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DESCRIPCION
Método para diagnosticar cancer colorrectal a partir de una muestra de heces humanas mediante PCR cuantitativa
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos de diagndstico molecular. Especificamente, en la presente invencion, se
diagnostica cancer colorrectal a partir de la cuantificacion mediante PCR de secuencias de ADN bacteriano
especificas presentes en las heces.

Antecedentes de la invencion

El cancer colorrectal (CRC) es la segunda causa principal de muerte debida a cancer en Europa y en los Estados
Unidos, y es el cancer que se diagnostica con la mayor frecuencia en Europa, con mas de 400.000 nuevos casos y
200.000 muertes en 2008.

Estos datos reflejan que es necesario tomar medidas preventivas. La medida mas efectiva y econémica para reducir
la incidencia de CRC y la mortalidad son pruebas de deteccion del riesgo de desarrollar CRC, por tanto, se requiere
una mejora de la sensibilidad de los propios métodos de deteccion. Por este motivo, resulta crucial una mejor
comprension de la etiologia del CRC para hallar el biomarcador clave para la deteccion del riesgo de desarrollar
CRC.

La base genética y la evolucion natural del CRC estan bien definidas, considerando que menos del 5% de los CRC
son hereditarios, y la mayoria son esporadicos, diagnosticados en pacientes sin antecedentes personales o
familiares de neoplasia de colon. Todavia se desconoce la etiologia de esta enfermedad, aunque se sospecha de un
origen multifactorial en el que participan activamente factores endégenos y exégenos en el desarrollo de un tumor.
Estos factores son: la edad, el tabaquismo, antecedentes personales de enfermedad inflamatoria del intestino, la
dieta, el estilo de vida y, mas recientemente, la microbiota.

Recientemente se ha demostrado que las comunidades bacterianas en la mucosa del colon de pacientes con CRC
difieren de las de individuos sanos y se ha propuesto la microbiota intestinal como agente determinante en el
desarrollo y la progresion de CRC a lo largo de sus estadios (Chen W et al. Human intestinal lumen and mucosa-
associated microbiota in patients with colorectal cancer. PLoS One. 2012;7(6):e39743; Zhu Q et al. The role of gut
microbiota in the pathogenesis of colorectal cancer. Tumour Biol. Junio de 2013;34(3):1285-300; Ahn J et al. Human
gut microbiome and risk for colorectal cancer. J Natl Cancer Inst. 18 de diciembre de 2013;105(24):1907-11).

Na wu et al (Microbial ecology, 2013;66(2):462-470) describen las diferencias observadas en la composicion de la
microbiota fecal entre individuos sanos y pacientes con CRC. Mencionan el posible uso de Fusobacterium spp. como
marcador fecal para el diagndstico preliminar de CRC. Sin embargo, no proporcionan ningin dato de
especificidad/sensibilidad que confirme realmente la utilidad de Fusobacterium spp. como biomarcador de
diagndstico de CRC en muestras fecales.

Por otra parte, Hassan Brim et al (PLoS ONE, 8(12), e81352) se refieren a la obtencion de perfiles taxonémicos de
secuencias bacterianas en muestras de heces de individuos sanos y pacientes con pdlipos en el colon usando
tecnologia de micromatrices génicas de ARNr 16S y pirosecuenciacion. Se dice que la presencia de polipos en el
colon esta asociada con un riesgo del 10% de progresién maligna. No se notifican diferencias en la composicion de
la microbiota a nivel de género entre los dos grupos. A nivel de subgénero, se encontré que predominaban las
bacterias del grupo Bacteroides en las muestras de pacientes con poélipos. No obstante, el analisis metagenémico no
revel6 diferencias importantes en las abundancias/prevalencias de genes bacterianos entre los dos grupos ni
siquiera cuando se restringieron el analisis y las comparaciones a genomas de Bacteroides disponibles.

Teresa Mas de Xaxars. (2012, Depédsito legal: Gl. 1664-2012, hitp://hdl.handle.net/10803/94513) divulga una
asociacion en muestras de mucosa intestinal entre CRC y la prevalencia de las secuencias bacterianas de SEQ 1D
NO:1, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:10 de la presente invencion tal como se determina mediante
electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacién (DGGE). Sin embargo, este documento no ensefia que haya
una asociacion entre la abundancia de estas secuencias y el diagnostico de CRC. Ademas, la relacion observada es
en muestras de mucosa, no en muestras de heces.

Puede considerarse que el problema que ha de resolverse es la provision de un método fiable para diagnosticar
cancer colorrectal a partir de muestras de heces humanas.

La presente invencion, tal como se define en las reivindicaciones, proporciona una solucién a este problema.
Descripcion de la invencion

En la presente invencion, se han identificado secuencias bacterianas especificas asociadas con el diagnéstico de
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cancer colorrectal y el diagnostico del riesgo de desarrollar cancer colorrectal.

