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

La presente invencion se refiere al campo de deteccion de cancer colorrectal (CCR). Especificamente, se refiere a
métodos para la deteccidon temprana, cribado del riesgo y monitorizacion de CCR en un sujeto humano basandose
en la cuantificacion de una o mas secuencias bacterianas de ADNr 16S en las heces. Se refiere ademas al uso de
dichas secuencias bacterianas como biomarcadores de cancer colorrectal.

Antecedentes de la invencion

El cancer colorrectal (CCR) es la segunda causa principal de muerte debida a cancer en Europa y en Estados
Unidos, y es el cancer que se diagnostica mas frecuentemente 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 eficaz y econdmica para reducir la mortalidad e incidencia de CCR son pruebas de cribado y
monitorizacion del riesgo de CCR. Las pruebas de cribado se agrupan en aquellas que detectan principalmente
cancer temprano; y aquellas que pueden detectar cancer temprano y también pueden detectar polipos
adenomatosos, proporcionando por tanto un mayor potencial para la prevencion a través de polipectomia (es decir,
extirpacion de pdlipos), véanse las pautas de cribado y vigilancia de la Sociedad Americana contra el Cancer (ACS)
de 2008, Levin et al. (CA Cancer J Clinicians, 2008;58(3)130-160). Se aplican diferentes pautas de cribado en
personas que tienen un riesgo promedio y en personas con un riesgo aumentado o alto
(http://www.cancer.org/cancer/colonandrectumcancer/moreinformation/colonandrectumcancerearlydetection/colorect
al-cancer-early-detection-acs-recommendations).

Actualmente, las pruebas que detectan principalmente CCR son pruebas fecales, que incluyen: i) pruebas de sangre
fecal: la prueba de sangre oculta en las heces (“FOBT”) y la prueba inmunoquimica fecal (“FIT”); y ii) la prueba de
ADN en heces (“ADNh”) (véase,
http://www.cancer.org/cancer/colonandrectumcancer/moreinformation/colonandrectumcancerearlydeteccion/colorect
al-cancer-earlydetection-screening-tests-used).

i) Pruebas de sangre fecal

Tanto la FOBT como la FIT criban CCR detectando la cantidad de sangre en una muestra de heces. Las pruebas se
basan en la premisa de que el tejido neoplasico, particularmente tejido maligno, sangra mas que la mucosa tipica,
aumentando la cantidad de sangrado con el tamafio de pdlipo y el estadio de cancer. Se recomiendan multiples
pruebas debido al sangrado intermitente. Aunque las pruebas de sangre fecal pueden detectar algunos tumores de
estadio temprano en la parte inferior del colon, son incapaces de detectar (i) CCR en la parte superior del colon ya
que cualquier sangre se metabolizara y/o (ii) pdlipos adenomatosos mas pequefios, creando por tanto falsos
negativos. Cualquier sangrado gastrointestinal debido a hemorroides, fisuras, trastornos inflamatorios (colitis
ulcerosa, enfermedad de Crohn), enfermedades infecciosas, incluso carreras de largas distancias, crearan falsos
positivos (Beg et al., J Indian AcadClin Med, 2002;3(2)153-158). Las actuales pautas de la ACS (Levin et al., CA
Cancer J Clinicians, 2008;58(3)130-160) recomiendan el cribado anual de adultos con riesgo promedio con edades
de 50 afios y mas usando la prueba de sangre oculta en las heces basada en Guaiac (gFOBT). La FOBT es la Unica
prueba recomendada en la Unién Europea (Segnan N. et al.,, 2010, European guidelines for quality assurance in
colorectal cancer screening and diagnosis. Luxemburgo: Oficina para Publicaciones Oficiales de las Comunidades
Europeas). Ambas pautas recomiendan que cualquier prueba FOBT positiva debe continuarse con una
colonoscopia.

ii) Prueba de ADN en heces (“ADNh”)

La prueba de ADNh mide una variedad de marcadores de ADN a partir de una muestra de heces. La prueba de
ADNh disponible actualmente Cologuard™ de Exact Sciences Corp. (Madison, WI), mide un panel de marcadores
multiples que incluye mutaciones puntuales diferenciadas en genes K-ras, APC y P53; una sonda para BAT-26; un
marcador para la integridad de ADN (DIA); y metilaciéon del gen vimentina (Levin et al., CA Cancer J Clinicians,
2008;58(3)130-160). Aunque algunas pautas recomiendan pruebas de ADNh otras pautas son mas conservadoras y
no lo recomiendan. En un estudio, una version de la prueba de ADNh fue superior a FOBT, pero sélo detecté el 15%
de los adenomas avanzados (Imperiale et al., N Engl J Med, 2004;351:2704-2714).

Las pruebas indicadas en las pautas de la ACS como que son capaces de detectar polipos adenomatosos y cancer
son pruebas estructurales que incluyen: (i) colonoscopia, (ii) sigmoidoscopia flexible (“FSIG”), (iii) enema de bario
con contraste doble (“DCBE”), y (iv) colonografia CT (“CTC”, colonoscopia virtual). Todos estos métodos requieren
tanto purgado de los intestinos de un paciente como bombeo de aire en el colon para ayudar a la visualizacion. Las
pautas actuales apoyan el uso de pruebas disefiadas para detectar tanto cancer temprano como pdlipos
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adenomatosos si estan disponibles los recursos y los pacientes estan dispuestos a someterse a una prueba
invasiva.

Una colonoscopia es una técnica invasiva que permite la inspeccion directa de todas las biopsias de extraccion de
mucosa y la reseccién del colon y pdlipos del recto en una sesion. Esto no sélo mejora el prondstico de cancer
colorrectal sino que previene la enfermedad. Sin embargo, las principales desventajas asociadas con esta técnica
son: alto coste debido a que requiere personal cualificado, el riesgo de muerte asociado con la anestesia y el riesgo
de perforacion intestinal (Garborg K. ef al., Ann Oncol., 2013;24(8):1963-72).

La colonoscopia en manos de un profesional experimentado es 100% sensible y 100% especifica, pero debido al
riesgo y coste de la colonoscopia, antes de la colonoscopia se requiere llevar a cabo un cribado de poblacion de
riesgo usando pruebas no invasivas tales como las pruebas fecales mencionadas anteriormente para la deteccion de
sangre en heces, es decir, gFOBT o FIT, que tal como se mencion6 anteriormente conducen a un numero
importante de falsos resultados positivos, por tanto, a un ndmero igual de colonoscopias innecesarias. Esto se refleja
en la necesidad de una herramienta de cribado de CCR no invasiva eficaz. La actual carencia de una herramienta de
cribado de CCR eficaz da como resultado largas listas de espera (> 6 semanas) para una colonoscopia y una gran
cantidad de recursos econémicos asignados a colonoscopias que fueron indicadas incorrectamente. Esta situacion
representa tanto para la salud publica como privada, un gasto significativo y da como resultado la saturacién del
sistema (Allison J. et al., Practical Gastroenterology, 2007, 3: 21-32).

Por tanto, existe la necesidad de una mejora de la sensibilidad, especificidad, invasividad y/o rentabilidad de los
métodos actuales para la deteccion temprana y monitorizacion de CCR y/o polipos adenomatosos.

La base genética e historia natural de CCR estan bien definidas, considerando que menos del 5% de los CCR son
hereditarios, y la mayoria son esporadicos, diagnosticados en pacientes sin antecedentes personales o familiares de
neoplasia colénica. La etiologia de esta enfermedad aun se desconoce, aunque se sospecha un origen multifactorial
en el que factores enddgenos y exégenos estan implicados activamente en el desarrollo tumoral. Estos factores son:
edad, tabaco, antecedentes personales de enfermedad intestinal inflamatoria, dieta, estilo de vida y microbiota.

Ultimamente, se ha demostrado que las comunidades bacterianas en la mucosa colénica de pacientes con CCR
difieren de individuos sanos y la microbiota intestinal se ha propuesto como agente determinante en el desarrollo y la
progresion de CCR a lo largo de sus estadios (Chen W et al., PLoS One, 2012;7(6):€39743; Zhu Q et al., Tumour
Biol., 2013;34(3):1285-300; Ahn J et al., J Natl Cancer Inst., 2013;105(24):1907-11; Na wu et al., Microbial ecology,
2013;66(2):462-470).

El documento W0O2012/170478 se refiere a métodos para detectar adenomas y cancer colorrectal usando una firma
bacteriana. Se llevé a cabo secuenciacion génica de ARNr16 para caracterizar comunidades bacterianas adherentes
a partir de biopsias de mucosa. Se calcularon las abundancias relativas entre sujetos con adenoma y sin adenoma,
concluyendo que el desarrollo de adenomas esta asociado con cambios en la abundancia relativa de diversos
taxones bacterianos presentes en la mucosa del intestino. Especificamente, se determind la abundancia de
Fusobacterium nucleatum en la mucosa normal del recto de sujetos con y sin adenomas mediante cuantificacion por
gPCR del gen ARNr 16S (ADN 16S), concluyendo que la abundancia es mayor en casos de adenoma en
comparacion con los controles. Segun dichos datos, se sugiere el uso de F. nucleatum como biomarcador de
carcinogénesis colorrectal.

La importancia de la microbiota del intestino como agente en el desarrollo y la evolucion de CCR a lo largo de sus
estadios también se ha confirmado en un estudio llevado a cabo por uno de los inventores en muestras de biopsia
de mucosa, lo que muestra la asociacion de la abundancia de Firmicutes, Actinobacteria y Escherichia coli en
pacientes con cancer colorrectal y de Faecalibacterium prausnitzi en sujetos sanos (Mas de Xaxars T., 2012, Diposit
legal: Gl. 1664-2012, http://hdl.handle. net/10803/94513).

Se conoce bien en la técnica, sin embargo, que existen diferencias entre la composicion de microbiota en biopsias
de mucosa y muestras de heces. Lepage et al. (Inflamm Bowel Dis., 2005;11(5):473-80) muestran que en un
individuo dado las especies dominantes difieren entre microbiota fecal y asociada a la mucosa. De manera similar,
Eckburg et al. (Science, 2005;308(5728): 1635-1638) notificaron diferencias estadisticamente significativas entre los
linajes filogenéticos encontrados en muestras de la mucosa y heces, postulando que la microbiota fecal representa
una combinacioén de bacterias de la mucosa desprendidas y poblacion luminal no adherente diferenciada.

Nechvatal et al. (J Microbiol Methods., 2008;72(2):124-32) mostraron que puede usarse ADN fecal como fuente para
estudios epidemioldgicos de bacterias intestinales y marcadores de cancer humano. En particular, describe la
cuantificacion mediante PCR cuantitativa en tiempo real de secuencias bacterianas y humanas en extractos de ADN
a partir de heces humanas. Balamurugan et al. (J GastroenterolHepatol.,, 2008;23:1298-303) describen la
cuantificacion mediante PCR cuantitativa en tiempo real de bacterias especificas con productos del metabolismo que
se conoce que tienen un efecto protector (es decir, Eubacterium rectale y Faecalibacterium prausnitzii, que son
bacterias productoras de butirato) o que son téxicos o carcindgenos (es decir, Desulfovibrio (bacterias reductoras de
sulfato) y Enterococcus faecaelis (que produce superoxido extracelular) en las heces de pacientes con cancer
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colorrectal. Sin embargo, ambas son silenciosas ante la determinacion del valor de diagndstico o predictivo de tales
secuencias bacterianas como biomarcadores para CCR.

En el documento US2014/0024036, Wang et al. describen un método para la detecciéon de CCR que comprende la
cuantificacion del gen nusG de F. nucleatum (FNN) mediante gPCR a partir de heces humanas de pacientes con
CCR y controles, detectando CCR con una sensibilidad del 57% y especificidad del 89,5%.

Hassan Brim et al (PLoS ONE, 8(12), e81352) se refieren a la obtencion del perfil taxondmico de secuencias
bacterianas en muestras de heces de individuos sanos y pacientes con poélipos en el colon usando tecnologia de
microalineamiento de ARNr 16S y pirosecuenciacion. La presencia de polipos en el colon se dice que esta asociada
con un 10% de riesgo de progresion maligna. No se comunican diferencias en la composicién de la microbiota al
nivel de género entre los dos grupos. Al nivel de subgénero, se encontré que las bacterias del grupo Bacteroides
eran predominantes en las muestras de pacientes con polipos. No obstante, el analisis metagenémico no reveld
grandes diferencias en prevalencia/abundancia de genes bacterianos entre los dos grupos incluso cuando el analisis
y las comparaciones se limitaron a los genomas de Bacteroides disponibles.

Aunque se han descrito métodos para la deteccion y/o cuantificacion de biomarcadores de ADN para CCR en heces,
aun sigue habiendo la necesidad de métodos fiables de diagndstico temprano, cribado del riesgo o monitorizacién de
CCR en pacientes en un sujeto humano a partir de muestras de heces. La disponibilidad de un método de este tipo
permitiria prevenir eficazmente CCR mediante deteccion temprana y reducir el nimero de pruebas de examen
estructural innecesarias, tales como colonoscopias, que se realizan hoy en dia en individuos que se sospecha que
tienen CCR mas a menudo de lo necesario debido a la baja exactitud de las pruebas FOBT y FIT que son los
métodos de cribado convencionales actuales para la deteccién de CCR.

Sumario de la invenciéon

El primer aspecto de la invencion se refiere a un método para determinar el riesgo de desarrollar cancer colorrectal
(CCR) en un sujeto humano que comprende:

i. cuantificar al menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10, a partir de una muestra de heces de dicho sujeto;

ii. comparar los niveles de cuantificacion de la muestra del sujeto en (i) con los niveles de cuantificacion en una
muestra de control; y

iii. determinar el riesgo de desarrollar CCR en dicho sujeto humano, cuando existe una desviacion de los valores de
muestra del sujeto a partir de los valores en dicha muestra de control.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un método de cribado de cancer colorrectal (CCR) en un sujeto
humano que comprende:

i. cuantificar al menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 a partir de una muestra de heces de dicho sujeto;

ii. comparar los niveles de cuantificacion de la muestra del sujeto en (i) con los niveles de cuantificacion en una
muestra de control; y

ii. diagnosticar, detectar de manera temprana o determinar recaida de CCR en dicho sujeto humano, o determinar
que debe realizarse una colonoscopia en dicho sujeto humano, cuando existe una desviacion de los valores de
muestra del sujeto a partir de los valores en dicha muestra de control.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere al uso de un kit para diagnosticar, detectar de manera temprana o
determinar recaida de CCR, determinar el riesgo de desarrollar CCR o predecir CCR o determinar si debe realizarse
una colonoscopia, a partir de una muestra de heces de un sujeto humano, segun el método de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, comprendiendo dicho kit:

a. un reactivo seleccionado del grupo que consiste en:

i. sondas de acido nucleico capaces de hibridarse especificamente con al menos una secuencia de ADNr 16S
seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 10; o

ii. un par de cebadores de acido nucleico capaces de amplificar especificamente al menos una secuencia de ADNr
16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10; y

b. instrucciones para cuantificar los niveles de una o mas de dichas secuencias a partir de una muestra de heces
humanas.
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Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes simbolos se usan en las figuras desde 1 hasta 7 con el siguiente significado:
- * significa que la significacion estadistica es p= 0,05

- ** significa que la significacion estadistica es p= 0,01

- *** significa que la significacion estadistica es p= 0,005

- La significacion estadistica de las figuras desde 8 hasta 26 esta representada por * y el valor de p aparece en las
tablas correspondientes.

