. As primarias sao aquelas decorrentes de doencas familiares que
normalmente acometem criancas. Ja as secundarias ou adquiridas ocorrem em
funcao de condigdes sistémicas que afetam a motilidade do ID, incluindo doencgas do
tecido conjuntivo (esclerodermia, polimiosite, doenga mista do tecido conjuntivo,
lupus), enteropatia por radiagdo, sindromes paraneoplasicas, amiloidose (primaria e
secundaria) e medicamentos (principalmente opidides, anti-depressivos triciclicos e
anticolinérgicos) (TARNOPOLSKY et al., 2010).

1.2.3 Alteragbes anatdémicas do intestino delgado
Diversas alteragcbes anatdbmicas e cirurgias no ID podem resultar em reducéo

ou perda de eficiéncia da depuragao da peristalse intestinal, permitindo uma quebra

nos mecanismos protetores e consequente proliferacdo bacteriana. Os diverticulos
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podem ocorrer em toda a extensdo do intestino delgado, sendo os mais comuns
aqueles de 64stio estreito e sendo assintomaticos na maioria dos pacientes. Todavia,
os diverticulos duodenais e jejunais de 6stio largo podem favorecer a estase de
residuos alimentares e a aumento da incidéncia de SCBID (MONTALVO et. al, 1995;
JANEVSKA et. al, 2013).

Cirurgias do TGl que criam algas intestinais cegas, como anastomose em
Billroth 1l e Y de Roux, podem predispor ao SCBID em funcido da reducdo da
exposi¢cao ao suco gastrico, depuragao ineficaz de bactérias e retencédo de alimentos
e secregdes. Estenoses do ID, resultantes de cirurgias prévias, radiagdes ou doenga
de Crohn (DC) também podem predispor a proliferacdo bacteriana (BOHM; SIWIEC;
WO, 2013).

Doengas ou cirurgias que acometem a valvula ileocecal (DC, tuberculose
intestinal, linfoma, ileocolectomia direita) podem quebrar a barreira anatémica deste
segmento, permitindo a ascensdo de bactérias colbnicas para o ID. Pacientes
submetidos a ileostomia também estdo sujeitos ao desenvolvimento de SCBID por
quebra da barreira anatémica (BOHM; SIWIEC; WO, 2013).

1.2.4 Deficiéncias imunes locais e sistémicas

As imunodeficiéncias consistem num grupo heterogéneo de doengas que
incluem anormalidades na imunidade mediada por células e por anticorpos. Embora
0S mecanismos patogénicos envolvidos possam ser varios, as principais
manifestacdes clinicas sado decorrentes de infecgcbes de repeticdo. Na populagéo
pediatrica e adulta, sintomas gastrointestinais podem ocorrer em até 50% dos
pacientes. Estes sintomas incluem diarreia crénica ou recorrente e que muitas vezes
ocasionam uma sindrome de ma absorcédo ou até mesmo em déficit de crescimento
nos infantes. A intensidade dos sintomas se correlaciona com o grau de
imunodeficiéncia e com a presenca ou ndo de uma ou mais deficiéncias
imunoldgicas associadas. Na maioria dos pacientes a causa do envolvimento
gastrointestinal pode permanecer desconhecida, apesar de alguns autores
sugerirem que a colonizagdo do ID possa ser o principal responsavel por estas
alteracdes (PIGNATA et. al, 1990).

Doencgas associadas a redugao dos niveis de células T ou de imunoglobulinas

(lg), como nas deficiéncias locais (IgA) e/ ou nas sistémicas ( 19G3,
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hipogamaglobulinemia), podem facilitar o desenvolvimento de SCBID em func¢do do
comprometimento do sistema imune contra o crescimento desordenado de bactérias
comensais ou do crescimento de bactérias patogénicas (GHOSHAL et. al, 2011;
PIGNATA et. al, 1990).

1.3 Diagnostico do SCBID

O diagndstico clinico de SCBID é dificil de ser estabelecido uma vez que seus
sintomas mais comuns sado encontrados em diversas afec¢des, retardando a sua
deteccao e terapéutica precoces. As principais queixas relatadas pelos pacientes
com SCBID incluem plenitude, flatuléncia, dor e/ou desconforto abdominais e
diarréia. Outros podem se apresentar assintomaticos e nos casos mais graves
podem haver sinais de ma absorgdo, manifestagbes cutaneas, artralgias e
sindromes decorrentes de deficiéncias nutricionais (anemia; tetania por hipocalemia
decorrente de falta de vitamina D e polineuropatia por deficiéncia de vitamina B12)
podem ocorrer (GRACE et al., 2013). Em alguns enfermos, como nos portadores de
DC e/ou doenca celiaca, os sintomas podem servir como fator de confusdo na
diferenciacao entre atividade da doenca intestinal ou associagdo de SCBID. Nestes
casos, muitas vezes sdo realizados exames e tratamentos diversos, expondo estes
pacientes a riscos e gastos desnecessarios, geralmente sem a melhora esperada
dos sintomas (BURES et al., 2010; CASTIGLIONE et al., 2000).

A aspiragdo via enteroscopica e cultura do fluido jejunal persistem como
meétodo padrdo-ouro no diagnéstico do SCBID (TURSI et al., 2003; GRECO et al.,
2015). Doravante, trata-se de um procedimento de técnica dificil, passivel de
contaminacdo da amostra, demorado e de alto custo. Na busca de exames de
elevada sensibilidade e de facil realizacdo foram desenvolvidos os testes
respiratorios para diagnostico de SCBID no inicio da década de setenta (KLAUS et
al., 2009). Atualmente os testes respiratérios mais utilizados sao o teste com xilose
com '“C e teste de hidrogénio e metano exalados. O primeiro, apesar de mais
acurado, com uma sensibilidade e especificidade de até 95% e 94%,
respectivamente, € de menor aplicabilidade pela sua natureza radioativa e custo
elevado (CASTIGLIONE et al., 2000; QUIGLEY; ABU-SHANAB, 2010), enquanto o
segundo é mais amplamente disponivel, de baixo custo e de acuracia razoavel,
entre 70 a 80%.
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1.4 Prevaléncia do SCBID

Em funcdo de suas diferentes definicbes e diferentes técnicas para o seu
diagndstico, a prevaléncia do SCBID e sua associagdo com diferentes condigdes
variam muito entre os principais estudos publicados até o momento (Tabela 1). Em
se tratando do aparelho digestivo, as principais condigbes em que a associagao com
o SCBID estd mais bem estabelecida incluem a pancreatite crébnica com uma
prevaléncia entre 34-92% (MANCILLA et al., 2008), a DC entre 25-88% (TRESPI,
FERRIERI, 1999), reconstrugdo em Y de Roux de 86% (IIVONEN et al., 1998),
outras cirurgias abdominais com 82% (enterectomias, colectomias etc; PETRONE et
al., 2011), esteato-hepatite n&o alcodlica de 50-78% ( MACHADO; COTEZ-PINTO,
2012; DUSEJA; CHAWLA, 2014), sindrome do intestino irritavel entre 4-78%
(MADRID et al., 2007; SANJEEV et al, 2011), doenga celiaca entre 9-67% (TURSI,
BRANDIMARTE; GIORGETTI, 2003), cirrose hepatica entre 50-60%
(GUNNARSDOTTIR, 2003), dentre outras. Em afec¢des acometendo diferentes
sistemas organicos, também foram documentas consideravel associagdo com o
SCBID, como na sindrome da fadiga crénica com uma prevaléncia de 81% (LOGAN;
VENKET; IRANI, 2003; GRACE et. al, 2013), distrofias musculares com 65%
(TARNOPOLSKY et. al, 2010), doengas do tecido conjuntivo (esclerodermia) com
43-55% (PARODI et al., 2008), doenca de Parkinson com 54% (GABRIELLI et al.,
2011) e no diabetes mellitus com 8-44% (OJETTI et al., 2009; RANA et al., 2011).
Existem poucos dados sobre a prevaléncia do SCBID na populagédo geral. Parlesak
et al evidenciaram a preseng¢a do SCBID em 11% de uma amostra de cerca de 330
pacientes (PARLESAK et al., 2003).
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Tabela 1: Prevaléncia do supercrescimento bacteriano de intestino delgado entre

diferentes patologias

Prevaléncia Prevaléncia
(%) (%)
Alteragoes do aparelho Outras afecgoes
digestivo
Vagotomia troncular bilateral 93% Fibromialgia 93%
Pancreatite cronica 34-92% Sindrome da fadiga 81%
cronica
Reconstrugcdo em Y de Roux 86% Distrofias musculares 65%
Doenca de Crohn 25-88% Doencas do tecido 43-55%
conjuntivo
Cirurgia abdominal 82% Doenca de Parkinson 54%
Esteato-hepatite n&o alcodlica 50-78% Hipotiroidismo 54%
Sindrome do intestino irritavel 4-78% Rosacea 46%
Inibicdo da acidez gastrica 26-75% Diabetes mellitus 8-44%
(drogas)
Nutricdo parenteral 70% Insuficiéncia renal 36%
cronica
Doenca celiaca 9-67% Imunodeficiéncias 30-50%
Cirrose hepatica 50-60% Obesidade 17-41%

Fonte: GRACE et. al, 2013; DUSEJA; CHAWLA, 2014.