Una realizacion preferida es un método para diagnosticar cancer colorrectal a partir de una muestra de heces
humanas, que comprende:

(a) determinar mediante PCR cuantitativa en dicha muestra de heces humanas la concentracion de al menos una
secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID
NO: 10, en el que se determina la concentracién de SEQ ID NO: 4 usando cebadores con una identidad de al menos
el 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6, se determina la concentracion de SEQ ID NO: 7 usando cebadores con una
identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 y se determina la concentracion de SEQ ID NO: 10
usando cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 11-12,

(b) opcionalmente, determinar al menos una de las razones de concentraciones seleccionadas del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4y SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4, y

(c) diagnosticar cancer colorrectal a partir de la concentracion de al menos una de las secuencias de la etapa (a) y/o
el valor de al menos una razén obtenida en la etapa (b); en el que se diagnostica cancer colorrectal en la etapa c) si
hay un aumento del valor de Ct de al menos una de las secuencias de la etapa (a) y/o una disminucion del valor de
al menos una razoén obtenida en la etapa (b) con respecto a un valor de punto de corte, y con ello, el método para
diagnosticar cancer colorrectal de la invencion.

En la presente solicitud, la secuencia identificada mediante SEQ ID NO: 1 también se identifica como “B3”. De
manera similar, SEQ ID NO: 4 también se identifica como “B10”, SEQ ID NO: 7 también se identifica como “B46” y
SEQ ID NO: 10 también se identifica como “B48”. B3, B10, B46 y B48 fueron los nombres usados por los inventores
de la presente solicitud para identificar las secuencias durante la realizacion de todos los experimentos llevados a
cabo para llegar a la presente invencion.

Las secuencias identificadas mediante SEQ ID NO: 1, 4, 7 y 10 estan disponibles en bases de datos de secuencias
publicas con los siguientes numeros de acceso: GQ411111.1 (SEQ ID NO: 1), GQ411118.1 (SEQ ID NO: 4),
GQ411150.1 (SEQ ID NO: 7), GQ411152.1 (SEQ ID NO: 10).

Sin embargo, en la técnica anterior no se ha identificado la presencia de dichas secuencias en muestras de heces
humanas ni se ha sugerido un método de diagnostico de cancer colorrectal a partir de una muestra de heces
humanas basandose en la determinacion mediante PCR cuantitativa de la concentracién de estas secuencias,
usando los cebadores definidos en las reivindicaciones de la presente solicitud.

En la presente solicitud, una secuencia problema tiene una identidad del 95% con respecto a una secuencia
determinada si el 95% de los residuos de la secuencia problema son idénticos a los residuos de la secuencia
determinada.

En la presente solicitud, se obtiene la razén de concentraciones de las secuencias SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4
dividiendo la concentracion de la secuencia identificada mediante SEQ ID NO: 10 entre la concentracion de la
secuencia identificada mediante SEQ ID NO: 4. La razén también podria obtenerse dividiendo el valor de Ct de la
secuencia identificada mediante SEQ ID NO: 10 entre el valor de Ct de la secuencia identificada mediante SEQ ID
NO: 4. El significado de Ct se explica en el ejemplo 3.

El resto de las razones indicadas en las reivindicaciones se calcularan en consecuencia.

El método de la invencidn es una potente herramienta para prevenir el cancer colorrectal a través de un diagndéstico
de la enfermedad en un estadio temprano.

Otra realizacion es el método de la invencién, en el que dichos cebadores con una identidad de al menos el 90% con
respecto a SEQ ID NO: 5-6 son cebadores con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ ID NO: 5-6,
dichos cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 son cebadores con una
identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 y dichos cebadores con una identidad de al menos el
90% con respecto a SEQ ID NO: 11-12 son cebadores con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ
ID NO: 11-12. Particularmente, dichos cebadores con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ ID NO:
5-6 son los cebadores identificados mediante SEQ ID NO: 5-6, dichos cebadores con una identidad de al menos el
95% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 son los cebadores identificados mediante SEQ ID NO: 8-9 y dichos cebadores
con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ ID NO: 11-12 son los cebadores identificados mediante
SEQ ID NO: 11-12.

Otra realizacion es el método de la invencién, en el que se diagnostica cancer colorrectal en la etapa (c) si la
concentracion de SEQ ID NO: 4 esta por encima del valor de Ct de punto de corte de 16,56, o si la concentracion de
SEQ ID NO: 7 esta por encima del valor de Ct de punto de corte de 22,97, o si la concentracion de SEQ ID NO: 10
esta por encima del valor de Ct de punto de corte de 19,24, o si el valor de la razén SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 661 684 T3

esta por debajo del valor de punto de corte de 1,16, o si el valor de la razén SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4 esta por
debajo del valor de punto de corte de 1,40.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una herramienta de diagnéstico preliminar. La presente
invencion proporciona un método para diagnosticar cancer colorrectal antes de tener manifestaciones clinicas y para
distinguir la poblacién de alto riesgo.