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

Figura 2. Razén de valores de Ct para 2 secuencias: SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4. CCR representa los valores
obtenidos a partir de muestras de heces de pacientes con cancer colorrectal, y C representa los valores de control
obtenidos de paciente sanos.

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

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

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

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

Figura 7. Valores de Ct absolutos para la secuencia SEQ ID NO: 4. CCR representa los valores obtenidos a partir de
muestras de heces de cancer colorrectal, alto riesgo representa los valores obtenidos a partir 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 los valores obtenidos a partir de individuos con sindrome de Lynch que no tenian
polipos en su ultima colonoscopia.

Figura 8. Validacion de cebadores para amplificacion de B3: graficos de amplificacion (8a) y curva de disociacion
(8b).

Figura 9. Validacion de cebadores para amplificacion de B10: graficos de amplificacion (9a) y curva de disociacion
(9b).

Figura 10. Validacion de cebadores para amplificacion de B41: graficos de amplificacion (10a) y curva de disociacion
(10b).

Figura 11. Validacion de cebadores para amplificacion de B46: graficos de amplificacion (11a) y curva de disociacion
(11b).

Figura 12. Validacion de cebadores para amplificacion de B48: graficos de amplificacion (12a) y curva de disociacion
(12b).

Figura 13. Validacion de cebadores para amplificacion de B50: graficos de amplificacion (13a) y curva de disociacion
(13b).

Figura 14. Valores de Ct absolutos para B3 en grupos de CCR y C.
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Figura 15. Valores de Ct absolutos para B48 en grupos de CCR y C.

Figura 16. Valores de Ct absolutos para B10 en grupos de CCR y C.

Figura 17. Valores de Ct absolutos para B46 en grupos de CCR y C.

Figura 18. Valores de Ct absolutos para B3 en grupos de CCR, L y C.

Figura 19. Valores de Ct absolutos para B48 en grupos de CCR, Ly C.

Figura 20. Valores de Ct absolutos para B10 en grupos de CCR, Ly C.

Figura 21. Valores de Ct absolutos para B46 en grupos de CCR, Ly C.

Figura 22. Valores de Ct absolutos para B3, B10, B46 y B48 en CCR+L frente a C.

Figura 23. Raz6n B48/B10 de valores de Ct absolutos en grupos de CCR, alto riesgo L, bajo riesgo L y C.
Figura 24. Raz6n B3/B10 de valores de Ct absolutos en grupos de CCR, alto riesgo L, bajo riesgo L y C.
Figura 25. Raz6n B46/B10 de valores de Ct absolutos en grupos de CCR, alto riesgo L, bajo riesgo L y C.
Figura 26. Razon B3/B48 de valores de Ct absolutos en grupos de CCR, alto riesgo L, bajo riesgo L y C.
Figura 27. Curvas ROC para B3, B10, B46 y B48 en analisis de sanos frente a CCR.

Figura 28. Curvas ROC para B3, B10, B46 y B48 en analisis de sanos frente a Lynch.

Figura 29. Curvas ROC para B3, B10, B46 y B48 en analisis de sanos frente a CCR + Lynch.

Figura 30. Curvas ROC para B3, B10, B46 y B48 en analisis de CCR frente a Lynch.

Descripcion detallada

En la presente divulgacion, se han identificado secuencias bacterianas especificas asociadas con diagnostico,
deteccion temprana, cribado del riesgo y monitorizacion de CCR y/o pélipos adenomatosos.

El primer aspecto de la divulgacién, se refiere a un método de cribado de cancer colorrectal (CCR) y/o polipos
adenomatosos en un sujeto humano que comprende:

i. cuantificar al menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 o la secuencia de ARNr complementaria de la misma, a partir de
una muestra de heces de dicho sujeto; y

ii. diagnosticar, detectar de manera temprana, determinar la recaida, determinar el riesgo de desarrollar, o predecir
CCR y/o pdlipos en un sujeto humano; o determinar si debe realizarse una colonoscopia en dicho sujeto humano; o
determinar el prondstico en el que dicho sujeto humano es un paciente al que se le ha diagnosticado CCR y/o
polipos; o guiar una terapia en un paciente con CCR y/o pdlipos a partir de los niveles de cuantificaciéon de al menos
una de dichas secuencias.

En la presente solicitud, la secuencia identificada por 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”, y estas designaciones se usan de manera intercambiable. B3, B10, B46 y
B48 fueron los nombres usados por los inventores de la presente solicitud para identificar las secuencias durante el
rendimiento de todos los experimentos llevados a cabo para llegar a la presente invencion. Las secuencias
identificadas por SEQ ID NO: 1, 4, 7 y 10 estan disponibles en la base de datos de secuencias publica EMBL-EBI
con los siguientes numeros de registro: GQ411111.1 (SEQ ID NO: 1), GQ411118.1 (SEQ ID NO: 4), GQ411150.1
(SEQ ID NO: 7), GQ411152.1 (SEQ ID NO: 10).

Las secuencias B3, B10, B46 y B48 se corresponden con bandas de gel de electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE) aisladas previamente de aislados de bacterias no cultivadas. Se llevaron a cabo analisis
BLAST con el fin de identificar las especies bacterianas correspondientes:

Mejor coincidencia BLAST para ADNr 16S de B3: Collinsella aerofaciens;

Mejor coincidencia BLAST para ADNr 16S de B10: Faecalibacterium prausnitzii,
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Mejor coincidencia BLAST para ADNr 16S de B46: Faecalibacterium prausnitzii, Subdoligranulum variabil;
Mejor coincidencia BLAST para ADNr 16S de B48: Ruminococcus, Roseburia, Coprococcus.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cancer colorrectal’ o “CCR” se usa para cancer que se inicia
en el colon o el recto. Estos canceres también pueden denominarse por separado como cancer de colon o cancer
colorrectal, segun dénde comiencen. El cancer de colon y cancer colorrectal tienen muchas caracteristicas en
comun.

Segun la ACS, varios tipos de cancer pueden iniciarse en el colon o recto. Mas del 95% de los canceres
colorrectales son un tipo de cancer conocido como adenocarcinomas. Estos canceres se inician en células que
forman glandulas que elaboran moco para lubricar el interior del colon y recto. Otros tipos de tumores menos
frecuentes también pueden iniciarse en el colon y recto. Estos incluyen: tumores carcinoides, tumores estromales
gastrointestinales (GIST), linfomas y sarcomas.

El objetivo del cribado de cancer es reducir la mortalidad mediante una reduccion en la incidencia de enfermedad
avanzada. Para este fin, el cribado de CCR moderno puede lograr este objetivo mediante la deteccion de
adenocarcinomas de estadio temprano y la deteccién y extirpacion de pdlipos adenomatosos, el ultimo aceptado
generalmente como lesiones precursoras no obligadas.

Un “polipo adenomatoso” es un crecimiento no canceroso de células glandulares andmalas sobre el revestimiento
interno de un érgano tal como el colon. Por ejemplo, tres tipos de polipos adenomatosos que pueden crecer en el
colon son adenomas tubulares, vellosos y tubulovellosos. Los pdlipos adenomatosos son comunes en adultos de
mas de 50 afios de edad, pero la mayoria de podlipos no se convertirda en un adenocarcinoma; la histologia y el
tamano determinan su importancia clinica.

Segun la ACS, se prefieren pruebas que tienen la mejor posibilidad de encontrar ambos pdlipos y cancer, ya que
encontrar y extirpar sus pdlipos previene que algunas personas desarrollen cancer colorrectal. Preferiblemente, el
método de la divulgacion es un método para el cribado de CCR y pdlipos adenomatosos.

En una realizacion particular, el método de la divulgacion es un método de cribado para el diagndstico o la deteccion
de CCR y/o poélipos adenomatosos, preferiblemente para la deteccion temprana de CCR y/o pélipos adenomatosos.
La expresion “deteccion temprana” se refiere a deteccion antes de la presencia de signos clinicos. Los términos
“deteccion” y “diagnoéstico” se usan de manera intercambiable en la presente solicitud. Se encuentra que el método
de la divulgacion es una potente herramienta para prevenir cancer colorrectal mediante un diagndstico de
enfermedad en estadio temprano.

En una realizacion particular, el método de cribado de la divulgacion se lleva a cabo en sujetos con 50 afios de edad
y mas. Se recomienda que las mujeres y hombres de 50 afios y mas con riesgo promedio sigan pruebas de cribado
de cancer colorrectal (véase la tabla 2 de Levin et al., CA Cancer J Clinicians, 2008;58(3)130-160).

En otra realizacion, el método de cribado de la divulgacion se lleva a cabo en sujetos de alto riesgo y/o de riesgo
aumentado. Las pautas especificas son de aplicacion a pacientes de alto riesgo o riesgo aumentado.

Segun la ACS (véase la tabla 3 de Levin et al., CA Cancer J Clinicians, 2008;58(3)130-160), los sujetos de alto
riesgo y riesgo aumentado incluyen los siguientes:

Riesgo aumentado

- sujetos con antecedentes de poélipos en colonoscopia previa;
- sujetos con cancer colorrectal; y
- sujetos con antecedentes familiares de cancer colorrectal o pélipos adenomatosos.

Alto riesgo

- sujetos con poliposis adenomatosa familiar (FAP) diagnosticada mediante pruebas genéticas, o FAP sospechada
sin pruebas genéticas;

- sujetos con cancer de colon sin poliposis hereditario (HNPCC o sindrome de Lynch), o en riesgo aumentado de
HNPCC basandose en los antecedentes familiares sin pruebas genéticas; y

- sujetos con enfermedad intestinal inflamatoria, tal como colitis ulcerosa crénica o enfermedad de Crohn.
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Un objetivo de la presente divulgacion es proporcionar una herramienta de diagnéstico previo. Especificamente, la
presente invencion proporciona un método para diagnosticar cancer colorrectal antes de presentar signos clinicos
identificando sujetos con predisposicion o riesgo de desarrollar CCR y/o pdlipos adenomatosos.

En una realizacion particular, el método de cribado de la presente divulgacion es un método para determinar el
riesgo de desarrollar CCR y/o pdlipos adenomatosos en un sujeto humano que comprende:

i. cuantificar al menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 o la secuencia de ARNr 16S complementaria de la misma, a partir
de una muestra de heces de dicho sujeto; y

ii. determinar el riesgo de desarrollar CCR y/o pdlipos adenomatosos a partir de los niveles de cuantificacion de al
menos una de dichas secuencias.

En una realizacién preferida, el método de cribado de la presente divulgacion es un método para determinar el
riesgo de desarrollar CCR y/o pdlipos adenomatosos en sujetos de alto riesgo y/o de riesgo aumentado,
preferiblemente en portadores del sindrome de Lynch.

El término “sindrome de Lynch” se refiere a cancer colorrectal sin poliposis hereditario o HNPCC, que es un estado
hereditario que aumenta enormemente el riesgo de una persona de padecer cancer colorrectal, asi como cancer del
revestimiento del utero (cancer de endometrio), cancer de ovario, y algunos otros canceres. Las personas con este
estado tienden a desarrollar cancer a una edad temprana, a menudo sin tener en primer lugar muchos pdlipos.

El método de cribado de la divulgacion ha mostrado en el ejemplo 4 (tablas 3 y 4) la capacidad de discriminar de
manera estadisticamente significativa entre pacientes con sindrome de Lynch con pdlipos (poblacién de alto riesgo)
y sin pélipos (poblacién de bajo riesgo). La cuantificacién de SEQ ID NO: 4 (B10) y determinacion de la razon de
SEQ ID NO: 7 (B46)/SEQ ID NO: 4 (B10) parecen ser buenos indicadores segun los resultados en el ejemplo 4. Por
consiguiente, las razones de SEQ ID NO: 4 (B10) y SEQ ID NO: 7 (B46)/SEQ ID NO: 4 (B10) son biomarcadores
preferidos para su uso en el método de la divulgacion para cribado de la presencia de polipos.

En sujetos con antecedentes de polipos en la colonoscopia previa o con antecedentes de cancer colorrectal tras
reseccion del cancer, se llevan a cabo pruebas de cribado con propdsitos de monitorizacion o vigilancia, es decir,
para detectar recaida de cancer y/o pdlipos adenomatosos en dichos sujetos humanos.

En una realizacion particular adicional, el método de cribado de la presente divulgacion es un método de
monitorizacion para la deteccion de cancer colorrectal (CCR) y/o polipos adenomatosos en un sujeto humano con
antecedentes previos de pdlipos y/o cancer colorrectal que comprende:

i. cuantificar al menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 o la secuencia de ARNr 16S complementaria de la misma, a partir
de una muestra de heces de dicho sujeto; y

ii. determinar la recaida de CCR y/o podlipos adenomatosos a partir de los niveles de cuantificacién de al menos una
de dichas secuencias.

El método de cribado de la divulgacion ha mostrado en el ejemplo 8 (tabla 8) la capacidad de discriminar de manera
estadisticamente significativa entre pacientes con sindrome de Lynch con antecedentes previos de CCR y pdlipos en
su Ultima colonoscopia (poblacion de alto riesgo) y pacientes con sindrome de Lynch sin antecedentes previos de
CCR vy sin polipos en su ultima colonoscopia (poblaciéon de bajo riesgo). Se obtienen resultados particularmente
notables con la cuantificacion de las razones de SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 4 (B3/B10), SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 7
(B10/B46), SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 10 (B3/B48) y SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4 (B48/B10).

Por consiguiente, las razones de SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 4 (B3/B10), SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 7 (B10/B46),
SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 10 (B3/B48) y SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4 (B48/B10) son biomarcadores preferidos
para su uso en el método de la divulgacién para cribado/monitorizacion de la presencia de pdlipos, preferiblemente
en pacientes de alto riesgo o riesgo aumentado, tales como pacientes con sindrome de Lynch con antecedentes de
CCR.