1.5 Teste respiratorio com hidrogénio e metano exalados

Na década de 80, o teste respiratério (TR) com hidrogénio (H2) exalado surgiu

como uma nova ferramenta no diagndstico de doengas como o SCBID, avaliagao de

ma absorgéo e digestado do ID (intolerancia a lactose, frutose e sorbitol) e disturbios

motores do ID (estimativa do tempo de transito orocecal), dentre outros (FUNAYAMA

et al., 1999). Este teste é relativamente simples, ndo invasivo, ndo toxico, de baixo

custo e apresenta boa acuracia para o diagndstico de SCBID. Tecnicamente, para

sua realizagao administra-se por via oral uma dose pré-determinada de carboidratos

(lactulose ou glicose), com subsequentes coletas de amostras de ar exalado pelo
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paciente em intervalos definidos, em geral a cada 15 minutos, por um periodo médio
de duas a trés horas (LINDBERG, 2009). Esse exame baseia-se no fato de que o Hy,
produzido nos individuos saudaveis, € proveniente da fermentagao por bactérias
colonicas, de alimentos ingeridos. Grande parte desses gases € descartada junto
com as fezes ou sob a forma de flatos, enquanto o restante é transportado por
difusdo para os capilares da mucosa do ID e eliminado nos pulmdes através do ar
exalado (KLAUS et al., 2009). Alguns testes com resultados falso-negativos podem
ser evitados através da medigdo conjunta de metano (CH4) exalado. Cerca de 30%
da populagao apresentam bactérias metanogéncias que convertem o H; produzido
em CH4. O diagnéstico de SCBID fica prejudicado nesses pacientes quando
submetidos ao teste respiratério tradicional, em funcdo de deteccao isolada de H
(DE LACY COSTELLO; LEDOCHOWSKI; RATCLIFFE, 2013).

As leituras das amostras obtidas sao feitas a partir de um aparelho denominado
cromatégrafo a gas (aerégrafo ou separador de gas), que se utiliza da cromatografia
gasosa (CG) ou cromatografia gas-liquido como método de analise. A CG é um
procedimento fisico empregado na separacdo de uma amostra em seus
componentes individuais, sendo que as quantidades relativas de um determinado
componente também pode ser determinada. Esta separagdo € feita através da
distribuicdo da amostra entre duas fases: fase mével (FM) e fase estacionaria (FE).
A FM consiste num gas transportador, podendo ser um gas inerte (hélio) ou um néo
reativo (nitrogénio), cuja finalidade é transportar as moléculas a serem separadas
através de uma coluna. Na cromatografia gas-liquido a FE é formada por uma
camada microscopica de liquido ou polimero (pelicula) sobre um sdlido inerte
(suporte) dentro de uma pecga tubular metalica ou de vidro (coluna). Nesta fase, a
separagao dos componentes € dada por meio da distribuicdo da amostra dentro e
fora da pelicula (LANCAS; MCNAIR, 1982).

A analise de um gas, ou analito, se inicia com a injegdo de um volume pré-
determinado do mesmo, por meio de uma seringa milimetrada (vidro ou plastico), no
cromatégrafo (Figura 1). Conforme as moléculas da amostra sao carreadas pelo gas
transportador através da coluna, ocorre simultaneamente uma inibigdo ou retardo de
sua movimentacdo em funcdo da sua adsor¢cdo nas paredes da referida coluna.
Desta forma, a progressdo dos componentes do analito vai depender da forga de
adsorcao da coluna, que por sua vez, € influenciada pelo tipo de molécula e do gas

da FE. Como consequéncia, os diferentes componentes da amostra de gas séo
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separados conforme sao carreados ao longo da coluna, chegando ao fim da mesma
em tempos diferentes (tempos de retengcdo). A temperatura e o fluxo do gas
carreador também podem interferir no tempo de retencido e na ordem dos diferentes
tipos de moléculas. Apds percorrer a coluna, os componentes passam por um
detector que monitora o seu fluxo de saida, determinando cada componente do
analito e sua respectiva quantidade. Os dados s&o enviados para o computador
(registrador) que registra os valores de cada substancia (GROB; BARRY, 2004).

Figura 1: Modelo de cromatografo a gas

Registrador ou Computador
—_—_ T

Controlador de Fluxo Injetor de Amostra

ﬂ

L

Cilindro

de Gas Detectorj_}}J

D

Coluna Cromatografica

Fonte: Raider, 2008.

O TR utilizando a glicose como substrato diagnostica a presenga de SCBID
quando o aumento do H; e/ou CH,4 do valor basal for = 12ppm em cerca de 120
minutos, com acuracia mais elevada do que o que utiliza a lactulose, 72% e 55%,
respectivamente (PARODI et al., 2009). Outra utilidade descrita por alguns autores
do TR e especifica para pacientes portadores de DC €& a capacidade de diagnosticar
presenca de areas significativas de estenoses, com valor preditivo positivo e

negativo de 96% e 97,8%, respectivamente. Estas areas de estenoses podem ser
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assintomaticas ou responsaveis por sintomas crénicos nestes pacientes (MISHKIN
et al., 2002).

Para evitar falsos resultados nos testes respiratérios, algumas orientagdes
devem ser dadas previamente ao individuo. Antibiéticos modificam a flora colénica
habitual e, portanto, devem ser evitadas, em média, duas a quatro semanas antes
do teste. Laxativos e enemas, como os administrados no preparo de colonoscopias,
resultam numa reducdo do tempo de transito intestinal impedindo a ag¢ao de
fermentacao das bactérias sobre a lactulose ou glicose, necessitando nesses casos,
seguir a mesma orientagdo dada em relagdo aos antibidticos. Também é solicitada
aos pacientes uma reducdo na ingestao de alimentos ricos em fibras e carboidratos
no dia que antecede o exame. Com isso, havera uma diminuigdo significativa na
producao de hidrogénio no intestino, criando-se um ambiente ideal para realizagao
do teste. Outras medidas como evitar o fumo e atividades fisicas vigorosas por pelo
menos 30 minutos antes do inicio e no decorrer do procedimento devem ser adotas,
uma vez que as mesmas alteram as caracteristicas fisioldgicas da respiragao
(LINDBERG, 2009).

1.6 Consideracgdes terapéuticas

O tratamento do SCBID deve incluir, em primeiro lugar, a terapéutica da
doenca subjacente quando presente, suporte nutricional e erradicagdo das bactérias
com determinados antibiéticos. Modificacdes dietéticas como restricdo alimentar de
leite e derivados nas primeiras semanas (intolerancia secundaria a lactose) e
reposicao de deficiéncias vitaminicas e minerais (vitaminas lipossoluveis, calcio,
magnésio e vitamina B12) devem ser adotados por periodos variaveis, conforme a
gravidade do caso (QUIGLEY; ABU-SHANAB, 2010). Medica¢des associadas com a
reducao da peristalse intestinal e os IBP devem ser retirados ou substituidos.