Por tanto, otra realizacion preferida de la presente invencién es un método para diagnosticar el riesgo de desarrollar
cancer colorrectal a partir de una muestra de heces humanas, que comprende:

(a) determinar mediante PCR cuantitativa en dicha muestra de heces humanas la concentracion de al menos una
secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10, en el
que se determina la concentracién de SEQ ID NO: 7 usando cebadores con una identidad de al menos el 90% con
respecto a SEQ ID NO: 8-9 y se determina la concentracién de SEQ ID NO: 10 usando cebadores con una identidad
de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 11-12,

(b) opcionalmente, determinar al menos una de las razones de concentraciones seleccionadas del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4, y SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4; en el que se determina la concentracién
de SEQ ID NO: 4 mediante PCR cuantitativa en dicha muestra de heces humanas usando cebadores con una
identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6; y

(c) diagnosticar cancer colorrectal a partir de la concentracion de al menos una de las secuencias de la etapa (a) y/o
el valor de al menos una razon obtenida en la etapa (b); en el que se diagnostica un riesgo aumentado de desarrollar
cancer colorrectal en la etapa c) si hay un aumento del valor de Ct de al menos una de las secuencias de la etapa
(a) y/o una disminucién del valor de al menos una razén obtenida en la etapa (b) con respecto a un valor de punto de
corte, y con ello, el método para diagnosticar el riesgo de desarrollar cancer colorrectal de la invencion.

Otra realizacion es el método para diagnosticar el riesgo de desarrollar cancer colorrectal, en el que se diagnostica
un riesgo de desarrollar cancer colorrectal en la etapa (c) si la concentracion de SEQ ID NO: 7 esta por encima del
valor de Ct de punto de corte de 24,76, o si la concentracion de SEQ ID NO: 10 esta por encima del valor de Ct de
punto de corte de 21,42, o si el valor de la razén SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4 esta por debajo del valor de punto de
corte de 1,56, o si el valor de la razén SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4 esta por debajo del valor de punto de corte de
1,78.

También se describe en el presente documento un cebador para PCR identificado mediante cualquiera de las
secuencias seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 5-6, SEQ ID NO: 8-9 y SEQ ID NO: 11-12.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere al uso de un kit en un método para diagnosticar cancer
colorrectal a partir de una muestra de heces humanas segun la presente invencion, que comprende al menos un par
de cebadores para PCR seleccionados del par de cebadores del grupo que consiste en SEQ ID NO: 5-6, SEQ ID
NO: 8-9y SEQ ID NO: 11-12.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Razén de valores de Ct para 2 secuencias: SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4. CRC representa los valores
obtenidos de muestras de heces de pacientes con cancer colorectal, y C representa los valores de control obtenidos
de pacientes sanos.

Figura 2. Razon de valores de Ct para 2 secuencias: SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4. CRC representa los valores
obtenidos de muestras de heces de pacientes con cancer colorectal, y C representa los valores de control obtenidos
de pacientes sanos.

Figura 3. Razon de valores de Ct para 2 secuencias: SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 1. CRC representa los valores
obtenidos de muestras de heces de pacientes con cancer colorectal, y C representa los valores de control obtenidos
de pacientes sanos.

Figura 4. Valores absolutos de Ct para la secuencia SEQ ID NO: 4. CRC representa los valores obtenidos de
muestras de heces de pacientes con cancer colorectal, y C representa los valores de control obtenidos de pacientes
sanos.

Figura 5. Valores absolutos de Ct para la secuencia SEQ ID NO: 7. CRC representa los valores obtenidos de
muestras de heces de pacientes con cancer colorectal, y C representa los valores de control obtenidos de pacientes
sanos.

Figura 6. Razon valores de Ct para 2 secuencias: SEQ ID NO: 4/ SEQ ID NO: 1. CRC representa los valores
obtenidos de muestras de heces de pacientes con cancer colorrectal, Alto riesgo representa valores obtenidos de
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individuos con sindrome de Lynch que tenian pdlipos en su ultima colonoscopia y tienen un riesgo aumentado de
desarrollar cancer colorrectal, Bajo riesgo representa valores obtenidos de individuos con sindrome de Lynch que no
tenian pdlipos en su ultima colonoscopia.

Figura 7. Valores absolutos de Ct para la secuencia SEQ ID NO: 4. CRC representa los valores obtenidos de
muestras de heces de pacientes con cancer colorrectal, Alto riesgo representa valores obtenidos de individuos con
sindrome de Lynch que tenian pdlipos en su Ultima colonoscopia y tienen un riesgo aumentado de desarrollar cancer
colorrectal, Bajo riesgo representa valores obtenidos de individuos con sindrome de Lynch que no tenian pdlipos en
su ultima colonoscopia.

Ejemplos de la invencion
Ejemplo 1: Muestras de pacientes e identificacion de marcadores bacterianos.

En el gjemplo 3, se han analizado un total de 16 muestras de heces en 7 controles y 9 pacientes con cancer
colorrectal.

En el ejemplo 4, se analizaron un total de 8 individuos con sindrome de Lynch (con riesgo genético aumentado de
desarrollar cancer colorrectal).

A todos los individuos se les habia realizado una colonoscopia, en el periodo maximo de un afio, antes de la
obtencion de muestras fecales. Segun el examen endoscépico, 4 de ellos habian tenido un pdlipo maligno
(nombrados como de Alto riesgo) y 4 no tenian ningun pdlipo (nombrados como de Bajo riesgo).