En una realizacion particular adicional, el método de cribado de la presente divulgacion es un método para
determinar si debe realizarse una colonoscopia en un sujeto humano que comprende:

i. cuantificar al menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 o la secuencia de ARNr 16S complementaria de la misma, a partir
de una muestra de heces de dicho sujeto; y

ii. determinar si debe realizarse una colonoscopia en dicho sujeto humano a partir de los niveles de cuantificacion de
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al menos una de dichas secuencias.

Un experto habitual en la técnica conoce varios métodos y dispositivos para la cuantificacion y analisis de los
marcadores bacterianos de la divulgacion. El término “cuantificar” se refiere a la capacidad para cuantificar la
cantidad de una secuencia especifica de acido nucleico en una muestra. En la técnica se conocen bien métodos de
biologia molecular para medir cantidades de secuencias diana de acido nucleico. Estos métodos incluyen pero no se
limitan a PCR de punto final, PCR competitiva, PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR), PCR cuantitativa (QPCR),
gPCR con transcriptasa inversa (RT-gPCR), PCR-ELISA, microalineamientos de ADN, ensayos de hibridacion in situ
tales como ensayo de transferencia puntual o de hibridacion in situ de fluorescencia (FISH), ADN ramificado (Nolte,
Adv. Clin. Chem., 1998,33:201-235) y multiples versiones de dichos métodos (véase por ejemplo, Andoh et al.,
Current Pharmaceutical Design, 2009; 15,2066-2073). Los cebadores y/o sondas preferidos reaccionan de manera
predecible, normalmente ofreciendo una respuesta directa y lineal a cantidades crecientes de secuencias
bacterianas de acido nucleico. Mediante la preparacién de y comparaciéon con patrones apropiados, puede
cuantificarse facilmente la cantidad de una secuencia de acido nucleico dada en una muestra.

Preferiblemente, dicha secuencia de acido nucleico es una secuencia de ADNr 16S seleccionada de la lista que
consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10,

Un método de cuantificacion particularmente preferido es FISH, que combina hibridaciéon de sonda con microscopia
optica fluorescente, microscopia laser confocal o citometria de flujo para cuantificacion directa de secuencias
bacterianas individuales. Para revisiones de la metodologia FISH, véase, por ejemplo, Harmsen et al., Appl Environ
Microbiol, 2002;68 2982-2990,Kalliomaki et al., J AllergClinimmunol, 2001;107 129-134; Tkachuk et al., Genet. Anal.
Tech. Appl., 1991;8:67-74; Trask et al., Trends Genet., 1991;7 (5): 149-154; y Weier et al., Expert Rev. Mol. Diagn.,
2002,2(2):109-119; y patente estadounidense n.° 6.174.681.

Otro método de cuantificacion particularmente preferido es PCR cuantitativa (QPCR), también conocido como PCR
en tiempo real. El proceso de PCR se conoce bien en la técnica y, por tanto, no se describe en detalle en el presente
documento. Estan disponibles un resumen y protocolos de la tecnologia de Q-PCR de vendedores tales como
Sigma-Aldrich en aplicaciones de qPCR SYBR Green qPCR, véase por ejemplo
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/sybr-green-gpcr.html o]
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/molecular-biology/pcr/quantitative-pcr/qpcr-technical-guide.html. Para una
revision de métodos de qPCR para cuantificar la abundancia y expresion de marcadores de genes bacterianos
véase, por ejemplo, Smith CJ y Osborn AM., FEMS Microbiol Ecol., 2009;67(1):6-20.

El término “niveles de cuantificacion” puede ser la concentracion (cantidad de ADN por unidad de volumen), la
cantidad de ADN por numero de células, el valor umbral de ciclo (valor de Ct) o cualquier transformacion matematica
de los mismos. En una realizacion preferida, la cuantificacién de dichas secuencias bacterianas se realiza mediante
gPCR. En una realizacién mas preferida, la cuantificaciéon de dichas secuencias bacterianas se realiza mediante
gPCRy los niveles de cuantificacion son el valor de Ct. El valor de Ct (umbral de ciclo) se define como el nimero de
ciclos de gPCR requeridos para que la sefial fluorescente cruce el umbral. Los niveles de Ct son inversamente
proporcionales a la cantidad de acido nucleico diana en la muestra (es decir, cuanto menor sea el nivel de Ct mayor
sera la cantidad de acido nucleico diana en la muestra).

La cuantificacion de la abundancia de una secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo SEQ ID NO: 1) en una
muestra fecal puede ser absoluta o relativa. La cuantificacion relativa se basa en uno o mas genes de referencia
interna, es decir, genes de ARNr 16S de cepas de referencia, tales como determinacion de bacterias totales
(Eubacteria) usando cebadores universales y expresando la abundancia de la secuencia de acido nucleico diana
como porcentaje de Eubacteria (por ejemplo razén de SEQ ID NO: 1/Eubacteria). La cuantificacion absoluta
proporciona el nimero exacto de moléculas diana mediante comparacién con patrones de ADN.

En una realizacién particular, el método de la divulgacion comprende ademas después de la etapa i) comparar los
niveles de muestra del sujeto con los niveles en una muestra de control, en el que cuando existe una desviacion de
los niveles de una o mas de las secuencias seleccionadas de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 (preferiblemente, una desviaciéon estadisticamente significativa) de los niveles de
la(s) respectiva(s) secuencia(s) en la muestra de control es indicativa de CCR y/o pdlipos adenomatosos. Por
ejemplo, cuando los niveles de cuantificacién presentan una desviacion de la mediana del valor (punto de corte)
mas(+)/menos(-) la desviacion estandar de/de los nivel(es) respectivo(s) medido(s) en una muestra de control es
indicativo de CCR y/o pdlipos adenomatosos.

En una realizacién preferida, en la que los niveles de concentracién de una o mas de dichas secuencias en dicha
muestra del sujeto son menores que la mediana del valor (punto de corte) menos la desviacion estandar de los
niveles de la(s) respectiva(s) secuencia(s) medida en una muestra de control es indicativo de CCR y/o pdlipos
adenomatosos. En otra realizacion preferida, en la que los niveles de Ct de una o mas de dichas secuencias en
dicho sujeto muestra son mayores que la mediana del valor (punto de corte) mas la desviaciéon estandar de los
niveles de la(s) respectiva(s) secuencia(s) medida en una muestra de control es indicativa de CCR y/o pdlipos
adenomatosos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734 143 T3

El término “muestra de control” puede referirse a una coleccién de muestras de control de la poblacion de referencia,
por ejemplo las muestras de control pueden ser muestras de sujetos sanos, de sujetos sin polipos adenomatosos, de
sujetos sin antecedentes previos de pdlipos adenomatosos y/o cancer colorrectal y combinaciones de los mismos.

La clasificacion de sujetos humanos bajo una de las poblaciones de referencia mencionadas anteriormente se lleva
a cabo mediante una exploracion de colonoscopia. Por ejemplo, “sujetos sanos” son aquellos que en una
colonoscopia previa no presentaron ni pélipos adenomatosos ni cancer colorrectal.

Preferiblemente, el método de la divulgacion comprende cuantificar 2, 3 6 4 secuencias seleccionadas de la lista que
consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10, preferiblemente las 4 secuencias.

En una realizacion particular, el método de la divulgacion comprende la cuantificacion de al menos dos secuencias
seleccionadas de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 y la
determinaciéon de la relacion entre al menos dos de dichas secuencias. Preferiblemente, se determina la relacion
entre dos, tres o cuatro de dichas secuencias (por ejemplo razén, analisis multivariante, etc.).

En una realizacion preferida, la razén entre estas al menos dos secuencias se obtiene dividiendo los niveles de
cuantificacion de una primera secuencia entre los niveles de cuantificacion de una segunda secuencia. Por ejemplo,
la razén de concentracion de las secuencias SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4 se obtiene dividiendo la concentracion
de la secuencia SEQ ID NO: 10 entre la concentracion de la secuencia SEQ ID NO: 4. La razén de SEQ ID NO:
10/SEQ ID NO: 4 también pudo obtenerse dividiendo el valor de Ct de la secuencia identificada por SEQ ID NO: 10
entre el valor de Ct de la secuencia identificada por SEQ ID NO: 4.

En una realizacion adicional del método de la divulgacion, al menos dos de dichas secuencias bacterianas se
cuantifican en la etapa i) y se determina al menos una de las razones de los niveles de dichas secuencias en la
muestra del sujeto, comprendiendo ademas comparar al menos una de dichas razones en dicho sujeto con la(s)
razon/razones respectiva(s) en una muestra de control, en la que una desviaciéon de la razén en dicha muestra de
control (preferiblemente, una desviacién estadisticamente significativa) es indicativa de CCR y/o polipos
adenomatosos. Por ejemplo, en la que una o mas de dichas razones presentan una desviacion de la mediana del
valor (punto de corte) mas(+)/menos(-) la desviacion estandar de la(s) razén/razones respectiva(s) medida en una
muestra de control es indicativa de CCR y/o pdlipos adenomatosos.

El término “estadisticamente significativo” cuando hace referencia a diferencias entre la muestra de prueba y la
muestra de control, se refiere a la condicién de que cuando se usa el andlisis estadistico apropiado, la probabilidad
de que los grupos sean los mismos es menor del 5%, por ejemplo p<0,05. En otras palabras, la probabilidad de
obtener los mismos resultados en una base completamente aleatoria es de menos de 5 de 100 intentos. Un experto
en la técnica sabra como escoger el analisis estadistico apropiado. Normalmente, el analisis estadistico apropiado
se determina basandose en si la variable bajo el estudio tiene una distribucién normal, por ejemplo, usando la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Preferiblemente, en aquellos casos en los que hay una distribucion normal, puede
usarse un modelo paramétrico tal como prueba de la t o prueba de ANOVA,; y cuando no hay una distribuciéon normal
entonces puede usarse un modelo no paramétrico tal como prueba de la U de Mann-Whitney U o prueba de Kruskal-
Wallis.

En una realizacion particular, se usan los resultados de analisis de ROC, exactitud, especificidad, sensibilidad o una
combinacion de los mismos para describir el método de cribado de la divulgacion. En particular, se usan para
cuantificar como de bueno y fiable es el método.

Hay varios términos que se usan comunmente junto con la descripcion de sensibilidad, especificidad y exactitud.
Son verdadero positivo (TP), verdadero negativo (TN), falso negativo (FN) y falso positivo (FP). Si se demuestra que
una enfermedad esta presente en un paciente, la prueba de cribado dada también indica la presencia de
enfermedad, el resultado de la prueba se considera un verdadero positivo. De manera similar, si se demuestra que
una enfermedad esta ausente en un paciente, la prueba de cribado sugiere que la enfermedad también esta
ausente, el resultado de la prueba es un verdadero negativo (TN). Tanto el verdadero positivo como el verdadero
negativo sugieren un resultado uniforme entre la prueba de cribado y el estado demostrado (también denominado
patron de verdad). Sin embargo, ninguna prueba médica es perfecta. Si la prueba de cribado indica la presencia de
enfermedad en un paciente que realmente no tiene tal enfermedad, el resultado de la prueba es un falso positivo
(FP). De manera similar, si el resultado de la prueba de cribado sugiere que la enfermedad esta ausente en un
paciente con enfermedad, el resultado de la prueba es un falso negativo (FN). Tanto el falso positivo como el falso
negativo indican que los resultados de la prueba son los contrarios al estado real.

Sensibilidad, especificidad y exactitud se describen en cuanto a TP, TN, FN y FP.
Sensibilidad = TP/(TP + FN) = (Numero de evaluacion de verdaderos positivos)/(nimero de toda la evaluacion de

positivos)
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Especificidad = TN/(TN + FP) = (NUumero de evaluacion de verdaderos negativos)/(nimero de toda la evaluacion de
negativos)

Exactitud = (TN + TP)/(TN + TP + FN + FP) = (Numero de evaluaciones correctas)/nimero de todas las
evaluaciones).

En una realizacion preferida, el método de cribado de la presente divulgacion diagnostica, detecta de manera
temprana, determina la recaida, determina el riesgo de desarrollar, o predice CCR y/o pdlipos en un sujeto humano;
o determina si debe realizarse una colonoscopia en dicho sujeto humano; o determina el prondstico cuando dicho
sujeto humano es un paciente al que se le ha diagnosticado CCR y/o pdlipos; o guia una terapia en un paciente con
CCR y/o pdlipos de manera estadisticamente significativa con una sensibilidad y/o especificidad de al menos el 60%,
al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos
el 95% o preferiblemente el 100%.

Tal como sugieren las ecuaciones anteriores, el término “sensibilidad” tal como se usa en el presente documento se
refiere a la proporcion de verdaderos positivos que se identifican correctamente mediante una prueba de cribado.
Muestra como de buena es la prueba en la deteccion de una enfermedad. La sensibilidad (“sens”) puede estar
dentro del intervalo de 0 (0%) <sens< 1 (100%) y de manera ideal, el nimero de falsos negativos iguales a cero o
proximos a ser iguales a cero y la sensibilidad igual a uno (100%) o préxima a ser igual a uno (100%).
Preferiblemente, tiene una sensibilidad del 70% al 90%, del 75% al 95%, del 80% al 95%, del 85% al 100%, o del
90% al 100%. Mas preferiblemente, el método de la divulgacion tiene valores de sensibilidad de al menos el 85%, tal
como aproximadamente el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el
97%, el 98%, el 99% o el 100%.

El término “especificidad” tal como se usa en el presente documento se refiere a la proporcién de los verdaderos
negativos identificados correctamente mediante una prueba de cribado. Sugiere como de buena es la prueba en la
identificacion de un estado normal (negativo). La especificidad (“spec”) puede estar dentro del intervalo de 0 (0%) <
spec < 1 (100%) y de manera ideal, el niumero de falsos positivos es igual a cero es proximo a ser igual a cero y la
especificidad es igual a uno (100%) o es proxima a ser igual a uno (100%). Preferiblemente, tiene una especificidad
del 70% al 90%, del 75% al 95%, del 80% al 95%, del 85% al 100%, o del 90% al 100%. Mas preferiblemente, el
método de la divulgacion tiene valores de especificidad de al menos el 85%, tal como aproximadamente el 86%, el
87%, el 88%, el 89%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%.