O tratamento antimicrobiano & normalmente empirico pela dificuldade de
realizagao de cultura do aspirado jejunal. O mesmo deve abranger, principalmente,
uma cobertura para bactérias entéricas Gram negativas, tanto aerdbias quanto
anaerobias. As principais drogas incluem ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina,
metronidazol, rifaximina, sulfametozazol-trimetropim, amoxicilina-clavulanato,
neomicina, tetraciclina, dentre outros. Destas, a rifaximina aparenta ser a mais eficaz

para erradicacdo do SCBID em mais de 80% dos casos, contudo, ainda né&o
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disponivel no Brasil (KOO; DUPONT, 2010). Trata-se de um derivado bactericida da
rifamicina, que atua inibindo a sintese protéica bacteriana através da ligagao
irreversivel a RpoB, subunidade beta do DNA bacteriano dependente do RNA
polimerase. (DESCOMBE et al., 1994). A absor¢ao minima da rifaximina pelo trato
gastrointestinal aumenta suas concentragbes no bolo fecal, permitindo maior agéo
contra as bactérias, além de limitar sua toxicidade sistémica (KOO; DUPONT, 2010).
O periodo de tratamento varia em média entre 7 a 10 dias, como um curso unico de
antibidtico, ou através de ciclos de terapia, alternando as medicagcdes para evitar
resisténcia antimicrobiana (BURES et al.,, 2010; PONZIANI; GERARDI;
GASBARRINI, 2016).

1.7 Supercrescimento bacteriano do intestino delgado na doenga de Crohn

A DC é uma doencga inflamatdria crénica transmural e segmentar que pode
afetar o TGl em qualquer local, da boca ao anus, com localizagao preferencial ao
nivel do ileo terminal. Caracteriza-se pela formacdo de ulceragdes, fistulas,
estenoses e granulomas nao caseosos, e evolui tipicamente com periodos de
exarcebagdo e remissao (BAUMGART; SANDBORN, 2012).

Acredita-se que alteracbes na flora bacteriana podem estar envolvidas na
etiologia e atividade da DC; por isso o uso de antibiéticos pode ser uma modalidade
terapéutica para este grupo de pacientes (MISHKIN et al., 2002). O SCBID é uma
condicdo frequente nos pacientes com DC, especialmente naqueles que possuem
fistulas gastrocolica ou jejunocdlica, estase do conteudo intestinal, refluxo cecoileal
causado pela perda da valvula ileocecal, algas cegas de confeccao cirurgica,
obstrucao intestinal e diferentes tipos de desordens de motilidade. Sua prevaléncia
nos pacientes com DC €&, em média de 23%, podendo chegar a até 30% naqueles
individuos submetidos previamente a cirurgias (CASTIGLIONE et al., 2000). O
SCBID pode alterar o pH intra-luminal e, consequentemente, interferir na liberagao
de drogas cujas formulagbes € dependente do pH, como no caso de algumas
apresentacdoes de mesalazina, reduzindo a eficacia destas medicagdes e mantendo
ou agravando os sintomas nos pacientes (TURSI et al., 2003).

1.8 Avaliacao da atividade da doencga de Crohn
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A afericdo da atividade da DC pode ser de dificil realizacdo em decorréncia de
diferentes padrbes de localizagao e extensdo da doenca, bem como a presenga ou
nao de complicagcbes. A inflamagdao pode persistir na auséncia de sintomas
gastrointestinais e, pode, resultar em danos progressivos e complicagdes como
fistulas, abscessos e estenoses. Portanto, o objetivo do tratamento da DC, esta além
do controle dos sintomas, mas também na detec¢do e controle da inflamagdo. A
diferenciacao entre doenga em atividade e em remissao pode ser feita por meio de
escores, como o indice de Atividade da Doenca de Crohn (IADC) e o indice de
Harvey-Bradshaw (IHB), exames de imagem (colonoscopia, enterografia por
tomografia computadorizada ou ressonancia magnética) ou através de
biomarcadores inflamatoérios séricos (PCR e VHS) e fecais (calprotectina fecal).
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE COLOPROCTOLOGIA, COLEGIO BRASILEIRO DE
CIRURGIA DIGESTIVA, SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA, COLEGIO
BRASILEIRO DE RADIOLOGIA, 2011). Apesar de ser adotado na maioria dos
estudos controlados, o célculo do IADC (Tabela 2) € um processo complexo,
envolvendo oito itens, alguns dos quais devem ser registrados durante os ultimos
sete dias. O IHB (Tabela 3), por sua vez, € uma forma simplificada e alternativa ao
IADC, elaborado para tornar a coleta e o calculo de dados mais facil, e por sua
praticidade, também pode ser utilizado na pratica clinica para avaliacdo da atividade
da DC (VERMEIRE et al., 2010). Dentre os diversos biomarcadores, a PCR tem
demonstrado boa associagdo com atividade na DC. Todavia, sua acuracia é
modesta na predicdo de atividade endoscopica. Os biomarcadores fecais, em
especial a CF, tém se mostrado como ferramenta bem acurada para avaliagao da
atividade em pacientes com doenga inflamatéria intestinal (DIl), e apresentam

melhor correlacdo com a atividade endoscépica (LOBATON et al., 2010).



Tabela 2. indice de Atividade da Doenga de Crohn (IADC)

24

Numero de evacuagoes liquidas (diariamente por 7 dias) X 2
Dor abdominal (nenhuma = 0, leve = 1, moderada = 2, intensa = 3 x5
Sensacéao de bem-estar (bem = 0, desconfortavel = 1, ruim = 2, péssimo =3, | x7
terrivel = 4)

Numero de complicagdes: artrite/artralgia, irite/uveite, eritema nodoso/ | x 20
pioderma gangrenoso ou estomatite aftosa, fissura/fistula ou abscesso anal,
outras fistulas, febre > 37,8°C

Uso de loperamida (ndo = 0, sim = 1) x 30
Massa abdominal (n&o = 0, questionavel = 1, com certeza = 5) x 10
Hematocrito (homens 47 — Htc%, mulheres: 42-Htc%) X 6
Peso (1-peso/ peso padréo x 100). Adicione ou subtraia segundo o sinal x1

Total

Fonte: VILELA et al., 2012
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Tabela 3. indice de Harvey-Bradshaw (IHB) ‘

Variavel Descricao Escore

0 = muito bom
1 BEM ESTAR GERAL 1 =bom
2 = ruim

3 = muito ruim

4 = péssimo
0 = nenhum
2 DOR ABDOMINAL 1=leve
2 = moderado
3 = severo
3 N° EVACUACOES LIQUIDAS / DIA 1 = por n°® evacuagao

0 = nenhuma

4 MASSA ABDOMINAL 1= duvidosa

2 = bem definida

3 = bem definida e
dolorosa

1 ponto por item:
* artralgia

5 COMPLICACOES * uveite

* eritema nodoso
* Ulcera aftdides
* pioderma
gangrenoso

« fissura anal

« fistula anal

» abcesso

Total: VERMEIRE et al., 2010.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo avaliar a prevaléncia e preditores de
SCBID em pacientes com DC, assim como verificar a possivel relagao entre SCBID

e inflamacgao sistémica e/ou intestinal.
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3. JUSTIFICATIVA

O SCBID, apesar de apresentar elevada prevaléncia em pacientes com DC,
ainda é uma afecgéo subestimada por muitos médicos. (RUTGEERTS et al., 1981;
CASTIGLIONE et al., 2000; MISHKIN et al., 2002; KLAUS et al., 2009; GRECO et
al., 2015). Geralmente os casos de SCBlI em pacientes com DC séo
subdiagnosticados devido a semelhanga dos sintomas entre as duas enfermidades,
e muitas vezes, o SCBID pode até mimetizar uma exacerbacdo da DC.
Consequentemente, estes individuos podem se submeter a inUmeros exames e
tratamentos dispendiosos (biolégicos e/ou tratamentos cirurgicos), implicando no
aumento de gastos e risco de efeitos adversos, além de nao haver melhora
significativa do quadro. Por outro lado, se confirmado o diagnéstico do SCBID, a
simples instituicdo de antibioticos seria o suficiente para a resolugdo dos sintomas
nestes individuos (CASTIGLIONE et al., 2003; KLAUS et al., 2009).

Por ser tratar de exame de baixo custo, eficaz e de facil realizagdo, o teste
respiratério € uma otima ferramenta a ser incluida no arsenal de exames
complementares aplicados na avaliag&o inicial dos pacientes com DC ou no decorrer
da sua evolucdo. Através de seus resultados e em associacdo com outros exames,
como os biomarcadores de inflamacao sistémica e intestinal, é possivel diagnosticar
o SCBID nesses pacientes e até relaciona-lo a eventuais complicagdes (estenoses)
e/ou presenca da doenca em atividade.