Se han identificado los siguientes marcadores bacterianos en dichas muestras humanas:

—  secuencia bacteriana de ADNr 16S SEQ ID NO: 1 (B3)

—  secuencia bacteriana de ADNr 16S SEQ ID NO: 4 (B10)

—  secuencia bacteriana de ADNr 16S SEQ ID NO: 7 (B46)

—  secuencia bacteriana de ADNr 16S SEQ ID NO: 10 (B48)

Ejemplo 2. Disefio de cebadores

Los cebadores de la presente divulgacion (SEQ ID NO: 2-3, SEQ ID NO: 5-6, SEQ ID NO: 8-9 y SEQ ID NO: 11-12)
se han disefiado a partir del analisis comparativo con secuencias obtenidas previamente de grupos filogenéticos

usando las herramientas bioinformaticas: ClustalX, Netprimer y PrimerExpress. Se han disefiado dichos cebadores
para la cuantificacion de los marcadores bacterianos citados en el ejemplo 1 mediante PCR cuantitativa.

El sistema de deteccion elegido fue SybrGreen® o similar. Se descartaron los conjuntos de cebadores con menos de
3 posiciones diferentes con respecto a grupos cercanos. También se descartaron los conjuntos de cebadores con
valores de Tf en curvas de disociacién diferentes de los esperados.

Ejemplo 3: Métodos de PCR cuantitativa y resultados en pacientes con cancer colorrectal

La cuantificacién de cada uno de los marcadores bacterianos citados en el ejemplo 1 en las muestras de heces
analizadas se expresa en valores de Ct. El Ct (umbral de ciclos) se define como el numero de ciclos de g-PCR
requeridos para que la sefal de fluorescencia sobrepase el umbral. Los niveles de Ct son inversamente
proporcionales a la cantidad de acido nucleico diana en la muestra (es decir, cuanto menor es el nivel de Ct, mayor
es la cantidad de acido nucleico diana en la muestra). Los ensayos en tiempo real de WVDL se someten a 40 ciclos
de amplificacion.

Se muestran, a continuacion, los resultados obtenidos, en las tablas 1 y 2. La tabla 1 representa valores absolutos
de Ct y la tabla 2 representa razones de Ct.

Tabla 1. Valores absolutos de Ct

ID Grupo Condicién B48 B46 B10 B3
F10 CRC 1 18,59 22,78 16,33 33,64
F11 CRC 1 20,33 26,45 20,37 41,57
F3 CRC 1 23,52 26,2 19,8 38,45
F4 CRC 1 16,41 20,87 14,88

F5 CRC 1 19,04 24 17,61 35,68
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F6 CRC 1 23,22 27,67 21,82
F16 CRC 1 20,75 14,35
F7 CRC 1 23,19 28,2 22,34
F8 CRC 1 18,82 22,04 15,61
F12 C 0 17,55 20,9 14,95
F13 C 0 19,36 24,78 19,22
F14 C 0 19,46 21,44 15,07 37,34
F15 C 0 17,55 19,85 12,84 36,98
F9 C 0 17,61 21,8 15,41 35,66
F1 C 0 18,09 21,97 14,79 38,3
F2 C 0 17,07 20,57 12,76
Media CRC 20,39 24,329 18,12 37,34
C 18,099 21,616 15,01 37,07
Desviacion estandar CRC 2,65 2,89 3,04 3,44
C 0,94 1,58 2,15 1,09
Valor de p CRCvs.C 0,025 0,021 0,019 0,444
Punto medio (valores de punto de corte) 19,244 22,972 16,56 37,2
% de sensibilidad 66,67 83,33 83,33 50
% de especificidad 55,56 60 60 50
Exactitud 60 68,75 68,75 50
Tabla 2. Razones de Ct
ID Grupo Condicion B48/B10 B10/B3 B46/B10 | B46/B48 B46/B3 B48/B3
F10 CRC 1 1,14 0,49 1,39 1,23 0,68 0,55
F11 CRC 1 1 0,49 1,3 1,3 0,64 0,49
F3 CRC 1 1,19 0,51 1,32 1,11 0,68 0,61
F4 CRC 1 1,1 1,4 1,27
F5 CRC 1 1,08 0,49 1,36 1,26 0,67 0,53
F6 CRC 1 1,06 1,27 1,19
F16 CRC 1 1,45
F7 CRC 1 1,04 1,26 1,22
F8 CRC 1 1,21 1,41 1,17
F12 C 0 1,17 1,4 1,19
F13 C 0 1,01 1,29 1,28
F14 C 0 1,29 0,4 1,42 1,1 0,57 0,52
F15 C 0 1,37 0,35 1,55 1,13 0,54 0,47
F9 C 0 1,14 0,43 1,41 1,24 0,61 0,49
F1 C 0 1,22 0,39 1,49 1,21 0,57 0,47
F2 C 0 1,34 1,61 1,21
Media CRC 1,1 0,5 1,35 1,22 0,67 0,55
C 1,2 0,39 1,45 1,19 0,57 0,49
Desviacion CRC 0,07 0,01 0,07 0,06 0,02 0,05
estandar C 0,13 0,04 0,11 0,06 0,03 0,02
Valor de p CRCvs.C 0,02 0,001 0,018 0,224 0,001 0,045
Punto medio (valores de punto de 1,16123 0,4441 1,40243 1,20669 0,62 0,52
corte)
% de sensibilidad 75 100 77,78 55,56 100,00 75,00
% de especificidad 71,43 100 71,43 42,86 100,00 75,00
Exactitud 73,33 100 75 50 100,00 75,00

La sensibilidad y especificidad del diagnostico de cancer colorrectal son del 75 y el 71% para la razén SEQ ID NO:
10/SEQ ID NO: 4; del 77% y el 71%, respectivamente, para la razon SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4; del 100% vy el
100%, respectivamente, para la razéon SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 1; del 100% y el 100%, respectivamente, para la
razéon SEQ ID NO: 7/ SEQ ID NO: 1; y del 75% y el 75%, respectivamente, para la razéon SEQ ID NO: 10/ SEQ ID
NO: 1.