El término “exactitud” tal como se hace referencia en el presente documento es la proporcién de resultados
verdaderos, o bien verdadero positivo o bien verdadero negativo, en una poblaciéon. Mide el grado de veracidad de
una prueba de cribado en un estado, es decir, como de correcta es la determinacién y exclusién de un estado dado.
La exactitud (“acc”) puede estar en el intervalo de 0 (0%) < acc < 1 (100%) y de manera ideal, el nimero de falsos
positivos es igual a cero o proximo a ser igual a cero y la exactitud es igual a uno (100%) o es proxima a ser igual a
uno (100%). Preferiblemente, la exactitud del método de la divulgacion es de al menos el 60%, al menos el 65%, al
menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95% o
preferiblemente el 100%. En una realizacion preferida, tiene una exactitud del 70% al 90%, del 75% al 95%, del 80%
al 95%, del 85% al 100%, o del 90% al 100%. Preferiblemente, el método de la divulgacion tiene valores de exactitud
de al menos el 85%, tal como aproximadamente el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el
94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100%.

La “curva ROC” es una presentacion grafica de la relacion entre tanto la sensibilidad como especificidad y ayuda a
decidir el modelo éptimo mediante la determinacion del mejor umbral (punto de corte éptimo) para la prueba de
cribado. El area bajo la curva ROC (AUC) proporciona un modo de medir la exactitud de una prueba de cribado.
Preferiblemente, los valores de intervalo de AUC del método de la divulgacién son desde 0,6 hasta 1, mas
preferiblemente de 0,7 a 1, estando los valores mas preferidos en el intervalo de 0,8 a 1, mas preferiblemente de 0,9
a 1. En una realizacion particular, AUC es desde 0,6 hasta 0,8, tal como desde 0,6 hasta 0,75 o de 0,65 a 0,75.

Ademas, la sensibilidad, especificidad y exactitud son proporciones, por tanto pueden calcularse los intervalos de
confianza conformes usando métodos convencionales para proporciones bien conocidos en la técnica. Dos tipos de
intervalos de confianza del 95% se definen generalmente alrededor de la proporciones. El intervalo de confianza
exacto se define usando distribucién binomial para alcanzar una estimacion exacta. El intervalo de confianza
asintoético se calcula suponiendo una aproximacion normal de la distribucion de la muestra. Un experto en la técnica
sabra como definir el intervalo de confianza apropiado. La eleccion de un tipo u otro de intervalo de confianza
dependera normalmente de si la proporcién de muestra es una buena aproximacién a una distribucién normal.

En una realizacion particular del método de la divulgacion, antes de la cuantificacion de dichas secuencias
bacterianas, se extrae ADN de la muestra de heces. Se conocen varios métodos de extraccion de ADN a partir de
muestras fecales, todos estos métodos se basan en la alteracion quimica o mecanica, lisis usando detergentes, o
una combinacioén de estos enfoques (Kennedy A. et al., PLoS One, 2014;9(2):e88982). Se conocen métodos para la
extraccion de ADN bacteriano en muestras fecales por ejemplo de M Corist et al., Journal of Microbiological
Methods, 2002; 50(2):131-139, Whitney D et al., Journal of Molecular Diagnostics, American Society for Investigative
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Pathology, 2004;6(4):386-395 y documento W02003/068788.

Los métodos preferidos usan una combinacion de alteracion mecanica, tal como extraccion de golpeo de perlas a
alta velocidad, lisis quimica y una etapa de purificacion final, preferiblemente usando una columna de membrana de
silice tal como las incluidas en los kits de extraccion de ADN disponibles comercialmente “procedimiento de
extraccion de ADN MobioPowerSoil®” (Mo-Bio Laboratories Inc.,), kit FastDNA ® SPIN para procedimiento de suelo
(MP biomedicals) y NucleoSpin® Soil (Macherey-Nagel Gmbh& Co. KG). La presencia de inhibidores de PCR en los
extractos de ADN de muestras fecales tales como bilirrubinas, sales biliares e hidratos de carbono complejos es una
de las dificultades a las que se enfrenta la determinacion de biomarcadores de ADN en extractos de ADN de heces
(Fleckna et al., Mol Cell Probes, 2007;21(4):282-7). Métodos de extraccion de ADN preferidos son aquellos que
proporcionan extractos fecales con una baja cantidad de inhibidores de PCR, tal como menos del 5%,
preferiblemente menos del 2%, mas preferiblemente menos del 1%, incluso mas preferiblemente menos del 0,5%,
tal como menos del 0,25%, el 0,1%, el 0,05% o el 0,01%.

En una realizacion particular, el método de la divulgaciéon comprende:

(a) determinar mediante PCR cuantitativa a partir de dicha muestra de heces humanas los niveles de al menos una
secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 7 y SEQ ID NO: 10, en la que los niveles de SEQ ID NO: 1 se determinan usando cebadores con al menos una
identidad del 90% con respecto a SEQ ID NO: 2-13, los niveles de SEQ ID NO: 4 se determinan usando cebadores
con al menos una identidad del 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6, los niveles de SEQ ID NO: 7 se determinan
usando cebadores con al menos una identidad del 90% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 y los niveles de SEQ ID NO:
10 se determinan usando cebadores con al menos una identidad del 90% con respecto a SEQ ID NO: 11-12; y/o

(b) determinar mediante PCR cuantitativa a partir de dicha muestra de heces humanas los niveles de al menos dos
secuencias bacterianas de ADNr 16S seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 tal como se menciona en la etapa a), y determinar al menos una de las razones
seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
4/SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 10/SEQ ID 1.

En una realizacion preferida, el método de cribado para CCR y/o pdlipos adenomatosos a partir de una muestra de
heces humanas de la divulgacion, comprende:

(a) determinar mediante PCR cuantitativa a partir de dicha muestra de heces humanas la concentraciéon de al menos
unas secuencias bacterianas de ADNr 16S seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10, en la que la concentracion de SEQ ID NO: 1 se determina usando cebadores con al
menos una identidad del 90% con respecto a SEQ ID NO: 2-13, la concentracién de SEQ ID NO: 4 se determina
usando cebadores con al menos una identidad del 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6, la concentraciéon de SEQ ID
NO: 7 se determina usando cebadores con al menos una identidad del 90% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 y la
concentracion de SEQ ID NO: 10 se determina usando cebadores con al menos una identidad del 90% con respecto
a SEQ ID NO: 11-12,

(b) opcionalmente, determinar mediante PCR cuantitativa a partir de dicha muestra de heces humanas los niveles de
al menos dos secuencias bacterianas de ADNr 16S seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 tal como se menciona en la etapa a), y determinar al menos una de las
razones de concentraciones seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO: 10/SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
7/SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 10 y SEQ
ID NO: 10/SEQID 1y

(c) diagnosticar, determinar el riesgo o determinar la recaida de CCR y/o pdlipos adenomatosos 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 otra realizacion del método de la divulgacion, dichos cebadores con al menos una identidad del 90% con
respecto a SEQ ID NO: 2-13 son cebadores con al menos una identidad del 95% con respecto a SEQ ID NO: 2-13,
dichos cebadores con al menos una identidad del 90% con respecto a SEQ ID NO: 5-6 son cebadores con al menos
una identidad del 95% con respecto a SEQ ID NO: 5-6, dichos cebadores con al menos una identidad del 90% con
respecto a SEQ ID NO: 8-9 son cebadores con al menos una identidad del 95% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 y
dichos cebadores con al menos una identidad del 90% con respecto a SEQ ID NO: 11-12 son cebadores con al
menos una identidad del 95% con respecto a SEQ ID NO: 11-12.

En una realizacion particularmente preferida, dichos cebadores con al menos una identidad del 95% con respecto a
SEQ ID NO: 2-13 son cebadores identificados por SEQ ID NO: 2-13, dichos cebadores con al menos una identidad
del 95% con respecto a SEQ ID NO: 5-6 son cebadores identificados por SEQ ID NO: 5-6, dichos cebadores con al
menos una identidad del 95% con respecto a SEQ ID NO: 8-9 son cebadores identificados por SEQ ID NO: 8-9 y
dichos cebadores con al menos una identidad del 95% con respecto a SEQ ID NO: 11-12 son cebadores
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identificados por SEQ ID NO: 11-12.

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

En una realizaciéon preferida, el método de la presente divulgacién es un método para el diagndstico de cancer
colorrectal y se diagnostica cancer colorrectal en la etapa (c) si el valor de Ct de SEQ ID NO: 1 esta por encima del
valor de punto de corte de Ct de 37,2, o si el valor de Ct de SEQ ID NO: 4 esta por encima del valor de punto de
corte de Ct de 16,56, o si el valor de Ct de SEQ ID NO: 7 esta por encima del valor de punto de corte de Ct de 22,97,
o si el valor de Ct de SEQ ID NO: 10 esta por encima del valor de punto de corte de Ct de 19,24, 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 1,16, 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, o si el valor de la razén SEQ ID
NO: 4/SEQ ID NO: 1 esta por encima del valor de punto de corte de 0,44, o si el valor de la razén SEQ ID NO:
7/SEQ ID NO: 1 esta por encima del valor de punto de corte de 0,62, o si el valor de la razén y SEQ ID NO: 10/SEQ
ID: 1 esta por encima del valor de punto de corte de 0,52, o sila SEQ ID NO: 10/SEQ ID: 7 esta por encima del valor
de punto de corte de 1,2.

En ofra realizacion preferida, el método de la presente divulgacién es un 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 el
valor de Ct de SEQ ID NO: 1 esta por encima del valor de punto de corte de Ct de 36,45, o si el valor de Ct de SEQ
ID NO: 4 esta por encima del valor de punto de corte de Ct de 14,02, o si el valor de Ct de SEQ ID NO: 7 esta por
encima del valor de punto de corte de Ct de 24,76, o si el valor de Ct de SEQ ID NO: 10 esta por encima del valor de
punto de corte de Ct de 21,42, o si el valor de la razéon 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, o si el valor de la razéon SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 1 esta por encima del valor de punto de corte de
0,38, o si el valor de la razén SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 1 esta por encima del valor de punto de corte de 0,68, o si
el valor de la razén SEQ ID NO: 10/SEQ ID 1 esta por encima del valor de punto de corte de 0,59, o si la SEQ ID
NO: 10/SEQ ID: 7 esta por encima del valor de punto de corte de 1,16.

En otra realizacién, el método de la presente divulgacion comprende ademas detectar y/o cuantificar uno o mas
biomarcadores moleculares que se sabe que son indicadores de CCR. Preferiblemente, se usa un panel de
marcadores multiples. Dicho panel de marcadores muiltiples puede comprender la determinacién de mutaciones
puntuales presentes en uno o mas de los siguientes genes: APC, K-ras, BRAF, p53, NRAS, PIK3CA, CDK8, CMYC,
CCNE1, CTNNB1, NEU (HER2), MYB, FBXW?7, PTEN, SMAD4, SMAD2, SMAD3, TGFBIIR, TCF7L2, ACVR2 y BAX
(Fearon, E. R., Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis., 2011;6:479-507). Otros marcadores de CCR conocidos que pueden
determinarse son metilacion de isla de CpG, la cantidad de ADN humano por unidad de peso de las heces, y la
cantidad de ADN total por unidad de peso de las heces.

En una realizacion adicional, el método de la presente divulgacion comprende ademas almacenar los resultados de
la determinacion en un medio legible por ordenador. Tal como se usa en el presente documento, “un medio legible
por ordenador” puede ser cualquier aparato que puede incluir, almacenar, comunicar, propagar o transportar los
resultados de la determinacion del método. El medio puede ser un sistema (o aparato o dispositivo) electrénico,
magnético, optico, electromagnético, infrarrojo o semiconductor o un medio de propagacion.

Un segundo aspecto, la divulgacion se refiere al uso de al menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S
seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 o la
secuencia de ARNr complementaria de la misma como biomarcador para diagnosticar, detectar de manera
temprana, determinar la recaida, determinar el riesgo de desarrollar, o predecir CCR y/o podlipos en un sujeto
humano; o determinar si debe realizarse una colonoscopia en dicho sujeto humano; o determinar el prondstico en el
que dicho sujeto humano es un paciente al que se le ha diagnosticado CCR y/o pdlipos; o guiar una terapia en un
paciente con CCR y/o pdlipos en el que dichas secuencias bacterianas se cuantifican a partir de una muestra de
heces de dicho sujeto humano.

Preferiblemente, dicha secuencia de acido nucleico es una secuencia de ADNr 16S seleccionada de la lista que
consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10.

El término “biomarcador” tal como se usa en el presente documento se refiere a marcadores de enfermedad que son
normalmente sustancias encontradas en una muestra corporal que pueden medirse facilmente. La cantidad medida
puede correlacionarse con una fisiopatologia de la enfermedad subyacente, tal como presencia o ausencia de CCR
y/o pdlipos, o probabilidad de CCR y/o pdlipos en el futuro. En pacientes que reciben tratamiento para su estado, la
cantidad medida también se correlacionara con el grado de respuesta a la terapia.

En un tercer aspecto, la divulgacion se refiere a un kit que comprende:

a. un reactivo seleccionado del grupo que consiste en:
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i) sondas de acido nucleico capaces de hibridarse especificamente con al menos una secuencia de ADNr 16S
seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7y SEQ ID NO: 10 o la
secuencia de ARNr complementaria de la misma; o

ii) un par de cebadores de acido nucleico capaces de amplificar especificamente al menos una secuencia de
ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO:
10;y

b. instrucciones para cuantificar los niveles de una o mas de dichas secuencias a partir de una muestra de heces
humanas segun un método de la presente divulgacion.

El término “sonda” tal como se usa en el presente documento se refiere a acidos nucleicos sintéticos o producidos
de manera biologica, entre 10 y 285 pares de bases de longitud que contienen secuencias de nucledtidos
especificas que permiten hibridacion especifica y preferencial en condiciones predeterminadas con secuencias diana
de acido nucleico, y opcionalmente contienen un resto para deteccion o para potenciar el rendimiento de un ensayo.
Generalmente es necesario un minimo de diez nucleétidos con el fin de obtener estadisticamente especificidad y
para formar productos de hibridacién estables, y un maximo de 285 nucleétidos generalmente representa un limite
superior para la longitud en el que los parametros de reaccion pueden ajustarse faciimente para determinar
secuencias de apareamiento erréoneo e hibridacion preferencial. Las sondas pueden contener opcionalmente
determinados constituyentes que contribuyen a su funcionamiento adecuado u éptimo en determinadas condiciones
de ensayo. Por ejemplo, las sondas pueden modificarse para mejorar su resistencia a la degradacion de nucleasas
(por ejemplo, mediante ocupacién de los centros activos), para llevar ligandos de deteccion (por ejemplo,
fluoresceina) o para facilitar su captura sobre un soporte sélido (por ejemplo, “colas” de polidesoxiadenosina).