Em nosso meio, ndo existem estudos avaliando prevaléncia e preditores de
SCBID em pacientes com DC. Sera importante determinar estas questdes visando
contribuir para o melhor manejo destes individuos. Adicionalmente, a possivel
correlacao entre SCBID e inflamacao sistémica ou intestinal na DC é muito pouco

avaliada, sendo importante pesquisa a ser realizada.
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4. METODO

4.1 Desenho do estudo

No periodo entre junho de 2013 e janeiro 2015 foi realizado um estudo de
coorte transversal em pacientes ambulatoriais com DC acompanhados no Centro de
Doencas Inflamatérias Intestinais do Hospital Universitario da Universidade Federal
de Juiz de Fora (HU-UFJF) para avaliagdo de SCBID.

4.2 Recrutamento dos pacientes

Foram recrutados 95 pacientes com DC, correspondendo a cerca de 15% dos
enfermos com DC do coorte seguido em nosso Centro. O diagndstico de DC foi
estabelecido previamente pela combinagdo de achados clinicos, radiologicos,
endoscopicos e anatomopatolégicos (FREEMAN, 2009).

Critérios de inclusao foram: idade igual ou superior a 18 anos e igual ou inferior
a 65 anos e diagndéstico de DC previamente estabelecido durante o
acompanhamento ambulatorial no Centro de Doencas Inflamatdrias Intestinais do
HU-UFJF.

Como critérios de ndo inclusdao adotou-se: pacientes que nao estavam na faixa
etaria entre 18 e 65 anos, histéria de cirurgia do TGI superior, multiplas cirurgias
intestinais (exceto uma unica ressecc¢ao ileocecal ou colectomia parcial), presenca
de estoma (colostomia ou ileostomia), sindrome do intestino irritavel, sindrome do
intestino curto, cirrose hepatica, pancreatite cronica, diabetes mellitus, sindrome de
imunodeficiéncia, doengas do tecido conjuntivo, doenga renal terminal, doencas
neuroldgicas, e/ou uso de antibidticos, probidticos, ou IBP dentro de quatro semanas
anteriores ao teste. Mulheres gravidas ou lactantes também n&o foram selecionadas.
Desta forma, neste estudo excluiram-se 14 pacientes por serem menores de 18
anos ou que apresentavam uma doencga grave que necessitava hospitalizagdo ou
cirurgia imediata.

Os controles foram selecionados a partir de individuos com queixas
gastrointestinais inespecificas e ndo crbénicas (duracdo <3 meses) que procuraram
pela primeira vez o ambulatério de Gastroenterologia do HU-UFJF e estavam

dispostos a participar do estudo. Nosso objetivo era incluir pelo menos 95 controles,
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que concordassem com o termo de consentimento informado. Foram seguidos os
mesmos critérios de exclusdo do grupo do experimento para o controle.

O protocolo do estudo foi definido de acordo com a Declaragao de Helsinki e foi
aprovado pelo nosso Comité Institucional de Etica. Todos os pacientes assinaram o

termo de consentimento livremente, antes de serem admitidos no estudo.

4.3 Medidas e desfechos

4.3.1 Caracteristicas demograficas e relacionadas a DC

Na admisséo, os critérios de elegibilidade foram avaliados e a historia médica
foi registrada. Os participantes foram submetidos a uma entrevista pelos autores
seguindo um questionario pré-determinado contendo dados como idade, sexo,
indice de massa corpérea (IMC) e tabagismo. As variaveis relacionadas a DC foram
duracao da doencga, localizacao e fendtipo da DC, de acordo com a classificagao de
Montreal (SILVERBERG et al., 2005), atividade da DC, terapéutica atual e
antecedentes cirurgicos relacionados a DC. Os indices clinicos, IADC e IHB, foram
utilizados para quantificar a atividade da DC. Dessa forma, uma pontuagéo de IADC
abaixo de 150 indicava remissdo e pontuacdes mais altas doenca ativa; uma
pontuacdo de IHB = 5 indicava doenca ativa e pontuacdes mais baixas remissao
(VERMEIRE et al., 2010). Os dados que os pacientes, eventualmente, nao
soubessem informar foram extraidos do prontuario eletrénico dos mesmos.

A presengca dos sintomas consistentes com SCBID como diarreia (= 3
evacuagdes por dia ou fezes liquidas), dor ou desconforto abdominal, distenséo
abdominal e flatuléncia, foram verificados através de um questionario clinico durante
a consulta inicial. Para avaliar inflamacao sistémica, a PCR e a VHS foram obtidas
do plasma do paciente no dia do teste respiratério. A VHS com elevacao > 20 mm/h
e PCR > 5 mg/dL foram consideradas aumentadas; para determinar a inflamagéao
intestinal, amostras de fezes foram coletadas de cada paciente na mesma ocasiao
que o teste respiratorio e, posteriormente, analisada para a determinacdo da
concentragado de CF através de ELISA. Os pacientes foram orientados a recolher as
amostras em casa e armazena-las em refrigerador na temperatura entre 2 °C a 8 °C,

por até 5 dias. As amostras foram entregues no periodo estipulado e transferidas
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para o laboratorio para analise. Os valores > 250 ug/g foram considerados positivos

para inflamacéo intestinal.

4.3.2 Teste respiratério com hidrogénio e metano exalados.

Um dia antes do TR, os pacientes foram instruidos a ingerir dieta pobre em
fibras e carboidratos, e sem produtos lacteos. Depois de 12 horas de jejum, os
pacientes foram orientados a escovar os dentes e lavar a boca com uma solucao de
clorexidine, pelo menos 2 horas antes do teste. Dessa forma, evitaram-se resultados
falsos positivos decorrentes de niveis basais elevados de H; ou CHs por
fermentacao de bactérias da cavidade oral (GASBARRINI et al., 2009). Os pacientes
foram orientados a evitar a fumar cigarro e/ou realizar atividade fisica 2 horas antes
e no decorrer do teste, impedindo qualquer influéncia respiratoria nos niveis de Hy/
CH, expirados.

Os testes foram executados, por um mesmo profissional (JERJ), utilizando-se
uma solugdo contendo 50 gramas de glicose em 200 ml de agua. Uma primeira
amostra de ar exalado em jejum era coletada em bolsa plastica e depois se seguia a
administracao do substrato. Novas amostras eram coletadas com um intervalo de 15
minutos na primeira hora e de 30 minutos na segunda hora, num total de sete
amostras por paciente, num periodo de 120 minutos. As amostras foram entao
submetidas a leitura pelo aparelho BreathTracker DP® (Quintron Instrument
Company, Milwaukee — WI, EUA). A presenca de SCBID foi definida pelo aumento
de H, e/ou CH,4 exalados superior a 12 ppm em relacdo ao valor basal, em pelo

menos duas amostras consecutivas.

4.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando SPSS 20.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA).
As variaveis quantitativas foram expressas como mediana e variagdo ou como
meédia + desvio padrdo quando normalmente distribuidas e as variaveis categoricas
sS40 expressas como numero e porcentagem de pacientes. A estatistica descritiva
para todas as variaveis relevantes para os grupos foi calculada. Para andlise dos
dados, os pacientes foram divididos em dois grupos (individuos com e sem SCBID)

de acordo com os seus TR. As comparagdes entre grupos, bem como possiveis
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relacdes entre a presenga de SCBID com caracteristicas sécio-demograficas, dados
relacionados a DC e biomarcadores inflamatorios foram analisados utilizando-se o
teste t Student, teste do qui-quadrado, ou o teste de Mann-Whitney U, quando
apropriado. A regressao logistica uni e multivariada foi realizada para identificar
preditores independentes para o diagnoéstico de SCBID em todo o grupo com DC. As
variaveis independentes foram primeiramente avaliadas através de analise
univariada utilizando o teste t de Student para variaveis continuas e qui-quadrado ou
o teste exato de Fisher para as variaveis categoricas. As variaveis que se mostraram
significantes na associagdo com o SCBID pela analise univariada, foram
introduzidas no modelo de regressao para analise multivariada. Os resultados sao
apresentados como odds ratio (OR) e 95% intervalos de confianga (IC). Para efeito

de comparacéo, o nivel de significancia estatistica foi estabelecido em P <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao séo apresentados no formato do artigo cientifico a
sequir. Este artigo foi submetido a revista indexada conforme norma do programa.
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ABSTRACT

Goals: We studied the prevalence and predictors of small intestinal bacterial
overgrowth (SIBO) in Crohn’s disease (CD) outpatients as well as the relationship
between SIBO and intestinal and/or systemic inflammation

Background: The relationship of SIBO with systemic and intestinal inflammation in
CD patients is unclear.