Las figuras 1, 2 y 3 son representaciones graficas de razones de valores de Ct (SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 7/SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 1).

Las figuras 4 y 5 son representaciones graficas de los valores absolutos de Ct (SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7).

Ejemplo 4. Riesgo de cancer colorrectal antes de presentar manifestaciones clinicas. Métodos de PCR cuantitativa y
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resultados en pacientes con sindrome de Lynch

Se determind la cuantificacion de cada uno de los marcadores bacterianos citados en el ejemplo 1 en las muestras
de heces humanas analizadas usando los cebadores descritos en el ejemplo 2 y se cuantificd en valores de Ct.

Se muestran a continuacion los resultados obtenidos, en las tablas 3 y 4. La tabla 3 representa valores absolutos de
Ct y la tabla 4 representa razones de Ct.

Tabla 3. Valores absolutos de Ct

ID Grupo Condicién B48 B46 B10 B3
F10 CRC 1 18,59 22,78 16,33 33,64
F11 CRC 1 20,33 26,45 20,37 41,57
F3 CRC 1 23,52 26,20 19,80 38,45
F4 CRC 1 16,41 20,87 14,88
F5 CRC 1 19,04 24,00 17,61 35,68
F6 CRC 1 23,22 27,67 21,82
F16 CRC 1 20,75 14,35
F7 CRC 1 23,19 28,20 22,34
F8 CRC 1 18,82 22,04 15,61
MIL1 Alto riesgo 2 22,58 25,87 14,56 35,56
MIL2 | Alto riesgo 2 24,53 25,79 14,73 37,06
MIL5 | Alto riesgo 2 22,56 24,57 14,16 38,44
MIL4 | Alto riesgo 2 20,00 29,90 18,41 37,99
MIL6 | Bajo riesgo 3 20,15 24,90 15,20 37,58
MIL3 | Bajo riesgo 3 18,11 20,45 10,34 31,16
MIL7 | Bajo riesgo 3 22,81 24,70 13,35 41,40
MIL8 | Bajo riesgo 3 20,60 21,88 11,38 32,42
CRC 20,39 24,33 18,12 37,34
Media Alto riesgo 22,42 26,53 15,46 37,26
Bajo riesgo 20,42 22,98 12,57 35,64
CRC 2,65 2,89 3,04 3,44
Desviaciéon estandar Alto riesgo 1,86 2,32 1,98 1,27
Bajo riesgo 1,93 2,18 2,15 474
CRC vs. Alto 0,10 0,10 0,070 0,48
riesgo
CRC vs. Bajo 0,49 0,21 0,004 0,29
Valor de p ;
riesgo
Alto riesgo vs. 0,09 0,03 0,047 0,27
Bajo riesgo
Punto medio (valores de punto de corte) 21,42 24,76 14,02 36,45
% de sensibilidad 75,00 75,00 80,00 60,00
% de especificidad 75,00 75,00 100,00 66,67
Exactitud 75,00 75,00 87,50 62,50
Tabla 4. Razones de Ct
ID Grupo Condicion B48/B10 B10/B3 B46/B10 | B46/B48 | B46/B3 B48/B3
F10 | CRC 1 1,14 0,49 1,39 1,23 0,68 0,55
F11 CRC 1 1,00 0,49 1,30 1,30 0,64 0,49
F3 CRC 1 1,19 0,51 1,32 1,11 0,68 0,61
F4 CRC 1 1,10 1,4 1,27
F5 CRC 1 1,08 0,49 1,36 1,26 0,67 0,53
F6 CRC 1 1,06 1,27 1,19
F16 | CRC 1 1,45
F7 CRC 1 1,04 1,26 1,22
F8 CRC 1 1,21 1,41 1,17
MIL1 | Alto riesgo 2 1,55 0,41 1,78 1,15 0,73 0,63
MIL2 | Alto riesgo 2 1,67 0,40 1,75 1,05 0,70 0,66
MIL5 | Alto riesgo 2 1,59 0,37 1,74 1,09 0,64 0,59
MIL4 | Alto riesgo 2 1,09 0,48 1,62 1,49 0,79 0,53
MIL6 | Bajo riesgo 3 1,33 0,40 1,64 1,24 0,66 0,54
MIL3 | Bajo riesgo 3 1,75 0,33 1,98 1,13 0,66 0,58
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MIL7 | Bajo riesgo | 3 171 0,32 1,85 1,08 0,60 0,55

MIL8 | Bajo riesgo | 3 1,81 0,35 1,92 1,06 0,67 0,64
CRC 1,10 0,50 1,35 1,22 0,67 0,55

Media Alto riesgo 1,47 0,41 1,72 1,20 0,71 0,60
Bajo riesgo 1,65 0,35 1,85 1,13 0,65 0,58
CRC 0,07 0,01 0,07 0,06 0,02 0,05