El término “cebadores” tal como se usa en el presente documento se refiere a oligonucledtidos que pueden usarse
en un método de amplificacion, tal como una reaccion en cadena de la polimerasa (“PCR”), para amplificar una
secuencia de nucledtidos. Los cebadores se disefian basandose en la secuencia de polinucleétido de una secuencia
diana particular, por ejemplo, una secuencia de ADNr 16S especifica.

El disefio y la validacion de cebadores y sondas se conocen bien en la técnica. Para métodos de PCR en tiempo real
cuantitativa, véase por ejemplo Rodriguez A et al. (Methods Mol Biol., 2015, 1275:31-56).

“Especifico” tal como se usa en el presente documento significa que una secuencia de nucledtidos se hibridara
con/amplificara una secuencia diana predeterminada y no se hibridara con/amplificara sustancialmente una
secuencia no diana en las condiciones del ensayo, generalmente se usan condiciones rigurosas.

“Hibridacion” tal como se usa en el presente documento se refiere a un proceso mediante el cual, en condiciones de
reaccion predeterminadas, se permite que dos hebras parcial o completamente complementarias de acido nucleico
se junten de manera antiparalela para formar un acido nucleico bicatenario con enlaces de hidrégeno especificos y
estables, siguiendo las reglas explicitas relativas a las que las bases de acido nucleico pueden emparejarse entre si.

“Hibridacion sustancial” significa que la cantidad de hibridacion observada sera tal que al observar los resultados se
consideraria que el resultado es positivo con respecto a datos de hibridacién en controles positivos y negativos. Los
datos que se consideran “ruido de fondo” no son una hibridacién sustancial.

“Condiciones de hibridacion rigurosas” significa de aproximadamente 35°C a 65°C en una disolucion salina de
aproximadamente NaCl 0,9 molar. La rigurosidad también puede regirse por tales parametros de reaccién como la
concentracion y el tipo de especies ionicas presente en la disolucién de hibridacion, los tipos y concentraciones de
agentes desnaturalizantes presentes, y la temperatura de hibridacién. Generalmente, a medida que las condiciones
de hibridacion se vuelven mas rigurosas, se prefieren sondas mas largas si van a formarse hibridos estables. Como
norma, la rigurosidad de las condiciones en las que tiene lugar la hibridacion dictara determinadas caracteristicas de
las sondas preferidas que van a emplearse.

Preferiblemente, dicha secuencia de acido nucleico es una secuencia de ADNr 16S seleccionada de la lista que
consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10.

En una realizacion particular, dicho kit se usa para diagnosticar, detectar de manera temprana, determinar la
recaida, determinar el riesgo de desarrollar, o predecir CCR y/o pdlipos en un sujeto humano; o para determinar si
debe realizarse una colonoscopia en dicho sujeto humano; o para determinar el prondstico en un paciente al que se
le ha diagnosticado CCR y/o pdlipos; o para guiar una terapia en un paciente con CCR y/o polipos. En una
realizacion preferida, el kit puede comprender ademas medios de extraccion de ADN, medios para llevar a cabo la
hibridacién y/o amplificacion, medios de deteccion, y/o uno o mas recipientes para recoger y/o mantener la muestra
bioldgica.

En una realizacion particular, la presente divulgacion se refiere a un kit para diagnosticar cancer colorrectal a partir
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de una muestra de heces humanas que comprende al menos un par de cebadores de PCR seleccionados del grupo
de pares de cebadores que consiste en SEQ ID NO: 2-13, SEQ ID NO: 5-6, SEQ ID NO: 8-9 y SEQ ID NO: 11-12.

En un cuarto aspecto, la presente divulgacion se refiere a una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ
ID NO: 11, y SEQ ID NO: 12; o con una identidad de al menos el 90% de los mismos, preferiblemente con una
identidad del 95% de los mismos, mas preferiblemente con una identidad del 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el
100%. Preferiblemente, dichas secuencias se usan como cebadores en un ensayo de amplificacion (tal como qPCR)
o0 como sondas de acido nucleico en un ensayo de hibridacion para la cuantificacion de al menos una secuencia de
ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10.

En una realizacion particular, dicha secuencia de acido nucleico es un par de cebadores de PCR seleccionados del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 2-13, SEQ ID NO: 5-6, SEQ ID NO: 8-9 y SEQ ID NO: 11-12. En otra realizacién
particular, dicha secuencia de acido nucleico es una sonda de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11,y
SEQ ID NO: 12.

En un quinto aspecto, la divulgacion se refiere al uso de una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ
ID NO: 11, y SEQ ID NO: 12; o con una identidad de al menos el 90% de los mismos en un método de cribado de la
divulgacion, en el que se usan SEQ ID NO: 2 y/o SEQ ID NO: 13 para la cuantificacion de SEQ ID NO: 1; se usan
SEQ ID NO: 5 y/o SEQ ID NO: 6 para la cuantificacion de SEQ ID NO: 4; se usan SEQ ID NO: 8 y/o SEQ ID NO: 9
para la cuantificacién de SEQ ID NO: 7; y se usan SEQ ID NO: 11 y/o SEQ ID NO: 12 para la cuantificacion de SEQ
ID NO: 10.

Se entendera que las realizaciones particulares descritas en los ejemplos se muestran a modo de ilustracion y no
como limitaciones de la invencion.

Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de
destreza de los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion.

El uso de la palabra “un” o “una” puede significar “un/una”, pero también es compatible con el significado de “uno o

mas”, “al menos uno”, y “uno o mas de uno.”

En la totalidad de esta solicitud, el término “aproximadamente” significa el valor indicado + 5% de su valor,
preferiblemente el valor indicado + 2% de su valor, lo mas preferiblemente el término “aproximadamente” significa
exactamente el valor indicado (£ 0%).

Ejemplos

Ejemplo 1.- Material y métodos

1. Muestras bioldgicas

Se obtuvieron muestras fecales de 27 pacientes a los que se les diagnostico recientemente cancer colorrectal (CCR)
(fase 0-l), 24 pacientes portadores del sindrome de Lynch (L) y 19 individuos sanos (C). Todos los pacientes
tuvieron una colonoscopia al menos 15 dias antes de la recogida de muestras.

Todos ellos firmaron el correspondiente consentimiento informado. Los criterios de exclusion incluyeron tratamiento
con antibiéticos dentro de 1 mes antes del estudio y edad < 18 afios.

2. Secuencias bacterianas de ADNr 16S:

Las secuencias B3, B10, B41, B46, B48 y B50 se corresponden con bandas de gel de electroforesis en gel de
gradiente desnaturalizante (DGGE) aisladas previamente de aislados de bacterias no cultivadas.

- Secuencia bacteriana de ADNr 16S SEQ ID NO: 1 (B3), publicada en la base de datos del Archivo de Nucleétidos
Europeo (ENA) EMBL-EBI como GQ411111.1;

- secuencia bacteriana de ADNr 16S SEQ ID NO: 4 (B10), publicada en la base de datos del Archivo de Nucleétidos
Europeo (ENA) EMBL-EBI como GQ411118.1;

- secuencia bacteriana de ADNr 16S SEQ ID NO: 7 (B46), publicada en la base de datos del Archivo de Nucleétidos
Europeo (ENA) EMBL-EBI como GQ411150.1;

- secuencia bacteriana de ADNr 16S SEQ ID NO: 10 (B48), publicada en la base de datos del Archivo de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734 143 T3

Nucleétidos Europeo (ENA) EMBL-EBI como GQ411152.1;

- secuencia bacteriana de ADNr 16S B41, publicada en la base de datos del Archivo de Nucleétidos Europeo (ENA)
EMBL-EBI como GQ411145.1; y

- secuencia bacteriana de ADNr 16S B50, publicada en la base de datos del Archivo de Nucleotidos Europeo (ENA)
EMBL-EBI como GQ411154.1.

3. Recogida, conservacion y almacenamiento de muestras

Se recogieron muestras fecales de 24 h en un recipiente para heces y se almacenaron a -20°C durante un mes y se
transportaron a un congelador a -80°C en condiciones de la norma ISO 9001.

4. Procesamiento de muestras y extraccion de ADN
Para la extraccion de ADN 16S fecal se usé NucleoSpin® Soil (Macherey-Nagel).

En condiciones de seguridad bioldgicas clase Il, se colocaron 200 mg-500 mg de muestra fecal en un tubo de perlas
Nucleospin. Se afiadieron 700 ul de SL1 y 150 pul de potenciador SX a un tubo de perlas.

5. Después de eso, se extrajo ADN y se purifico siguiendo las instrucciones del fabricante, y se eluy6 con 50 Ul de
tampodn de elucién o Tris HCI 10 mM pH = 7 ,4.

6. Calculo de la concentracion de ADN

Se determind la concentracion de ADN del extracto mediante andlisis fluorimétricos con el n.° de catalogo de
fluorimetro Qubit ® 2.0 Q32866 usando el kit de ensayo de amplio intervalo de ADNbc Quant-IT. Este método es
muy selectivo para ADNbc con respecto a ARN y proporciona una cuantificacion exacta en un intervalo desde 2 ng
hasta 1.000 ng. Con en este intervalo, la fluorescencia esta relacionada linealmente con la concentracion de ADN.
Se realizaron mediciones de ADN en 5 ul del extracto.

7. PCR en tiempo real cuantitativa (QPCR) de ADN extraido de muestras fecales

Se analizé el ADN de muestras fecales mediante PCR en tiempo real cuantitativa. En particular, se evalué la
cantidad de cuatro poblaciones bacterianas por muestra: B3, B10, B48 y B46. Las secuencias bacterianas se
cuantificaron usando una PCR en tiempo real cuantitativa con un tinte de ADNbc fluorescente. En este trabajo, se ha
usado la mezcla previa BRYT ® de Promega (Madison, EE.UU.). Se amplificaron Eubacteria siguiendo el
procedimiento descrito por Furet et al. (FEMS Microbiol Ecol., 2009;68(3):351-62).

Se expresaron las abundancias bacterianas para cada muestra como Ct normalizado frente a la concentracion de
ADN total. EI Ct (umbral de ciclo) se define como el numero de ciclos de g-PCR requeridos para que la sefial
fluorescente cruce el umbral. Los niveles de Ct son inversamente proporcionales al logaritmo de la concentracion de
acido nucleico diana en la muestra (es decir, cuanto menor sea el nivel de Ct mayor sera la cantidad de acido
nucleico diana en la muestra). Los ensayos en tiempo real se someten a 40 ciclos de amplificacion.

8. Métodos de analisis estadistico

Se analizé la distribucion estadistica normal de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Segun si hubo
una distribucion estadistica normal de los datos o no, se usé una prueba estadistica adecuada para comparar los
siguientes grupos. Los grupos analizados fueron: CCR frente a sano; CCR frente a Lynch frente a sano; CCR +
Lynch frente a sano; y CCR frente a Lynch-alto riesgo frente a Lynch-bajo riesgo frente a sano. Para estos grupos,
las variables analizadas fueron:

- cuantificacién de cuatro secuencias bacterianas expresadas en Ct;

- razén de la cuantificacion de cuatro secuencias bacterianas;

- peso;y

- concentracion de ADN.

Usando una regresion binaria y analisis de ROC, se determinaron la correlacion de la cuantificacién de secuencia(s)
bacteriana(s) entre el estado sano y con CCR vy el riesgo (en conjunto y separado en dos condiciones de riesgo) y la

sensibilidad y especificidad de la prueba.

No se observo diferencia entre grupos en ADN y peso. Se encontréo que la cantidad de Eubacteria (Eub) era

16



10

15

20

25

30

35

40

ES 2734 143 T3

diferente entre Lynch y CCR + Lynch y donantes sanos (C), pero se consideré6 normal porque el estado de la
enfermedad implica un cambio del nucleo filogenético, que incluye bacterias con menor nimero de copias de ADN.
No implica una disminucion de bacterias totales (véase por ejemplo, Sobhani et al, PLoS One,
2011,27;6(1):e16393). Por este motivo, no se usé cuantificacion de Eub como referencia interna con propdsitos de
normalizacion.

Ejemplo 2. Disefio y validacion de cebadores

Se disefio el cebador para la cuantificacion de los marcadores bacterianos B3, B10, B46, B48, B41 y B50 en biopsia
a partir de los analisis comparativos con secuencias previamente obtenidas de grupos filogenéticos usando
herramientas bioinformaticas: ClustalX del European Bioinformatics Institute (www.ebi.ac.uk), Netprimer (Premier
Biosoft) y PrimerExpress (Life Tecnologies-Thermo Fischer).

El sistema de deteccion escogido fue SybrGreen®. Se descartdé un conjunto de cebadores con menos de 3
posiciones diferentes con respecto a grupos proximos. También se descartd el conjunto de cebadores con valores
de Tm en curvas de disociacién diferentes de los esperados. La validacién de cebadores se realizé en una muestra
de biopsia y muestra fecal. Se determiné la curva de disociacion con el fin de analizar el rendimiento del cebador.

En las figuras 8a a 13b se muestran los graficos de amplificacion y curvas de disociacién para la validacion de los
cebadores disefiados para la amplificacion de B3, B10, B46, B48, B41 y B50, respectivamente. Se seleccionaron
cebadores que muestran una curva de disociacion adecuada (pico Unico para cada conjunto de cebadores) para la
cuantificacion bacteriana de ADNr 16S en muestras fecales. En particular, se seleccionaron cebadores que
amplifican B3, B10, B46 y B48, estos se especifican en la tabla 9 a continuacién. Se descartaron B51 y B40 debido a
la falta de especificidad (picos multiples para cada conjunto de cebadores en curvas de fusion).

B3 directo (SEQ ID NO: 2) GGAGGCCTTCGGGTCGTAA

B3 inverso (SEQ ID NO: 13) AGGTTCCGGGGGCTTCGG

B10 directo (SEQ ID NO: 5) CAACAAGGTAAGTGACGGC

B10 inverso (SEQ ID NO: 6) CGCCTACCTGTGCACTACTC
B46 directo (SEQ ID NO: 8) TCCACGTAAGTCACAAGCG

B46 inverso (SEQ ID NO: 9) CGCCTACCTGTGCACTACTC
B48 directo (SEQ ID NO: 11) GTACGGGGAGCAGCAGTG

B48 inverso (SEQ ID NO: 12) GACACTCTAGATGCACAGTTTCC

Tabla 9. Pares de cebadores seleccionados para la amplificacién de gPCR de secuencias bacterianas B3, B10, B46
y B48 de ADNr 16S en muestras fecales.