Study: In this cross-sectional study, between June 2013 and January 2015, 92 CD
patients and 97 controls with non-chronic gastrointestinal complaints were assessed
for presence of SIBO using the hydrogen/methane glucose breath test. Multivariate
logistic regression was performed to investigate the potential association between
SIBO and demographic, disease-related data, systemic markers of inflammation (C-
reactive protein and erythrocyte sedimentation rate), and biomarker of intestinal
inflammation (fecal calprotectin concentration [FCC]).

Results: The SIBO rate was significantly higher in CD patients than in the controls
(32.6% vs. 12.4%, respectively, P=0.0008). Patients with and without SIBO were
comparable according to demographics, systemic inflammatory biomarkers, and
disease characteristics, except to the stricturing phenotype more common in the
SIBO-positive CD patients (43.3% vs. 19.3%, P=0.015). Notably, FCC was
significantly higher in SIBO-positive patients (median of 485.8 vs.132.7 ug/g; P =
0.004). Patients presenting increased FCC and stricturing disease had an odds of
9.43 (95% CI, 3.04-11.31; P <0.0001) and 3.83 (95% CI, 1.54-6.75; P=0.025)
respectively, for SIBO diagnosis.

Conclusions: In CD patients, SIBO is a highly prevalent condition. Stricturing
phenotype and increased FCC were strongly and independently associated with the
presence of SIBO. SIBO diagnostic work-up followed by directed treatment is
recommended in CD patients, especially if stricturing disease or concurrent intestinal

inflammation is present.

KEYWORDS: inflammatory bowel disease; Crohn’s disease; small intestinal bacterial

overgrowth; calprotectin; inflammation
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INTRODUCTION

Small intestinal bacterial overgrowth (SIBO) is featured by an abnormal proliferation
of bacterial species in the small bowel, frequently associated with several
gastrointestinal symptoms.’ The gold standard test for diagnosis of SIBO is aspiration
of small intestinal fluid and culture.?> However, aspiration of jejunal fluid is both
cumbersome and invasive, limiting their use more extensively. Conversely, hydrogen
breath tests are noteworthy alternatives to intubation tests for SIBO diagnosis.®
Breath tests rely upon the capacity of colonic bacteria to metabolize non- absorbed
carbohydrate to hydrogen (H2) and/or methane (CH4) gas which is
promptly.absorved across the intestinal epithelium and eventually excreted in
exhaled air.* Currently, the two main tests used in clinical practice are the H2 glucose
breath test (GBT) and lactulose breath test, with the former having a greater
diagnostic accuracy than the latter.”

Crohn’s disease (CD) is a chronic, transmural immune-mediated inflammatory bowel
disease that affects the gastrointestinal tract, with potential extraintestinal
complications involving several organ systems.® SIBO appears to be common
condition in patients with CD. This is in part due to strictures, fistulas, reduced
intestinal motility, and past intestinal resection.®*” Nonetheless, SIBO may be
overlooked due to both bacterial overgrowth may be fully asymptomatic and
symptoms compatible with SIBO are frequently similar to those of the underlying CD,
sometimes even mimicking an acute flare.® This peculiarity has an implication for
decision-making in clinical practice because SIBO can be treated with a course of
antimicrobial therapy, whereas a flare-up of CD usually will need steroids or biologic
agents.® Additionally, in setting of CD complicated with SIBO, the latter can lead to
small bowel mucosal disturbances with both brush border defects and bile acid
deconjugation sometimes eliciting or worsening fat malabsorption, micronutrients
deficiencies, anemia, and weight loss.

Several studies using breath test have reported the overall rate of SIBO in patients
with CD to be between 17% and 45%.”%'"" However, different demographic,
socioeconomic, and disease- related factors may exist between South American and
North American or European populations that may limit the generalization of these
findings, as the data are mainly derived from North American or European studies. In

particular, the correlation between SIBO with intestinal and systemic inflammation
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assessed by inflammatory biomarkers measured in the serum and stool was reported
on only one study that included a limited CD population size.” The purpose of this
study was to assess the prevalence and predictors of SIBO in CD outpatients. We
also seek to verify SIBO’s correlation with concomitant gut and/or systemic

inflammation using surrogate inflammatory markers.
MATERIALS AND METHODS

Study design

We conducted between June 2013 and January 2015 a cross-sectional cohort study
of adult outpatients with CD from an Inflammatory Bowel Disease Center at the
University Hospital of the Federal University of Juiz de Fora, Brazil, that were

enrolled consecutively into this study for evaluation of SIBO.

Recruitment of patients

Our goal was to recruit 95 CD patients, nearly 15% of the CD cohort followed in our
Center. The diagnosis of CD was confirmed by combinations of clinical, radiologic,
endoscopic, and histopathological criteria generally accepted for CD.'* Patients were
excluded if they were younger than 18 or presented a severe disease requiring
hospitalization or immediate surgery.

Patients were also considered ineligible if they had a history of upper gastrointestinal
surgery, multiple intestinal surgeries (except one ileocecal resection or partial
colectomy), bowel preparation for colonoscopy within 4 weeks preceding study
inclusion, presence of stoma, irritable bowel syndrome, short bowel syndrome,
hepatic disease, chronic pancreatitis, diabetes mellitus, immunodeficiency
syndromes, connective tissue disorders, end-stage renal disease, neurologic
diseases, or if had taken antibiotics, probiotics, or PPl within 4 weeks preceding the
test. Pregnant women or nursing mothers were not selected.

Controls were consecutive individuals with nonspecific, non-chronic (duration < 3
months) gastrointestinal complaints attending for the first time at our
gastroenterology outpatient’s clinic, and willing to take part in the study. Our goal was
to enroll at least 95 controls individuals giving informed consent and without
presenting items defined as exclusion criteria. The study protocol was defined in

accordance with the Declaration of Helsinki and was approved by our Institutional
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Ethics Committee. All patients signed a freely informed consent form before being
admitted to the study.

Measurements and Outcomes

Demographic and disease-related characteristics

At entry, the eligibility criteria were assessed and medical history was recorded.
Patient’s relevant data included age, gender, body mass index (BMI), and smoking
status. The disease- associated variables recorded were duration of disease, location
and phenotype of CD according to the Montreal classification.”™ CD activity, current
therapy, and CD-related surgical history. The clinical indices, Crohn’s disease activity
Index (CDAI) and Harvey-Bradshaw Index (HBI) were used to quantify CD activity.
Thus, a CDAI score below 150 indicated remission and higher scores active disease;
an HBI score 2 5 indicated active disease.

The presence of the symptoms consistent with SIBO such as diarrhea (= 3 loose or
liquid stools per day), abdominal pain, bloating, and flatulence was checked out using
a structured clinical questionnaire during the initial appointment. To assess systemic
inflammation, C-reactive protein (CRP) concentration and erythrocyte sedimentation
rate (ESR) were conducted on plasma obtained on the day of SIBO testing. ESR
elevation >20/h and CRP cut-off > 5 mg/dL were regarded as increased; to determine
intestinal inflammation, stool samples were collected from each patient on the same
occasion as SIBO testing and subsequently analyzed for fecal calprotectin
concentration (FCC) via ELISA. Patients were instructed to collect the sample at
home and have them stored in a refrigerator at 2°C-8°C for up to 5 days. Samples
were delivered on the time period and transferred to the study laboratory for analysis.

The values >250 ug/g. were considered as increased.