Desviacion estandar | Alto riesgo 0,26 0,05 0,07 0,20 0,06 0,06
Bajo riesgo 0,22 0,04 0,15 0,08 0,03 0,04
CRC vs. Alto 0,001491 | 0,009755 | 0,000001 0.38 011 0.10
riesgo

Valor de p S;Cg:c:’s' Bajo 0,000029 | 0,000159 | 0,000002 0,02 0,19 0,21
Alto riesgo vs. 0,172991 | 0,044382 | 0,087799 0,28 0,06 0,25
Bajo riesgo

Punto medio (valores de punto de corte) 1,56 0,38 1,78 1,16 0,68 0,59

% de sensibilidad 66,67 75,00 80,00 50,00 75,00 75,00

% de especificidad 60,00 75,00 | 100,00 50,00 75,00 75,00

Exactitud 62,50 75,00 87,50 50,00 75,00 75,00

Los marcadores de razones microbiolégicos pudieron distinguir el grupo de individuos con alto riesgo de desarrollar
cancer colorrectal (pacientes con sindrome de Lynch y pdlipos). La sensibilidad y especificidad en la deteccion de la
poblacion con alto riesgo de desarrollar cancer colorrectal fueron del 80% y el 100% para la SEQ ID NO: 4; del 75%
y el 75%, respectivamente, para la razén SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 1; del 80% y el 100%, respectivamente, para la
razén SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4; del 75% y el 75%, respectivamente, para la razéon SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 1;
y del 75% y el 75% para la razén SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 1.

La figura 6 es una representacion grafica de la razén de valores de Ct (SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 1) y la figura 7 es
una representacion grafica de los valores absolutos de Ct (SEQ ID NO: 4).

Lista de secuencias

<110> Institut d"\200\231Investigacié Biomedica de Girona Dr. Josep Trueta (IDIBGI)
Universitat de Girona (UdG)

<120> METODO PARA DIAGNOSTICAR CANCER COLORRECTAL A PARTIR DE UNA MUESTRA DE HECES
HUMANAS MEDIANTE PCR CUANTITATIVA, CEBADORES Y KIT

<160> 12
<170> BiSSAP 1.2

<210>1

<211> 489

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..489

<223> /tipo_mol="ADN sin asignar” /nota="Secuencia de ADN ribosémico 16S B3, secuencia parcial (nUmero de
acceso GQ411111.1)” /organismo=“Secuencia artificial”

<400> 1
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acggaggect
agaagccccg
cggattcatt
ggctcaacce
acacccggtg
cctctgggee
cctggtagtce
gcagccaacg
aattgacygg

<210> 2

<211>19
<212> ADN

tegggtegta
gctaactacg
gggcgtaaag
cccgaagecce
tagcggtgga
gagaccgacg
ccagccgtaa

cattaagegt

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..19

<223> /tipo_mol="ADN sin asignar” /nota=“Cebador directo de secuencia de ADN ribosémico 16S B3’
/organismo="Secuencia artificial”

<400> 2

ggaggccttc gggtcgtaa 19

<210> 3
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..18

<223> /tipo_mol="ADN sin asignar” /nota="Cebador inverso de secuencia de ADN ribosémico 16S B3”
/organismo="Secuencia artificial”

<400> 3

ccgaagcecc cggaacct 18

<210> 4
<211> 485
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..485

<223> /tipo_mol=“ADN sin asignar’ /nota=“Secuencia de ADN ribosémico 16S B10, secuencia parcial (nUumero de

ES 2 661 684 T3

acegetttea
tgeccagcagce
cgegegtagyg
ccggaacctc
atgcgcagat
ctgaggcgeg
acgatggacg

cccgcctggg

gcagggaaga
cgcggtaata
cggcececggea
cgcggcttgg
atcgggtgga
aaagctgggg
ctaggtgtgg

gagtacggcc

acceso GQ411118.1)" /organismo=“Secuencia artificial”

<400> 4

gtcaagactg
cgtagggggc
ggccggggat
gtecggtagg
acacecggtgg
gagcgaacag
ggggacgatc

gcaaggctaa

tacctgcaga
gagcgttate
cgaagcggygyg
ggagggtgga
cgaaggcggce
gattagatac
cceccgtgec

aactcaaagg
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ctteggattg
cggctaacta
ctgggtgtaa
ccatgaactg
tgtageggtg
caccaactga
tccacactgt
aacacaataa
cggac
<210>5

<211>19
<212> ADN

taaactcetg
cgtgccageca
agggagcgea
ctttcaaaac
gaatgcgtag
cgctgaggct
aaacgatgat

gtaatccace

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..19

<223> /tipo_mol=“ADN sin asignar’ /nota=“Cebador direcio de secuencia de ADN
/organismo="Secuencia artificial”

<400> 5

caacaaggta agtgacggc 19

<210>6
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..20

<223> /tipo_mol="ADN sin asignar’ /nota=“Cebador inverso de secuencia de ADN ribosémico 16S B10”
/organismo="Secuencia artificial”

<400> 6

cgcctacctg tgcactacte 20

<210>7
<211> 474
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..474

<223> /tipo_mol=“ADN sin asignar’ /nota=“Secuencia de ADN ribosémico 16S B46, secuencia parcial (nUumero de