Ejemplo 3: Analisis de biomarcadores de ADNr 16S en pacientes con cancer colorrectal frente a sujetos sanos

Se ha analizado un total de 16 muestras de heces en 7 controles y 9 pacientes con cancer colorrectal. La
cuantificacion de cada uno de los marcadores de bacterias citados en el ejemplo 1 en muestras de heces analizadas
se expresa en valores de Ct. El Ct (umbral de ciclo) se define como el nimero de ciclos de g-PCR requeridos para
que la senal fluorescente cruce el umbral. Los niveles de Ct son inversamente proporcionales al logaritmo de la
concentracion de acido nucleico diana en la muestra (es decir, cuanto menor sea el nivel de Ct mayor sera la
cantidad de acido nucleico diana en la muestra). Los ensayos en tiempo real se someten a 40 ciclos de
amplificacion. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion, en las tablas 1 y 2. La tabla 1 representa
valores absolutos de Ct y la tabla 2 representa razones de Ct. Se aplicé prueba de la t de dos muestras.

Tabla 1. Valores absolutos de Ct

ID Grupo Estado B48 B46 B10 B3

F10 CCR 1 18,59 22,78 16,33 33,64
F11 CCR 1 20,33 26,45 20,37 41,57
F3 CCR 1 23,52 26,2 19,8 38,45
F4 CCR 1 16,41 20,87 14,88

F5 CCR 1 19,04 24 17,61 35,68
F6 CCR 1 23,22 27,67 21,82

F16 CCR 1 20,75 14,35

F7 CCR 1 23,19 28,2 22,34

F8 CCR 1 18,82 22,04 15,61
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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 CCR 20,39 24,329 18,12 37,34
C 18,099 21,616 15,01 37,07
Desviaciéon estandar CCR 265 2,89 304 344
C 0,94 1,58 2,15 1,09
Valor de p fcr:gnlfe aC 0,025 0,021 0,019 0,444
Egr?;c)) medio (valores de punto de 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
* La exactitud se determina como (TN + TP)/(TN + TP + FN + FP)
Tabla 2. Razones de Ct
ID Grupo |Estado |B48/B10 |B10/B3 B46/B10 B46/B48 B46/B3 B48/B3
F10 |CCR |1 1,14 0,49 1,39 1,23 0,68 0,55
F11 |CCR |1 1 0,49 1,3 1,3 0,64 0,49
F3 CCR |1 1,19 0,51 1,32 1,11 0,68 0,61
F4 CCR |1 1,1 1,4 1,27
F5 CCR |1 1,08 0,49 1,36 1,26 0,67 0,53
F6 CCR |1 1,06 1,27 1,19
F16 |CCR |1 1,45
F7 CCR |1 1,04 1,26 1,22
F8 CCR |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
CCR 1,1 0,5 1,35 1,22 0,67 0,55
Media C 1,22 0,39 1,45 1,19 0,57 0,49
Desviacién CCR 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 CCR 0,02 0,001 0,018 0,224 0,001 0,045
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frente a

C
Punto medio (valores
de punto de corte) 1,16123 0,4441 1,40243 1,20669 0,62 0,52
% 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 exactitud se determina como (TN + TP)/(TN + TP + FN + FP)

La sensibilidad y especificidad del diagndstico de cancer colorrectal es del 75 y el 71% para la razén SEQ ID NO:
10/SEQ ID NO: 4; el 77% y el 71%, respectivamente, para la razéon SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4; el 100% y el 100%,
respectivamente, para la razén SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 1; el 100% y el 100%, respectivamente, para la razon
SEQ ID NO: 7/ SEQ ID NO: 1;y el 75% y el 75%, respectivamente, para la razon 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 absolutos de Ct (SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7).

Ejemplo 4. Andlisis de biomarcadores de ADNr 16S en pacientes con sindrome de Lynch: CCR frente a alto riesgo
(con pdlipos) frente a bajo riesgo (sin pélipos)

El objetivo de este analisis es determinar el valor predictivo de los biomarcadores para detectar el riesgo de cancer
colorrectal antes de los signos clinicos.

Se analizé un total de 8 individuos con sindrome de Lynch (con riesgo genético aumentado de desarrollar cancer
colorrectal). Todos los individuos tuvieron una colonoscopia, en el periodo maximo de un afio, antes de la recogida
de la muestra fecal. Segun un examen endoscopico 4 de ellos tuvieron un pdélipo maligno (denominados alto riesgo)
y 4 no tuvieron ningun polipo (denominados bajo riesgo).

La cuantificacion de cada de uno de los marcadores de bacterias citados en el ejemplo 1 en muestras de heces
humanas analizadas se determin6 usando los cebadores descritos en el ejemplo 2 y se cuantificaron en valores de
Ct.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion, en las tablas 3 y 4. La tabla 3 representa valores absolutos de
Ct y la tabla 4 representa razones de Ct. Se aplicé una prueba de la t de dos muestras.

Tabla 3. Valores absolutos de Ct

ID Grupo Estado B48 B46 B10 B3

F10 CCR 1 18,59 22,78 16,33 33,64
F11 CCR 1 20,33 26,45 20,37 41,57
F3 CCR 1 23,52 26,20 19,80 38,45
F4 CCR 1 16,41 20,87 14,88

F5 CCR 1 19,04 24,00 17,61 35,68
F6 CCR 1 23,22 27,67 21,82

F16 CCR 1 20,75 14,35

F7 CCR 1 23,19 28,20 22,34

F8 CCR 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
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MIL3 Bajo riesgo 18,11 20,45 10,34 31,16
MIL7 Bajo riesgo 22,81 24,70 13,35 41,40
MIL8 Bajo riesgo |3 20,60 21,88 11,38 32,42
CCR 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
CCR 2,65 2,89 3,04 3,44
Desviacion estandar |Alto riesgo 1,86 2,32 1,98 1,27
Bajo riesgo 1,93 2,18 2,15 474
CCR frente
a alto
riesgo 0,10 0,10 0,070 0,48
CCR frente
Valor de p a bajo
riesgo 0,49 0,21 0,004 0,29
Alto riesgo
frente a
bajo riesgo 0,09 0,03 0,047 0,27
Punto medio (valores de punto de
corte) alto riesgo frente a bajo
riesgo 21,42 24,76 14,02 36,45
% de sensibilidad alto riesgo
frente a bajo riesgo 75,00 75,00 80,00 60,00
% de especificidad% alto riesgo
frente a bajo riesgo 75,00 75,00 100,00 66,67
Exactitud alto riesgo frente a bajo
riesgo 75,00 75,00 87,50 62,50
Tabla 4. Razones de Ct
ID Grupo Estado B48/B10 |B10/B3 B46/B10 B46/B48 B46/B3 B48/B3
F10 |CCR 1 1,14 0,49 1,39 1,23 0,68 0,55
F11 |CCR 1 1,00 0,49 1,30 1,30 0,64 0,49
F3 CCR 1 1,19 0,51 1,32 1,11 0,68 0,61
F4 CCR 1 1,10 1,40 1,27
F5 CCR 1 1,08 0,49 1,36 1,26 0,67 0,53
F6 CCR 1 1,06 1,27 1,19
F 16 |CCR 1 1,45
F7 CCR 1 1,04 1,26 1,22
F8 CCR 1 1,21 1,41 1,17
Alto
MIL1 |riesgo 2 1,55 0,41 1,78 1,15 0,73 0,63
Alto
MIL2 |riesgo 2 1,67 0,40 1,75 1,05 0,70 0,66
Alto
MIL5 |riesgo 2 1,59 0,37 1,74 1,09 0,64 0,59
Alto
MIL4 |riesgo 2 1,09 0,48 1,62 1,49 0,79 0,53
MIL6 |Bajo 3 1,33 0,40 1,64 1,24 0,66 0,54
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riesgo
Bajo
MIL3 |riesgo 3 1,75 0,33 1,98 1,13 0,66 0,58
Bajo
MIL7 |riesgo 3 1,71 0,32 1,85 1,08 0,60 0,55
Bajo
MIL8 |riesgo 3 1,81 0,35 1,92 1,06 0,67 0,64
CCR 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
CCR 0,07 0,01 0,07 0,06 0,02 0,05
Desviaciéon Alto riesgo 0,26 0,05 0,07 0,20 0,06 0,06
estandar -
Bajo
riesgo 0,22 0,04 0,15 0,08 0,03 0,04
CCR
frente a
alto riesgo | 0,001491 0,009755 0,000001 0,38 0,11 0,10
CCR
frente a
Valor de p bajo
riesgo 0,000029 0,000159 0,000002 0,02 0,19 0,21
Alto riesgo
frente a
bajo
riesgo 0,172991 0,044382 0,087799 0,28 0,06 0,25
Punto medio (valores de
punto de corte) alto riesgo
frente a bajo riesgo 1,56 0,38 1,78 1,16 0,68 0,59
% de sensibilidad alto
riesgo frente a bajo riesgo 66,67 75,00 80,00 50,00 75,00 75,00
Especificidad% alto riesgo
frente a bajo riesgo 60,00 75,00 100,00 50,00 75,00 75,00
Precision alto riesgo frente
a bajo riesgo 62,50 75,00 87,50 50,00 75,00 75,00

Los marcadores de razones microbiologicas fueron capaces de discernir 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 poblaciéon de alto riesgo de cancer colorrectal fueron del 80% y el 100% para la SEQ ID NO: 4; el
75% y el 75%, respectivamente, para la razén SEQ ID NO: 4/SEQ ID NO: 1; el 80% y el 100%, respectivamente,
para la razén SEQ ID NO: 7/SEQ ID NO: 4; el 75% y el 75%, respectivamente, para la razén SEQ ID NO: 7/SEQ ID
NO: 1; y el 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 absolutos de Ct (SEQ ID NO: 4).

Ejemplo 5: Analisis de biomarcadores de ADNr 16S en pacientes con cancer colorrectal frente a sujetos sanos

Se obtuvieron muestras fecales de 27 pacientes a los que se les diagnostico recientemente cancer colorrectal (CCR)
(fase 0-l), e individuos sanos (C). Todos los pacientes tuvieron una colonoscopia al menos 15 dias antes de la
recogida de muestras. Todos ellos firmaron el correspondiente consentimiento informado. Los criterios de exclusion
incluyeron tratamiento con antibiéticos dentro de 1 mes antes del estudio y edad < 18 afios. En la tabla 5 (véase a
continuacion) se muestra que la cuantificacion de las cuatro secuencias bacterianas presenté un aumento
significativo en Ct en las heces de pacientes con CCR. Este hecho significa que hay una menor carga de las cuatro
bacterias en este grupo.

La disminucion significativa de la carga de estas cuatro bacterias podria ser una potente herramienta para cribar
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pacientes con CCR. Si se analiza el rendimiento de los marcadores bacterianos por separado, se aprecia que se
obtuvieron los mejores resultados con B3 que identificd pacientes con CCR con un 94% de especificidad y un 48%
de sensibilidad y 0,7 de exactitud; y en segundo lugar, B46 con un 84% de especificidad y un 61,5% de sensibilidad
y 0,698 de exactitud.

B48 y B10 también muestran una exactitud de 0,69 pero un 100% de especificidad y un 36% de sensibilidad, y un
57% de especificidad y un 89,5% de sensibilidad, respectivamente.

Se calculé la razon entre Ct de la cuantificacion de secuencias bacterianas. Aunque no se observan diferencias
estadisticas, ha de considerarse que aplicar esta razén en una muestra aumentada podria ser un algoritmo Util para
completar el cribado de CCR. En esta linea, la combinacién de cuatro secuencias también debe considerarse que
aumenta la sensibilidad y especificidad de la prueba.

Tabla 5. Cuantificacion de las 4 secuencias bacterianas en individuos sanos y pacientes con CCR (expresados en
Ct), analisis estadistico a través de dos pruebas t de muestra y analisis ROC.

ID Grupo Estado B3 B48 B10 B46

4 CCR 1 29,86 20,84 14,18 21,34
5 CCR 1 24,3 15,88 10,34 17,53
6 CCR 1 27,33 20,66 15,77 23,13
7 CCR 1 24,88 19,06 13,64 20,69
8 CCR 1 20,61 17,78 12,92 19,7
11 CCR 1 27,28 25,69 17,05 24,35
12 CCR 1 29,04 22,58 16,49 23,17
13 CCR 1 21,98 17,52 10,97 17,34
14 CCR 1 27,07 19,94 13,52 19,9
15 CCR 1 28,57 26,60 19,77 27,53
24 CCR 1 26,77 22,64 17,84 23,83
25 CCR 1 21,64 17,01 11,54 18,7
27 CCR 1 26,52 20,97 15,49 22,63
31 CCR 1 29,91 18,92 16,44 23,8
35 CCR 1 23,37 18,81 12,24 18,77
36 CCR 1 22,87 17,28 12,74 19,76
38 CCR 1 16,36 24,43 30,7
F10 CCR 1 20,49 18,59 16,33 22,78
F16 CCR 1 18,24 14,35 20,75
F11 CCR 1 29,19 20,33 20,37 26,45
F3 CCR 1 32,48 23,52 19,80 26,20
F4 CCR 1 21,76 16,41 14,88 20,87
F5 CCR 1 20,56 19,04 17,61 24,00
F6 CCR 1 31,6 23,22 21,82 27,67
F7 CCR 1 27,14 23,19 22,34 28,20
F8 CCR 1 22,37 18,82 15,61 22,04
43 CCR 1 30,9 22,46 17,12 25,57
16 C 0 22,97 20,21 15,54 23,12
17 C 0 20,4 15,84 10,71 17,54
18 C 0 22,05 15,72 12,06 17,67
23 C 0 21,79 17,16 12,59 18,89
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28 C 0 20 18,86 15,29 21,33
30 C 0 26,61 20,47 12,78 20,26
32 C 0 22,76 15,07 15,95 23,09
33 C 0 23,66 18,30 13,54 19,57
34 C 0 22,01 17,73 14,29 19,07
37 C 0 24,06 19,60 14,47 19,65
F1 C 0 24,71 18,09 14,79 21,97
F12 C 0 20,79 17,55 14,95 20,90
F13 C 0 25,1 19,36 19,22 24,78
F14 C 0 21,63 19,46 15,07 21,44
F2 C 0 20,42 17,07 12,76 20,57
F15 C 0 19,69 17,55 12,84 19,85
F9 C 0 23,29 17,61 15,41 21,80
39 C 0 18,03 11,95 18,97
Media CCR 25,64346154| 20,15846154| 16,13222222|22,86666667
C 22,46705882| 17,98222222| 14,12111111}20,58166667
Desviacion estandar CCR 3,96679613| 2,887129637| 3,575465632|3,448853767
C 1,948072011| 1,514799756| 1,957886432|1,927739456
Valor de p (prueba
de la t de dos|CCRfrentea
muestras) C 0,038 0,019 0,049 0,021
CCR frente a C Punto medio 26,69 20,90 15,75 22,0
AUC 0,70 0,69 0,69 0,698
Sensibilidad 48% 36% 57% 61,5%
Especificidad 94% 100% 89,5% 84%

Las figuras 14 a 17 proporcionan la representacion grafica de valores de Ct absolutos para B3, B10, B46 y B48,
respectivamente, en grupos de CCR y sanos (C).