Glucose hydrogen breath test

One day before the GBT, patients were instructed to eat a low fiber and carbohydrate
diet without dairy products. After an overnight fast, patients were asked to brush their
teeth and to wash their mouth with a chlorhexidine solution, at least 2 h before the
test to avoid false-positive high basal levels from fermentation of substrate by oral
bacteria.'® Patients were asked to refrain from any exercise and smoke cigarette 2
hours before and throughout the test to avoid possible influence on the breath H2

levels. On the test day, after providing a baseline breath sample, the patient ingested
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50 g of glucose in 200 mL of water, and expired air samples were then taken every
15 min during 120 minutes.”® The samples were collected in a bag and breath H2
and CH4 levels were measured by gas chromatography (QuinTron Instrument
Company, Milwaukee, WI, USA). An increase in exhaled breath H2 and/or CH4
concentration 212 parts per million (ppm) from fasting baseline value on two
consecutive samplings within 2 h was considered as test positivity for SIBO.""""18

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using SPSS 20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).
Continuous variables are presented as medians and ranges or as the mean +SD and
categorical variables are expressed as number and percentage of patients.
Descriptive statistics of all relevant variables for the groups were calculated. For data
analysis, the patients were divided into two groups (subjects with and without SIBO)
according to their GBT testing. Comparisons between groups as well as possible
relationships between the presence of SIBO and demographic, disease- related data,
and inflammatory biomarkers were analyzed using Student’s t-test, chi-squared test,
or the Mann-Whitney U test, as appropriate. Univariate and multivariate logistic
regression was performed to identify independent predictors for diagnosis of SIBO in
the whole CD group.

Independent variables were first analyzed with univariate analysis using the
Student’s t-test for continuous variables and chi-squared or Fisher's Exact test for
categorical variables. Variables shown by univariate analysis to be significantly
associated with SIBO were introduced in the regression model for multivariate
analysis. The results are presented as odds ratios (OR) and 95% confidence
intervals (CI). For comparison, the level of statistical significance was set at P <0.05

and all reported P values are two-tailed.

RESULTS

Study Population

A total of 97 adult CD patients were invited to participate in the study. Of these, 5
(5.1%) patients were not enrolled because they did not satisfy the eligibility criteria.
Thus, 92 patients (34 males, 58 females, mean age 39.7t12.5 years) were
prospectively included. Of the 103 control patients who consulted the

gastroenterology clinic during the enrolment period, 3 were later found to be ineligible
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and 3 declined to participate in the process due to lack of interest. The control group
included 97 patients (40 men, 57 women; mean age 37.6+14.2 years).The Crohn’s
and control groups were comparable according to demographics. Diarrhea and
abdominal pain were significantly more common in the patients with CD than in the
control population (34.8% vs. 4.1%, P<0.0001 and 34.8% vs. 20.6; P=0.029,
respectively) (Table 1).

Hydrogen and methane levels for GBT

The proportion of CD patients with SIBO was significantly higher than in the controls
(30/92, 32.6% vs. 12/97, 12.4%; P=0.0008). Mean baseline H2 and CH4 levels for
GBT were 7.4+11.3 ppm and 5.2 £8.5 ppm and 5.949.7 ppm and 6.7 £10.5 ppm in
CD patients and controls, respectively (P>0.05 for both comparisons); the mean peak
H2 excretion was 18.3148.7 in CD patients and 10.4+£21.7 ppm in controls (P=0.045)
and the mean peak CH4 values were similar in CD and controls (9.8+22.3
vs.10.1+£27.3 ppm, respectively; P=0.63) (Table 1). Mean baseline H2 and CH4
levels for GBT were 9.3+15.4 ppm and 7.2 £11.5 ppm, respectively in SIBO-positive
CD patients and 7.2+13.4 ppm and 5.4 8.9 ppm, respectively in SIBO-negative CD
participants (P>0.05 for both comparisons). While the mean peak H2 excretion was
34.3176.8 in SIBO- positive CD patients and 10.3£34.2 ppm in SIBO-negative CD
subjects (P=0.001), the former had a mean peak CH4 values of 11.8+19.3 ppm and
the latter of 9.2+24.7 ppm (P=0.64) (Table 3).

Twenty one (70%) CD subjects were diagnosed with SIBO on the basis of increase in
H2 level alone, 4 (13.3%) with CH4 level alone, and 5 (16.7%) with increase in both
H2 and CH4 levels; four (33.3%) control individuals were diagnosed with a positive
GBT on the basis of an increase in H2 values, 6 (50%) with CH4 level alone, and 2
(16.7%) with increase in both H2 and CH4 levels.

Association between SIBO and clinical data and inflammatory biomarkers in CD
patients Table 2 summarizes the demographic and clinical characteristics of the
Crohn’s sample in relation to presence of SIBO. CD Patients with positive GBT
results did not differ significantly from those with negative results in terms of
demographics, BMI, smoking status, CD location, disease duration, prior intestinal
resection, treatment with steroids, immunomodulators, or anti- TNF agent. Likewise,

there was no statistically significant difference between SIBO-positive and
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SIBO-negative patients in terms of mean CDAI (159 vs.148, respectively; P=0.12)
and HBI score (4.3 vs.3.8, respectively; P= 0.15).0f subjects with SIBO, 25 (83.3%)
had a CDAI score < 150 and 20 (66.7%) an HBI < 5. By comparison, 56 (90.3%)
patients without SIBO had a CDAI score < 150 and 48 (77.4%) an HBI < 5 (P >0.05
for both comparisons). In contrast, individuals with SIBO were significantly more likely
to have stricturing phenotype than SIBO-negative patients (43.3% vs. 19.3%) while
the latter had more frequently non-stricturing, non-penetrating disease than the
former (43.3% vs. 66.1%, P=0.0015 for both comparisons).

The main reported symptoms present in patients with small bowel bacterial
overgrowth were flatulence (60%), abdominal pain (46.7%), diarrhea (33.3%), and
bloating (30%). All symptoms reported were comparable among patients with and
without SIBO, except who SIBO- positive CD subjects showed a trend toward higher
frequency of abdominal pain (P=0.09).

Nonetheless, our multivariate logistic regression model did not reveal a positive
significant association between SIBO and either symptom.

Notably, the proportion of SIBO-positive patients with elevated FCC was significantly
higher than in the SIBO-negative CD individuals (63.3% vs. 12.9%, respectively;
P<0.0001).

Moreover, FCC was significantly higher in SIBO-positive CD patients compared to
the SIBO- negative group (median of 485.8 versus 132.7 ug/g, respectively; P =
0.004). While SIBO- positive individuals had significantly increased marker of
intestinal inflammation, there was no difference in C-reactive protein or ESR between
the groups (Table 3). Univariate analysis found SIBO to be significantly associated to
stricturing disease and increased FCC. Of note, multivariate analysis of the two
significant variables determined by univariate analysis identified that the stricturing
behavior (OR = 3.83, 95% CIl = 1.54-6.75, P = 0.025) and increased FCC (OR =
9.43, 95% CI = 3.04-11.31, P < 0.0001) remained significantly and independently

associated with the diagnosis of SIBO in our cohort of patients (Table 4).

DISCUSSION

The current study shows that SIBO is a highly prevalent condition in CD. In addition,
stricturing disease and increased FCC were strong and independent predictors of
SIBO.
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Interestingly, SIBO was associated with concurrent intestinal inflammation but not
with exacerbated systemic inflammation in CD individuals. To the best of our
knowledge, this is the first study to show that SIBO is associated with underlying
intestinal inflammation in this clinical scenario. SIBO was noted to occur more
frequently in CD patients compared to controls (P=0.0008).

This finding it is not surprising because on CD potential predisposing factors for SIBO
such as gut dysmotility, stenosis, and enteroenteric fistulas commonly develop during
the clinical course of CD."® Moreover, the prevalence of SIBO among our CD patients
(32.6%) is in accordance with the prevalence of SIBO ranging from 20% to 45.2%

found on other studies,®%'%"

suggesting that SIBO is a commonplace complication
in subjects with CD worldwide. In multivariate analysis we ratify a prior report that
stricturing phenotype is associated with the presence of SIBO.? Indeed, patients that
presented with stricturing phenotype had an odds of 3.83 (95% CIl = 1.54-6.75, P =
0.025) for SIBO diagnosis. Stasis and prolonged transit of intestinal contents caused
by stenosis might justify the appearance of SIBO in this clinical scenario. Conversely,

713 e found no association between SIBO and

in discordance with some studies
previous intestinal resection.

Notwithstanding, Sanchez-Montes and colleagues'’ also reported that the
prevalence of SIBO between patients who had not been surgically treated and those
who had undergone surgery for CD was comparable. One possible explication for

"3 in our

this conflicting finding is the fact that, in contrast with those studies
research we exclude CD subjects with former multiple intestinal surgeries, which
seem to be the main risk factor for SIBO development in patients operated on for
CD."®" |t is interesting to highlight that elevated FCC was positively associated to
SIBO. In fact, study participants found to have increased FCC had an odds of 9.43
(95% CI, 3.04-11.31; P < 0 0001) for SIBO diagnosis, and in addition FCC was
significantly higher in SIBO-positive CD subjects than in SIBO-negative patients
(P=0.004). It is well known that calprotectin is a neutrophil-derived protein that, when
increased in the stool, indicates intestinal inflammation.?’