ES 2 661 684 T3

ttgttgagga gataatgacyg gtactcaaca
gcegeggtaa aacgtaggtc acaagegttg
ggcgggaaga caagttggaa gtgaaatcca
tgtttttectt gagtagtgca caggtaggceg
atatcegggag gaacaccagt ggcgaaggeg
cgaaagtgtg ggtagcaaac aggattagat
tactaggtgt tggaggattg accccttcag

tggggagtac gaccgcaagg ttgaaactca

acceso GQ411150.1)" /organismo=“Secuencia artificial”

<400> 7

10

aggtaagtga
tcecggaatta
tgggctcaac
gaattcccgg
gcoctactggy
accctggtag
tgccgeagtt

aaggaattga
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gtaacattte
gacggaages
gagcgcagge
tcctaactgt
tgcctagata
tgaggctcga
ccatgattac

atccacetgg

<210> 8
<211>19
<212> ADN

tgtaacaaga
geggtteocac
gggaagacaa
ttttettgag
tegggaggaa
aagtgtgggt
tacgtgttgg

ggagtacgac

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..19

<223> /tipo_mol=“ADN sin asignar’ /nota=“Cebador directo de secuencia de ADN ribosémico 16S B46”

/organismo="Secuencia artificial”

<400> 8

tccacgtaag tcacaagceg 19

<210>9
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..20

<223> /tipo_mol="ADN sin asignar’ /nota=“Cebador inverso de secuencia de ADN ribosémico 16S B46”

/organismo="Secuencia artificial”

<400> 9

cgcctacctg tgcactacte 20

<210> 10
<211> 566
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222> 1..566

<223> /tipo_mol=“ADN sin asignar’ /nota=“Secuencia de ADN ribosémico 16S B48, secuencia parcial (nUumero de
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catacagcag
gtaagtcaca
gttggaagtg
tagtgcacag
caccattgge
agcaaacagg
aggattgacc

cgeceggtty

tttectcagag
agcegttgtec
aaatccatgg
gtaggcggaa
gaaggcggec
attagatacc
ccttetgtge

agactcacag

acceso GQ411152.1)" /organismo=“Secuencia artificial”

<400> 10

11

tteccaaact
ggaattactyg
getcaaccea
tteceggtgt
tactggactg
ctggtagtcc
cgcagataac

gaattgacgy

caaaggaatt
ggtgtaaagyg
taaactgett
agcggtggaa
caactgacgc
actccgtaaa
acaataagta

acte

60
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tctettacgg
cgcegegtga
cggtacctga
tgcaagcgtt
tgtgaaaacc
agaggtaage
tggcgaagge
caggattaga
cagctcttcg
aatgaaacte
<210> 11

<211> 18
<212> ADN

ggageageag
gcgatgaagt
ctaagaagcc
atccggattt
cggggctcaa
ggaattceta
ggcttactgg
taccetggta
gtgccgcagce

acagaatttg

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..18

<223> /tipo_mol=“ADN sin asignar’ /nota=“Cebador directo de secuencia de ADN ribosémico 16S B48”

/organismo="Secuencia artificial”

<400> 11

gtacggggag cagcagtg 18

<210> 12
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..23

<223> /tipo_mol="ADN sin asignar’ /nota=“Cebador inverso de secuencia de ADN ribosémico 16S B48”

/organismo="Secuencia artificial”

<400> 12

gacactctag atgcacagtt tcc 23

ES 2 661 684 T3

tggggaatat
atttcggtat
ccggctaaat
actgggtgta
ccccgggact
gtgtageggt
acgataactg
gtccacgecy
aaacgcaata

acggag

tgcacaatgg
gtaaagctct
acgtgccagce
aagggagegt
gcattggaaa
gaaatgcgta
acgctgagge
taaacgatga

agtattccac

12

gggaaacccet
atcagcaggyg
agccgeggta
agacggagtg
ctgtgcatct
gatattagga
tcgaaagcegt
ctactaggtg

ctggggagta

gatgcagega
aagaaaatga
atacgtatgg
gcaagtctga
agagtgtcgg
ggaacaccag
ggggagcaaa

tcggggagea

cgttcgcaag

60
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REIVINDICACIONES

Método para diagnosticar el riesgo de desarrollar cancer colorrectal a partir de una muestra de heces
humanas, que comprende:

(a) determinar mediante PCR cuantitativa en dicha muestra de heces humanas la concentracion de al
menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 y
SEQ ID NO: 10,

en el que se determina la concentracion de SEQ ID NO: 7 usando cebadores con una identidad de al
menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 8-9, y se determina la concentracion de SEQ ID NO: 10 usando
cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 11-12;

(b) opcionalmente, determinar al menos una de las razones de concentraciones seleccionadas del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4, y SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4,

en el que se determina la concentracion de SEQ ID NO: 4 mediante PCR cuantitativa en dicha muestra de
heces humanas usando cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6;

y

(c) diagnosticar el riesgo de desarrollar cancer colorrectal a partir de la concentracion de al menos una de
las secuencias de la etapa (a) y/o el valor de al menos una razén obtenida en la etapa (b);

en el que se diagnostica un riesgo aumentado de desarrollar cancer colorrectal en la etapa c) si hay un
aumento del valor de Ct de al menos una de las secuencias de la etapa (a) y/o una disminuciéon del valor de
al menos una razon obtenida en la etapa (b) con respecto a un valor de punto de corte.