La figura 27 proporciona las curvas ROC para B3, B10, B46 y B48 en andlisis de sanos frente a CCR.

Ejemplo 6: Andlisis de biomarcadores de ADNr 16S de CCR frente Lynch (sin signos clinicos) frente a individuos
sanos

El objetivo de este analisis es determinar el valor predictivo de los biomarcadores para detectar el riesgo de cancer
colorrectal antes de los signos clinicos. Se obtuvieron muestras fecales de 27 pacientes a los que se les diagnostico
recientemente cancer colorrectal (CCR) (fase 0-1), 24 pacientes portadores del sindrome de Lynch (L) y 19
individuos sanos (C). Todos los pacientes tuvieron una colonoscopia al menos 15 dias antes de la recogida de
muestras. Todos ellos firmaron el correspondiente consentimiento informado. Los criterios de exclusion incluyeron
tratamiento con antibiéticos dentro de 1 mes antes del estudio y edad < 18 afios.

Se cuantificaron las cuatro secuencias bacterianas en muestras fecales de individuos sanos, pacientes a los que se
les diagnostico recientemente CCR y portadores del sindrome de Lynch. Los portadores del sindrome de Lynch
estan predispuestos genéticamente a desarrollar cancer, especificamente cancer colorrectal. Este grupo esta
compuesto por individuos sin neoplasia de cancer colorrectal y sin signos clinicos, y se considera como grupo de
riesgo de cancer colorrectal.

Se observo que el grupo con sindrome de Lynch presentd un aumento significativo del valor de Ct de B3 y B48 en
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comparacioén con grupos de pacientes sanos. Por tanto, en el grupo de Lynch hubo una carga menor de bacterias B3
y B48 en muestra de heces.

Efectivamente, el grupo de Lynch no muestra ninguna diferencia estadistica de cuantificacion de secuencias
bacterianas en comparacion con CCR excepto para B10. Lo que implica que el perfil microbiologico del grupo de
Lynch es similar a CCR aunque no se observan signos clinicos y neoplasia en este grupo. Este hecho significa que
la deteccién de uno o mas de estas cuatro secuencias bacterianas puede ser una potente herramienta para cribar
personas con riesgo de CCR y que pueden necesitar exploracion de colonoscopia.

Tabla 6. Cuantificacion de las 4 secuencias bacterianas en individuos sanos, pacientes con CCR y portadores del
sindrome de Lynch (expresado en Ct), analisis estadistico mediante analisis ROC y de ANOVA de un factor.

ID Grupo Estado B3 B48 B10 B46

4 CCR 1 29,86 20,84 14,18 21,34
5 CCR 1 24,3 15,88 10,34 17,53
6 CCR 1 27,33 20,66 15,77 23,13
7 CCR 1 24,88 19,06 13,64 20,69
8 CCR 1 20,61 17,78 12,92 19,7
11 CCR 1 27,28 25,69 17,05 24,35
12 CCR 1 29,04 22,58 16,49 23,17
13 CCR 1 21,98 17,52 10,97 17,34
14 CCR 1 27,07 19,94 13,52 19,9
15 CCR 1 28,57 26,60 19,77 27,53
24 CCR 1 26,77 22,64 17,84 23,83
25 CCR 1 21,64 17,01 11,54 18,7
27 CCR 1 26,52 20,97 15,49 22,63
31 CCR 1 29,91 18,92 16,44 23,8
35 CCR 1 23,37 18,81 12,24 18,77
36 CCR 1 22,87 17,28 12,74 19,76
38 CCR 1 16,36 24,43 30,7
F10 CCR 1 20,49 18,59 16,33 22,78
F16 CCR 1 18,24 14,35 20,75
F11 CCR 1 29,19 20,33 20,37 26,45
F3 CCR 1 32,48 23,52 19,80 26,20
F4 CCR 1 21,76 16,41 14,88 20,87
F5 CCR 1 20,56 19,04 17,61 24,00
F6 CCR 1 31,6 23,22 21,82 27,67
F7 CCR 1 27,14 23,19 22,34 28,20
F8 CCR 1 22,37 18,82 15,61 22,04
43 CCR 1 30,9 22,46 17,12 25,57
16 C 0 22,97 20,21 15,54 23,12
17 C 0 20,4 15,84 10,71 17,54
18 C 0 22,05 15,72 12,06 17,67
23 C 0 21,79 17,16 12,59 18,89
28 C 0 20 18,86 15,29 21,33
30 C 0 26,61 20,47 12,78 20,26
32 C 0 22,76 15,07 15,95 23,09
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33 C 0 23,66 18,30 13,54 19,57
34 C 0 22,01 17,73 14,29 19,07
37 C 0 24,06 19,60 14,47 19,65
F1 C 0 24,71 18,09 14,79 21,97
F12 C 0 20,79 17,55 14,95 20,90
F13 C 0 25,1 19,36 19,22 24,78
F14 C 0 21,63 19,46 15,07 21,44
F2 C 0 20,42 17,07 12,76 20,57
F15 C 0 19,69 17,55 12,84 19,85
F9 C 0 23,29 17,61 15,41 21,80
39 C 0 18,03 11,95 18,97
1 L 2 23,08 18,76 12,03 19,21
2 L 2 26,58 18,47 13,60 21,02
3 L 2 23,51 19,36 10,85 18,33
9 L 2 16,94 12,89 19,77
10 L 2 19,91 17,68 10,44 17,84
19 L 2 32,81 21,60 15,72 21,67
20 L 2 19,9 19,77 17,81 24,2
21 L 2 19,66 17,05 13,55 19,7
22 L 2 21,28 16,04 10,22 17,48
26 L 2 19,57 20,73 11,79 19,36
29 L 2 23,67 17,92 11,30 18,2
40 L 2 29,14 23,47 19,42 26,3
41 L 2 32,14 20,18 17,27 23,72
42 L 2 35,19 18,34 19,63 27,07
44 L 2 28,83 23,16 16,15 23,42
45 L 2 24,79 16,85 10,84 19,02
MIL1 L 2 37,1 22,60 14,69 25,52
MIL2 L 2 32,74 24,60 14,63 25,53
MIL3 L 2 27,80 18,00 10,34 20,28
MIL4 L 2 29,09 20,00 18,17 29,66
MIL5 L 2 33,45 22,60 24,81
MIL6 L 2 31,69 20,20 14,66 24,54
MIL7 L 2 35,88 22,90 13,05 24,59
MIL8 L 2 26,2 20,60 10,85 21,87

CCR 25,64346154 | 20,15846154 | 16,13222222 | 22,86666667
Media C 22,46705882 | 17,98222222| 14,12111111] 20,58166667

Lynch 27,56565217 | 19,90916667 | 13,9076087 | 22,21291667

CCR 3,96679613|2,887129637| 3,575465632 | 3,448853767
Desviacion estandar |C 1,948072011|1,514799756 | 1,957886432 | 1,927739456

Lynch 5,628873475]2,403976627| 3,02383331| 3,369239985
Valor de p (ANOVA|CCR frente a 0,038 0,019 0,049 0,021

de un factor)

Cc
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ECR frente a 0,381 0,988 0,057 0,849
L frentea C 0,004 0,018 0,989 0,163
Punto medio 25,65 19,69 11,87 23,27
Cfrenteal AUC 0,73 0,746 0,55 0,629
Sensibilidad 60,9 54,2 34,8 45,8
Especificidad 88,9 94,1 94,7 94,7
Punto medio 31,65 19,21 14,78 21,95
L frente a CCR AUC 0,60 0,487 0,69 0,55
Sensibilidad 96 52 65,4 61,5
Especificidad 34,8 58,3 69,6 54,2
Punto medio 26,69 20,90 15,75 22,0
AUC 0,70 0,69 0,69 0,698
CCR frentea C Sensibilidad 48% 36% 57% 61,5%
Especificidad 94% 100% 89,5% 84%

Las figuras 18 a 21 proporcionan la representacion grafica de valores de Ct absolutos en grupos de CCR, Ly C de
secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10, respectivamente.

La figura 28 proporciona las curvas ROC para B3, B10, B46 y B48 en anadlisis de sanos (C) frente a Lynch (L).
La figura 30 proporciona las curvas ROC para B3, B10, B46 y B48 en analisis de CCR frente a Lynch.

Ejemplo 7: Andlisis de biomarcadores de ADNr 16S de CCR + Lynch frente a individuos sanos

Segun el analisis del ejemplo 6, los portadores del sindrome de Lynch tienen un perfil microbiolégico en heces
similar a pacientes con CCR. Por tanto, en este experimento, se pretende someter a prueba el potencial de usar
deteccion de cuantificacion de las cuatro secuencias bacterianas para cribar individuos con riesgo de cancer
colorrectal en individuos sanos e individuos con riesgo de cancer colorrectal (CCR + L), antes de la exploracion de
colonoscopia.

En la tabla 7, se han representado la cuantificacién de secuencias bacterianas expresadas en Ct.

Se observa que B3, B48 y B46 aumentan significativamente el valor de Ct en el grupo de riesgo de cancer
colorrectal (CCR + L). Por tanto, el nivel de estas bacterias en heces disminuye.

B10 en CCR + L también presenta un nivel mas bajo aunque no se observan diferencias estadisticas (p=0,137).

Al evaluar el rendimiento de cuantificacion bacteriana en la deteccion de cancer colorrectal, se muestra que B3 y
B48 tienen la mejor exactitud (0,7) y, respectivamente, el 56,2% de sensibilidad-el 88,9% de especificidad y el 51%
de sensibilidad-el 84% de especificidad.

En segundo lugar, B46 tienen una exactitud de 0,665 y el 94,7% de sensibilidad-el 23,12% de especificidad.
Finalmente, B10 tiene una exactitud de 0,58 y el 44,9% de sensibilidad-el 89,5% de especificidad.

Se calculé la razén entre Ct de cuantificaciéon de secuencias bacterianas. Aunque no se observan diferencias
estadisticas (B3/B46 p = 0,061 con prueba de la U de Mann-Whitney; B10/B3 p = 0,132 con analisis de prueba de la
t de dos muestras; B46/B10 con analisis de prueba de la t de dos muestras p = 0,127); ha de considerarse que
aplicar esta razén en una muestra aumentada puede ser un algoritmo util para completar el cribado de CCR.

En esta linea, la combinacién de cuatro secuencias también debe considerarse que aumenta la sensibilidad y
especificidad de la prueba.

Tabla 7. Cuantificacion de las 4 secuencias bacterianas expresadas en Ct de individuos sanos (C) e individuos con
riesgo de cancer colorrectal (CCR + L), analisis estadistico mediante analisis de ROC y prueba de la t de dos
muestras.

D | Grupo | Estado | B3 “ B48 “ B10 “ B46 |
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4 CCR+L 3 29,86 20,84 14,18 21,34
5 CCR+L 3 24,3 15,88 10,34 17,53
6 CCR+L 3 27,33 20,66 15,77 23,13
7 CCR+L 3 24,88 19,06 13,64 20,69
8 CCR+L 3 20,61 17,78 12,92 19,7
11 CCR+L 3 27,28 25,69 17,05 24,35
12 |CCR+L 3 29,04 22,58 16,49 23,17
13 |CCR+L 3 21,98 17,52 10,97 17,34
14 |JCCR+L 3 27,07 19,94 13,52 19,9
15 JCCR+L 3 28,57 26,60 19,77 27,53
24 |CCR+L 3 26,77 22,64 17,84 23,83
25 |CCR+L 3 21,64 17,01 11,54 18,7
27 |CCR+L 3 26,52 20,97 15,49 22,63
31 CCR+L 3 29,91 18,92 16,44 23,8
35 |CCR+L 3 23,37 18,81 12,24 18,77
36 |CCR+L 3 22,87 17,28 12,74 19,76
38 |CCR+L 3 16,36 24,43 30,7
F10 |CCR+L 3 20,49 18,59 16,33 22,78
F16 |CCR+L 3 18,24 14,35 20,75
F11 |CCR+L 3 29,19 20,33 20,37 26,45
F3 |CCR+L 3 32,48 23,52 19,80 26,20
F4 |CCR+L 3 21,76 16,41 14,88 20,87
F5 |CCR+L 3 20,56 19,04 17,61 24,00
F6 |CCR+L 3 31,6 23,22 21,82 27,67
F7 |CCR+L 3 27,14 23,19 22,34 28,20
F8 |CCR+L 3 22,37 18,82 15,61 22,04
43 |CCR+L 3 30,9 22,46 17,12 25,57
1 CCR+L 3 23,08 18,76 12,03 19,21
2 CCR+L 3 26,58 18,47 13,60 21,02
3 CCR+L 3 23,51 19,36 10,85 18,33
9 CCR+L 3 16,94 12,89 19,77
10 |CCR+L 3 19,91 17,68 10,44 17,84
19 |JCCR+L 3 32,81 21,60 15,72 21,67
20 |CCR+L 3 19,9 19,77 17,81 24,2
21 CCR+L 3 19,66 17,05 13,55 19,7
22 |CCR+L 3 21,28 16,04 10,22 17,48
26 |CCR+L 3 19,57 20,73 11,79 19,36
29 |CCR+L 3 23,67 17,92 11,30 18,2
40 |CCR+L 3 29,14 23,47 19,42 26,3
41 CCR+L 3 32,14 20,18 17,27 23,72
42 |CCR+L 3 35,19 18,34 19,63 27,07
44 |CCR+L 3 28,83 23,16 16,15 23,42
45 |CCR+L 3 24,79 16,85 10,84 19,02
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MIL1| CCR + L 3 37,1 22,60 14,69 25,52
MIL2| CCR + L 3 32,74 24,60 14,63 25,53
MIL3| CCR + L 3 27,80 18,00 10,34 20,28
MIL4| CCR + L 3 29,09 20,00 18,17 29,66
MIL5| CCR + L 3 33,45 22,60 24,81
MIL6| CCR + L 3 31,69 20,20 14,66 24,54
MIL7| CCR + L 3 35,88 22,90 13,05 24,59
MIL8| CCR + L 3 26,2 20,60 10,85 21,87
16 C 0 22,97 20,21 15,54 23,12
17 C 0 20,4 15,84 10,71 17,54
18 C 0 22,05 15,72 12,06 17,67
23 C 0 21,79 17,16 12,59 18,89
28 C 0 20 18,86 15,29 21,33
30 C 0 26,61 20,47 12,78 20,26
32 C 0 22,76 15,07 15,95 23,09
33 C 0 23,66 18,30 13,54 19,57
34 C 0 22,01 17,73 14,29 19,07
37 C 0 24,06 19,60 14,47 19,65
F1 C 0 24,71 18,09 14,79 21,97
F12 C 0 20,79 17,55 14,95 20,90
F13 C 0 25,1 19,36 19,22 24,78
F14 C 0 21,63 19,46 15,07 21,44
F2 C 0 20,42 17,07 12,76 20,57
F15 C 0 19,69 17,55 12,84 19,85
F9 C 0 23,29 17,61 15,41 21,80
39 C 0 18,03 11,95 18,97
Media CCR+L 26,54 20,03 15,10 22,56
C 22,46 17,98 14,12 20,58
Desviacion CCR+L 4,86 2,64 3,48 3,39
estandar c 1,94 151 1,96 193
Valor de p CCR+L 0,0001 0,001 0,137 0,004
(prueba la t de frentea C
dos muestras)
Punto medio 25,65 19,69 15,58 23,13
AUC 0,71 0,70 0,580 0,665
Sensibilidad 56,2 51 44,9 94,7
Especificidad 88,9 84 89,5 23,12

La figura 22 proporciona la representacion grafica de valores de Ct absolutos de secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10, respectivamente, en grupos de CCR+ Lynch (L) y sanos (C).