This finding is thought provoking and suggests that small intestinal inflammatory
changes involving monocytes and neutrophils may occur at least in some patients
with SIBO. In truth, a recent study evaluating SIBO and environmental enteropathy in
children reported that markers of intestinal inflammation, i.e. fecal Reg 1B and fecal

calprotectin were elevated in SIBO-positive children, suggesting that overgrowth is
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associated with intestinal inflammation.?? Besides, erosions or ulcers, likely due to
bacterial overgrowth, have been observed on the small intestinal mucosal of patients
with chronic intestinal dysmotility by means of capsule endosc:opy.23

Ultimately, a recent study found on patients with systemic sclerosis a strong
association between abnormal levels of fecal calprotectin and the presence of SIBO
on GBT, with the higher correlation between the presence of SIBO and the FCC 2
275 pg/g.24 On the other hand, two earlier studies failed on demonstrate FCC
elevations in children® or adults® affected by SIBO.

Nonetheless, both studies enclosed a limited number of patients (58 and 40 patients,
respectively) suggesting that these studies were underpowered. Another aspect
which should not be overlooked is that we may not exclude mild activity of CD as a
cause for increased FCC in this clinical setting, although other parameters used for
evaluating CD activity (CDAI, HBI, ESR and CRP) in our study were similar on
individuals with and without SIBO. Besides, most patients with SIBO had CDAI < 150
or an HBI score less than 5, generally considered to represent clinical remission.
However, we did not assess endoscopic mucosal healing for ruling out intestinal
activity in this CD population. Despite these reservations, from the clinician’s point of
view, our data suggest that in CD patients, particularly those in clinical remission that
present concurrent intestinal inflammation disclosed by increased FCC, the suspicion
of underlying SIBO should be raised, which should be looked for carefully. Future
research assessing FCC before and after antibiotic therapy for patients with SIBO
complicating CD in sustained remission is required for elucidating this topic. In the
meanwhile, we hypothesize that there may be a bidirectional pathogenic relationship
between CD and SIBO. So, intestinal inflammation and/or stenosis due to CD might
lead to intestinal dysmotility or stasis predisposing to the development of SIBO.
Interchangeably,

SIBO could trigger an underlying inflammatory response localized in the small
intestine complicating or exacerbating the course of CD, in a manner analogous to
the role of SIBO in the development of severe small intestinal damage in chronic
NSAID users.”’

It is worth to pinpoint that there was no difference in CRP levels or ESR between the
CD groups with and without SIBO, suggesting that SIBO is not associated with
systemic inflammation in CD. Albeit SIBO is associated with increased serum

endotoxins and bacterial products which stimulate the release of pro-inflammatory
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cytokines? it is possible that the magnitude of this cytokine secretion is modest and
not sufficient to elicit a systemic inflammatory response.

Our multivariate logistic regression model did not reveal a positive significant
association of any symptom with SIBO. Other studies have assessed the clinical
usefulness and predictive value of symptoms associated with SIBO in several clinical
settings.’?*° These studies also concluded that symptoms are both non-specific
and inaccurate in the diagnosis of SIBO among those patients with or without SIBO.
Thus, at this time, the appraisement of clinical symptom profiles cannot be used to
accurately diagnose SIBO in CD subjects.

There are several methodological issues related to the current study that may require
the results to be reproduced independently. Firstly, the clinical course of SIBO in CD
individuals is unknown. For instance, it may be present until be treated as a flare
from CD. Alternatively, SIBO may have a waxing and waning natural history.>'?
Hence a cross-sectional investigation that detects SIBO on CD patients only at the
occasion of GBT may mistake patients who have had preceding SIBO in their
lifetime. Another drawback of our research is that the accuracy of GBT for SIBO
diagnosis is only around 70% compared with aspiration and culture of the small
bowel contents, which remain the gold standard for diagnosis of SIBO."® Therefore,
we cannot rule out the presence of false-negative results having employed GBT.
Nonetheless, it should be acknowledged that, as opposed to breath testing, small
bowel aspiration is time-consuming, costly, and invasive, often not available in
everyday clinical practice.®'® Instead, the quantification of breath H2 and CH4
excretion using GBT remains, nowadays, the most useful, simple, inexpensive,
noninvasive, and broadly available test for the diagnosis of SIBO.*'%'® Importantly, in
our series we excluded CD patients with surgery on esophagus, stomach, or small
bowel (except those with ileocecal resection), which may have a high rate of false-
positive results from GBT for SIBO because of rapid intestinal transit." It should
furthermore be emphasized that in our study we measure both gases (H2 and CH4)
in breath samples enhancing the sensitivity of GBT for detecting

SIBO.>"' It is worthwhile noting that 8% to 27% of human subjects did not have
detectable hydrogen production from their gut microbiota, but rather produced
methane.'® Indeed, in our study, 4 (13%) CD patients were diagnosed with SIBO

on the basis of increase in CH4 level alone.
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Thirdly, the burden of SIBO found in our study may not completely reflect the true
prevalence of SIBO in the CD subjects receiving community-based health care. In
the present study, the patients with CD were in a tertiary referral center, which makes
them more likely to be a more ill group of CD individuals than those who would be
seen in a community setting. Indeed, it is generally accepted that patients with more
severe disease (especially with stricturing phenotype) are more likely to develop
SIBO."?° This might bias the results toward a higher prevalence than those in the
CD population in general. In this manner, our results should be interpreted in the
appropriate context. Lastly, further studies will need to employ prospective
longitudinal designs to assess whether the presence of silent SIBO in CD subjects
leads to later metabolic or nutritional derangements. Of course, if this it is the case,
periodic screening followed by the appropriate treatment for SIBO should be carried
out routinely as part of quality of care improvement in CD individuals.

In summary, SIBO is a highly prevalent complication in CD. Stricturing phenotype
and increased FCC were strong and independent predictors of SIBO in this setting.
SIBO diagnosis was associated with underlying intestinal inflammation but not with
systemic inflammation in CD subjects. Clinicians need to be cognizant of this
diagnosis, particularly on CD patients with concurrent intestinal inflammation and in
those that present stricturing disease. An individualized screening plan followed by
the timely treatment for SIBO should be carried out as part of quality of care

improvement in CD individuals.
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Table 1- Demographics, baseline symptoms and GBT for SIBO in Crohn’s disease patients

and controls

Crohn’s disease Controls P
(n=92) (n=97)
Gender (M:F) 34:58 40:57 0.81
Age (yr) * 39.7£12.5 37.6+14.2 0.49
BMI (kg/m?)* 24.9+5.8 25.2+4.7 0.74
Active smokers n (%) 5(.4) 4 4.1 0.67
Symptoms (multiple responses possible) n (%)
Abdominal pain 32(34.8) 20 (20.6) 0.029
Bloating 32(34.8) 32 (33) 0.79
Flatulence 47 (51.1) 36 (37.1) 0.06
Diarrhea 32 (34.8) 4@4.1)
<0.0001
GBT
SIBO n (%) 30 (32.6) 12 (12.4) 0.0008
Baseline H; level (ppm)* 7.4£11.3 5.9£9.7 0.32
Baseline CH, level (ppm)* 52485 6.7 £10.5 0.39
H, peak level (ppm)* 18.3+48.7 10.4+21.7 0.035
CH, peak level (ppm)* 9.8+£22.3 10.1+27.3 0.63

*_ Mean = standard deviation

Abbreviations: GBT= hydrogen glucose breath test; SIBO= small intestinal bacterial
overgrowth; BMI= body mass index; H,= breath hydrogen; CH4= breath methane
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Table 2- Demographic and clinical characteristics in Crohn’s disease patients according to presence of
SIBO

SIBO No SIBO P
(n=30) (n=162)
Gender (M:F) 12:18 22:40 0.41
Age (yr) * 39.4+15.1 412+123 0.59
BMI (kg/m?) * 23.9+4.8 26.6+ 6.8 0.34
Active smokers n (%) 2(6.7) 3(4.8) 0.84
CD location (n)