Método para diagnosticar cancer colorrectal a partir de una muestra de heces humanas, que comprende:

(a) determinar mediante PCR cuantitativa en dicha muestra de heces humanas la concentracion de al
menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10, en el que se determina la concentracion de SEQ ID NO: 4 usando cebadores
con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6, se determina la concentracion de
SEQ ID NO: 7 usando cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 8-9, y
se determina la concentracion de SEQ ID NO: 10 usando cebadores con una identidad de al menos el 90%
con respecto a SEQ ID NO: 11-12;

(b) opcionalmente, determinar al menos una de las razones de concentraciones seleccionadas del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4, y SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4; y

(c) diagnosticar cancer colorrectal a partir de la concentracion de al menos una de las secuencias de la
etapa (a) y/o el valor de al menos una razén obtenida en la etapa (b);

en el que se diagnostica cancer colorrectal en la etapa c) si hay un aumento del valor de Ct de al menos
una de las secuencias de la etapa (a) y/o una disminucién del valor de al menos una razén obtenida en la
etapa (b) con respecto a un valor de punto de corte.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que dichos cebadores con una
identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6 son cebadores con una identidad de al
menos el 95% con respecto a SEQ ID NO: 5-6, dichos cebadores con una identidad de al menos el 90%
con respecto a SEQ ID NO: 8-9 son cebadores con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ
ID NO: 8-9, y dichos cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 11-12
son cebadores con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ ID NO: 11-12.

El método segun la reivindicacion 3, caracterizado por que dichos cebadores con una identidad de al menos
el 95% con respecto a SEQ ID NO: 5-6 son los cebadores identificados mediante SEQ ID NO: 5-6, dichos
cebadores con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 son los cebadores
identificados mediante SEQ ID NO: 8-9, y dichos cebadores con una identidad de al menos el 95% con
respecto a SEQ ID NO: 11-12 son los cebadores identificados mediante SEQ ID NO: 11-12.

Uso de un kit en un método para diagnosticar cancer colorrectal a partir de una muestra de heces humanas
segun la reivindicacion 2, en el que dicho kit esta caracterizado por que comprende al menos un par de
cebadores para PCR seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 5-6, SEQ ID NO: 8-9 y SEQ ID
NO: 11-12.

Uso de la concentracion determinada mediante PCR cuantitativa en una muestra de heces humanas de al
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menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 y
SEQ ID NO: 10, y/o el valor de al menos una razén de concentraciones determinada mediante PCR
cuantitativa en dicha muestra de heces humanas seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
10/SEQ ID NO: 4, y SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4, como marcador bacteriano del riesgo de desarrollar
cancer colorrectal,

en el que se determina la concentracion de SEQ ID NO: 4 usando cebadores con una identidad de al
menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6, en el que se determina la concentracion de SEQ ID NO: 7
usando cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 8-9, y se determina la
concentracion de SEQ ID NO: 10 usando cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a
SEQ ID NO: 11-12; y

en el que se diagnostica un riesgo aumentado de desarrollar cancer colorrectal si hay un aumento del valor
de Ct de al menos una de las secuencias de la etapa (a) y/o una disminucion del valor de al menos una
razon obtenida en la etapa (b) con respecto a un valor de punto de corte.

Uso de la concentracion determinada mediante PCR cuantitativa en una muestra de heces humanas de al
menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada de SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:7 y SEQ ID
NO:10, y/o el valor de al menos una razén de concentraciones determinada mediante PCR cuantitativa en
una muestra de heces humanas seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4, y
SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4, como marcador bacteriano de cancer colorrectal,

en el que se determina la concentraciéon de SEQ ID NO: 4 usando cebadores con una identidad de al
menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6, se determina la concentracién de SEQ ID NO: 7 usando
cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 8-9, y se determina la
concentracion de SEQ ID NO: 10 usando cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a
SEQ ID NO: 11-12;

en el que se diagnostica cancer colorrectal si hay un aumento del valor de Ct de al menos una de las
secuencias de la etapa (a) y/o una disminucion del valor de al menos una razén obtenida en la etapa (b)
con respecto a un valor de punto de corte.

El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, caracterizado por que dichos cebadores con una
identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6 son cebadores con una identidad de al
menos el 95% con respecto a SEQ ID NO: 5-6, dichos cebadores con una identidad de al menos el 90%
con respecto a SEQ ID NO: 8-9 son cebadores con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ
ID NO: 8-9, y dichos cebadores con una identidad de al menos el 90% con respecto a SEQ ID NO: 11-12
son cebadores con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ ID NO: 11-12.

El uso segun la reivindicacion 8, caracterizado por que dichos cebadores con una identidad de al menos el
95% con respecto a SEQ ID NO: 5-6 son los cebadores identificados mediante SEQ ID NO: 5-6, dichos
cebadores con una identidad de al menos el 95% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 son los cebadores
identificados mediante SEQ ID NO: 8-9, y dichos cebadores con una identidad de al menos el 95% con
respecto a SEQ ID NO: 11-12 son los cebadores identificados mediante SEQ ID NO: 11-12.
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