[L1/L2/L3] 15/3/12 25/17 /20 0.67
CD behavior (n)

[B1/B2/B3] 12/13/5 41/12/9 0.015
Disease duration (yr) * 54+29 52+2.7 0.91
CDAT* 159+ 89 148+ 93 0.12
CDAI> 150 n (%) 5(16.7) 6 (9.7 0.33
HBI* 43+39 3.8+2.7 0.15
HBI >5 n (%) 10 (33.3) 14 (22.6) 0.27
Previous resection n (%) 11 (36.7) 16 (25.8) 0.28
Symptoms (multiple responses possible) n (%)

Abdominal pain 14 (46.7) 18 (29) 0.09
Bloating 9 (30) 23 (37) 0.50
Flatulence 18 (60) 29 (46.8) 0.23
Diarrhea 10 (33.3) 22 (35.4) 0.83
Current therapy n (%)
Steroids 5(16.7) 13 (20.9) 0.62
Immunomodulators 22 (73.3) 43 (69.3) 0.85
Anti-TNF agent 8(26.7) 16 (25.8) 0.95

*- Mean + standard deviation

Abbreviations: SIBO= small intestinal bacterial overgrowth; BMI= body mass index; CD=
Crohn’s disease; L1=ileal; L2= colonic; L3= ileocolonic; B1= non-stricturing, non-
penetrating; B2= stricturing; B3= penetrating; CDAI= Crohn’s disease activity Index; HBI =
Harvey-Bradshaw Index;
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Table 3— Baseline inflammatory biomarkers and GBT in Crohn’s disease patients according

to presence of SIBO
SIBO No SIBO P
(n=30) (n=62)
CRP (mg/L) ¥ 1.2 (0.5-18) 1..4 (0.5-30) 0.74
CRP > 5 mg/L n (%) 7(23.3) 12 (19,3) 0.65
ESR (mm/h) 10 (5-40) 12 (2-80) 0.63
ESR >20/h n (%) 9 (30) 14 (22.6) 0.44
FCC (ng/g) T 485.8 (40-1100) 132.7 (20-445) 0.004
FCC > 250 pg/g n (%) 19 (63.3) 8 (12.9) <0.0001
GBT
Baseline H, level (ppm)* 9.3+154 7.2+13.4 0.38
Baseline CHy level (ppm)* 7.2 +£11.5 5.4+8.9 0.40
H, peak level (ppm)* 34.3+76.8 10.3+£34.2 0.001
CH, peak level (ppm)* 11.8+£19.3 9.2424.7 0.64

1 - Median (range); *- Mean + standard deviation
Abbreviations: GBT= hydrogen glucose breath test; SIBO= small intestinal bacterial

overgrowth; CRP= C-reactive protein; ESR= erythrocyte sedimentation rate; FCC= fecal
calprotectin concentration; H,= breath hydrogen; CH4= breath methane
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Table 4- Univariate and multivariate logistic regression analysis examining factors associated
with SIBO in Crohn’s disease patients

Factors predicting SIBO

Univariate OR
(95% CI)

P value

Multivariate OR
(95% CI)

P value

Gender

Age

Active smokers

CD location
Ileal
Colonic
Ileocolonic

CD phenotype
Inflammatory
Stricturing

0.025
Penetrating

Disease duration

CDAI > 150

HBI >5

CRP > 5 mg/L

ESR >20/h

FCC > 250 pg/g
<0.0001

Previous resection

Current therapy
Steroids

Immunomodulators

Anti-TNF agent

Abdominal pain
Flatulence
Diarrhea

1.58 (0.70-3.57)
0.74 (0.35-1.59)
0.91 (0.43-1.95)
1.82 (0.68-4.83)

2.27 (0.51-6.08)
0.89 (0.42-1.90)

1.82 (0.68-4.83)
3.44 (1.92-6.17)

0.49 (0.20 -3.17)

0.82 (0.68-4.83)
0.54 (0.38-2.83)
1.82 (0.47-3.21)
1.06 (0.32-4.83)

0.95 (0.58-6.23)

7.21 (1.09-24.85)

1.42 (0.38-4.83)

0.92 (0.38-2.83)
1.81 (0.91-6.43)
0.82 (0.43-7.83)

0.96 (0.85-2.33)
1.81 (0.88-7.83)
0.92 (0.21-6.03)

0.26

0.44

0.81

0.22
0.013

0.25

0.42

0.31

0.54

0.18

0.26

0.0001

0.11

(e}

14
A1
17

o O

0.10
A1
0.59

o

3.83 (1.54-6.75)

9.43 (3.04-11.31)

Abbreviations: SIBO= small intestinal bacterial overgrowth; CD= Crohn’s disease; CDAI=
Crohn’s disease activity Index; HBI = Harvey-Bradshaw Index; CRP= C-reactive protein;
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ESR= erythrocyte sedimentation rate; FCC= fecal calprotectin concentration; OR= 0dds ratio;
CI = confidence interval
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6. CONCLUSOES
O SCBID é uma complicagdo altamente prevalente (32,6%) em pacientes com
DC.
O fendtipo fibroestenosante e a concentracdo elevada de CF foram fortes e
independentes preditores de SCBID neste cenario clinico.
O diagnostico de SCBID foi associado com inflamacé&o intestinal subjacente,

mas nao com inflamacgao sistémica em pacientes com DC.
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Background: The relationship of SIBO with systemic and intestinal inflammation in
patients is unclear.
Study: In this cross-sectional study, between June 2013 and January 2015, 92
CD patients and 97 controls with non-chronic gastrointestinal complaints were assess
for presence of SIBO using the H2/CH4 glucose breath test. Multivariate
logistic regression was performed to investigate the potential association between
SIBO and CD.
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melhor satisfagdo dos mesmos.

Realizaremos uma entrevista com o senhor (a), consulta de dados do seu prontuario eletrénico e
realizacdo do teste respiratério com hidrogénio. Este estudo ndo vai atrapalhar algum tratamento que
o senhor (a) esteja fazendo e podera causar riscos ou problemas minimos, como o incdmodo de
responder as perguntas e a realizagédo do teste respiratério.

Para realizagédo do teste respiratério com hidrogénio exalado as seguintes orienta¢des deverao ser
seguidas: jejum de 12 horas, nao fazer uso antibiéticos nas quatro semanas que o precedem, evitar
alimentos ricos em fibras na véspera do exame, evitar fumar, dormir e exercitar-se vigorosamente por
pelo menos 30 minutos antes do inicio e durante o teste, além de ndo comer ou beber, exceto agua,
durante a realizagdo do mesmo.

Apds agendamento prévio, os testes serdo executados pelos pesquisadores no setor de Endoscopia
Digestiva do HU-CAS/ UFJF. O teste inicia-se com a ingestdo de 200 ml de solugéo contendo agua e
glicose. Em seguida, cada participante devera soprar o ar normalmente respirado em uma bolsa de
plastico especifica antes da ingestdo da solugéo e a cada 15 minutos, por um periodo de até 3 horas.
As amostras coletadas serdo submetidas a leitura por um aparelho especifico, fornecendo os
resultados que serdo interpretados pelos pesquisadores.

Para participar deste estudo vocé nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre



65

para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. A sua participacao € voluntaria e a recusa em participar ndo
acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que é atendido pelo pesquisador.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrées profissionais de sigilo.

Os resultados da pesquisa estarao a sua disposi¢ao quando finalizada. Seu nome ou o material que
indique sua participagao nao sera liberado sem a sua permissao.

O (A) Sr (a) ndo sera identificado em nenhuma publicagédo que possa resultar deste estudo.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no Departamento de Gastroenterologia do HU - UFJF e a
outra sera fornecida a vocé.

Eu, , portador do documento de ldentidade

fui informado (a) dos objetivos do estudo “Avaliagdo do uso do teste
respiratério com hidrogénio exalado como ferramenta no diagndstico de supercrescimento bacteriano
em pacientes portadores de doenga de Crohn”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo
de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento
livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 20

Nome/ Assinatura participante/ Data

Nome/ Assinatura pesquisador/ Data

Nome Assinatura testemunha Data

Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
CEP HU — Comité de Etica em Pesquisa HU/UFJF

Hospital universitario Unidade Santa Catarina

Prédio da Administragéo Sala 27

CEP 36036-110

E-mail: cep.hu@uifjf.edu.br