La figura 29 proporciona las curvas ROC para B3, B10, B46 y B48 en analisis de sanos frente a CCR + con
sindrome de Lynch.

Ejemplo 8: Andlisis de biomarcadores de ADNr 16S de CCR frente a L-alto riesgo frente a L-bajo riesgo frente a
individuos sanos
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En este ejemplo, se pretende definir diferentes grados de riesgo de cancer colorrectal usando cuantificacion de
secuencias bacterianas en portadores del sindrome de Lynch.

Se clasificaron los portadores del sindrome de Lynch en cancer colorrectal de alto riesgo (L-alto riesgo) y bajo riesgo
(L-bajo riesgo) segun sus antecedentes de neoplasia colorrectal y la presencia de adenomas en su Ultima
colonoscopia. Se tienen 6 individuos de alto riesgo y 18 de bajo.

Se realiz6 la cuantificacion de las cuatro secuencias bacterianas y no se observaron diferencias estadisticas entre
los diferentes grupos. Soélo para los niveles de B3, hubo una tendencia de un Ct disminuido en comparaciéon con C
frente a L-bajo riesgo (p = 0,088, prueba de Kruskal-Wallis) y C frente a L-alto riesgo (p = 0,143, prueba de Kruskal-
Wallis).

Se calculé la razén entre Ct de cuantificacion de secuencias bacterianas.

Se aplico la prueba de Kruskal-Wallis y las razones B3/B10 y B10/B46 presentan una diferencia significativa entre C
y L-bajo riesgo. La razon B3/B48 muestra una diferencia significativa al comparar C frente a L-alto riesgo. Las
razones B3/B10 y B48/B10 fueron significativamente diferentes en CCR frente a L-alto riesgo.

No se realizaron los analisis de ROC debido al tamafio de la muestra, pero considerando los andlisis estadisticos, se
podria predecir que la mejor razén podria ser B3/B10 porque es capaz de distinguir grupo de L-bajo riesgo.

En esta linea, la combinacién de cuatro secuencias también debe considerarse que aumenta la potencia de la
prueba, y debe realizarse un analisis de regresion logistica multivariable pero se requiere un tamafio de muestra
aumentado.

Tabla 8. Cuantificacion de las 4 secuencias bacterianas expresadas en Ct de individuos sanos (C), L-bajo riesgo, L-
alto riesgo y CRC

iD Grupo Estado B3 B48 B10 B46 | B3/B10 | B4B/B10 | B3/B48 | B10/B46
4 CCR 1 29,86 2084 | 1418 | 2134 2,11 1,47 1,43 0,66
5 CRC 1 24,3 15,68 | 10,34 | 17,53 2,35 1,54 1,53 0,59
8 CCR 1 27,33 2086 1577 2313 173 1,31 1,32 0.68
7 CCR 1 24,88 19,06 | 1364 | 2069 1,82 1,40 1,31 0,66
8 CCR 1 20,61 17781 12,92 19,7 1,60 1,38 1,16 0.66
1 CCR 1 27,28 2569 | 1705 2435 1,60 1,51 1,06 0,70
12 CCR 1 29,04 22,581 1649 2317 176 1,37 1.29 0.71
13 CCR 1 21,98 17,52 10,97 | 1734 2,00 1,60 1,25 063
14 CCR 1 2707 1994 | 1352 19,9 2,00 1,47 1,36 0,68
15 CCR 1 28,57 2660 1877 | 2753 1,45 1,35 1,07 0,72
24 CCR 1 26,77 2264 17.84] 2383 1,50 1,27 1,18 0,75
25 CCR 1 21,64 17,01 11,54 18,7 1,88 147 127 0,62
27 CCR 1 26,52 20,97 1549 | 2263 1,71 1,35 1,28 0,68
31 CCR 1 29,91 18,92 16,44 | 238 1.82 1,15 1,58 0,69
35 CCR 1 23,37 18,81 12,24 | 18,77 191 1,64 1,24 0,65
36 CCR 1 22,87 1728 ] 1274] 1976 1,80 1,36 1.32 0,64
38 CCR 1 16,36 | 24,43 30,7 0,67 0.80
F10 CCR 1 20,49 1859 | 16,33 | 22,78 1,25 1,14 1,10 0,72
Fi6 CCR 1 18,24 1435] 2075 1,27 0,69
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F11 CCR 1 29,19 20,33 20,37 26,45 143 1,00 1,44 0,77
F3 CCR 1 32,48 23,52 18,80 26,20 1,64 1,19 1,38 0,78
F4 CCR 1 21,76 16,41 14,88 20,87 1,46 1,10 1,33 0,71
F5 CCR 1 20,56 19,04 17,681 24,00 117 1,08 1,08 0,73
Fé& CCR 1 318 23,22 21,82 27,67 1,45 1.06 1,36 0,79
F7 CCR 1 27,14 23,19 22,34 2820 1,21 1,04 1,17 079
F8 CCR 1 22,37 18,82 15,61 22,04 1,43 1.21 1,18 0,71
43 CCR 1 30,9 2246 17,12 2557 1,80 1,31 1,38 0,67
16 c g 22,97 20,21 15,54 23,12 1.48 1,30 1,14 0,67
17 C a 20,4 15,84 10,71 17,54 1,80 1,45 1,29 0,61
18 C 0 22,05 15,72 12,06 17,67 1.83 1,30 1,40 0,68
23 c 0 21,79 17,16 12,59 18,89 173 1,36 1,27 0,67
28 c v 20 18,86 16,29 21,33 1,31 1,23 1,06 0.72
30 c 0 26,61 20,47 12,78 20,28 2,08 1,60 1,30 0.63
32 C 0 22,76 16,07 16,95 23,09 143 0,94 1,61 0,69
33 C 0 23,66 18,30 13,54 18,57 178 1,35 1,29 0,69
34 C 0 22,01 17,73 14,29 19,07 1.54 1,24 1,24 075
37 c 0 24,06 19,60 14,47 19,65 1,66 1,35 1,23 0,74
F1 c a 2471 18,09 14,79 21,97 1,87 1,22 1,37 0,67
F12 C 0 20,79 17,55 14,95 20,90 1,39 1,17 1,18 0,72
F13 C 0 251 19,36 18,22 24,78 1.31 1,01 1,30 078
F1a C 0 21,63 19,48 15,07 21,44 1,44 1,29 1,11 0,70
F2 c 0 20,42 17,07 12,76 20,57 1,60 1,34 1,20 0,62
F18 C 0 19,69 17,55 12.84 19,85 1,63 1,37 1,12 0,65
Fo c 0 23,29 17,61 15,41 21,80 1,61 1,14 1,32 0,71
38 c a 18,03 11.85 18,97 1,51 063
1 L-bajo riesgo 4 23,08 18,76 12,03 19,21 1,82 1,56 1.23 0,63
3 L-bajo riesgo 4 23,51 19,36 10,85 18,33 2,17 1,78 1.21 0,58
9 L.-bajo riesgo 4 16,94 12,88 19,77 1,31 065
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10 L.-bajo riesgo 4 19,81 17 68 10,44 17.84 1,91 169 113 0,58
19 L-bajo riesgo 4 32,81 21,60 16,72 21,67 2,09 1,37 1,52 0,73
20 L~bajo riesgo 4 19,9 19,77 17.81 242 1,12 1,11 1,01 074
21 {-bajo riesgo 4 19,66 17,05 13,55 19,7 1,45 1,26 1,15 0,69
26 L-bajo riesgo 4 19,587 20,73 11,79 19,36 1,66 1,78 0,84 0,61
29 {.~bajo riesgo 4 23867 17,82 11,30 18,2 2,08 1,59 1,32 0,82
40 L-bajo riesgo 4 29 14 23,47 19,42 26,3 1,50 1,21 1,24 0,74
42 L.-bajo riesgo 4 3519 18,34 19,63 27.07 1,79 0,93 1,92 0,73
44 L-bajo riesgo 4 28,83 23,18 16,15 23,42 1,79 143 1,24 0,69
ML L-bajo riesgo 4 371 2260 14,68 25,62 253 1,54 1,64 058
MIL2 L-bajo riesgo 4 32,74 24,60 14,63 | 25,53 2,24 1,68 1,33 0,57
MIL3 L.-bajo riesgo 4 27,80 18,00 10,34 20,28 2,869 1,74 1,54 0,61
MILE L-bajo riesgo 4 31,69 20,20 14,66 24 54 2,16 1,38 1,57 0,60
MILY L-bajo riesgo 4 35,88 22,90 13,05 | 24,59 2,75 1,75 1,67 0,53
MILE L.-bajo riesgo 4 26,2 20,60 10,85 21,87 2,41 1,90 1,27 0,50
2 |.-alto riesgo 5 26,58 18,47 13,60 21,02 1,95 1,36 1,44 0.65
22 |_-alto riesgo 5 21,28 16,04 10,22 17,48 2,08 1,57 1,33 0,58
41 L-alto riesgo 5 32,14 20,18 17,27 23,72 1,86 1,17 1,59 0,73
45 l.-alto riesgo 5 2479 16,85 10,84 19,02 228 1.55 1.47 0,57
MiL4 L-alto riesgo 5 29,09 20,00 16,17 29,66 1.60 1,10 1,45 061
MILS L-alto riesgo 5 3345 22,60 2481 148
CCR 25,64 20,18 16,13 22,87 1,66 128 1,28 0,70
c 22.47 17,98 14,12 20,58 1,80 1,29 1,25 (.68
Media [bajoriesgo] 2745 | 2020 13,88 | 22,08 | 2.02| 150 34| 063
L-alto riesgo
27.89 19,02 14,02 22,62 1,96 1,35 1,46 0.63
CCR 3,97 2,89 3,58 3,45 0,29 0,21 0,14 0,05
Desviacién estandar | € 1.95 1.51 1,96 1,93 0,21 0,16 0,11 0,05
L-bajo riesgo 5,08 2,40 2,98 3,08 0,44 0,27 0,25 0,08
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L-alto riesgo
459 2,41 362 4,42 0,26 0,22 0,08 0,06

CCR frente 0.32

aC

CCR frente 1 0.017 0.022

allL
Valor de p CCR frente 1

alH
Prueba de C frente a LL 0.088 D.018 0.01
Kruskal-Wallis

C frente a LH 0.143 0.031

LL frente a LH 1

Las figuras 23 a 26 proporcionan la representacion grafica de las siguientes razones de valores de Ct absolutos

B48/B10, B3/B10, B46/B10 y B3/B48, respectivamente en grupos de CCR, alto riesgo L, bajo riesgo L y C.

Lista de secuencias

<110> Institut d\222Investigacié Biomédica de Girona Dr. Josep Trueta (IDIBGI)
Universitat de Girona (UdG)

<120> BIOMARCADORES PARA DETECCION TEMPRANA, CRIBADO DEL RIESGO Y MONITORIZACION DE
CANCER COLORRECTAL Y POLIPOS ADENOMATOSOS

<130> 900 663

<150> Documento EP14382074
<151> 03-03-2014

<160> 13

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 489
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note="secuencia de ADN ribosémico 16S de B3, secuencia parcial (nimero de registro GQ411111.1)”

<400> 1

acggaggcct
agaagccccg
cggattcatt
ggctcaaccc
acacccggtg
cctetgggee
cctggtagtce
gcagccaacg

aattgacgg

tcgggtcegta
gctaactacg
gggcgtaaag
cccgaagecc
tagcggtgga
gagaccgacg
ccagccgtaa

cattaagcgt

accgcttteca
tgccagcagce
cgcgegtagg
ccggaacctce
atgcgcagat
ctgaggcgeg
acgatggacg

ccegeectggg

gcagggaaga
cgcggtaata
cggccecggea
cgeggettgg
atcgggtgga
aaagctgggg
ctaggtgtgg

gagtacggcc

32

gtcaagactg
cgtagggggc
ggccgggggt

gtccggtagg

acaccggtgg
gagcgaacag
ggggacgatc

gcaaggctaa

tacctgcaga
gagcgttatc
cgaagcgggg
ggagggtgga
cgaaggcggce
gattagatac
cceceegtgee

aactcaaagg

60

120

180

240

300

360
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<210> 2
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2734 143 T3

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note=“cebador directo de secuencia de ADN ribosémico 16S de B3”

<400> 2

ggaggccttc gggtcgtaa

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /mol_type=“ADN no asignado”

/note=“cebador inverso de secuencia de ADN ribosémico 16S de B3

<400> 3

ccgaagcecce cggaacct

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note="secuencia de ADN ribosémico 16S de B10, secuencia parcial (nimero de registro GQ411118.1)”

<400> 4

cttcggattg
cggctaacta
ctgggtgtaa
ccatgaactg
tgtagcggtg
caccaactga
tccacactgt
aacacaataa
cggac

<210>5

<211>19
<212> ADN

taaactcctg
cgtgccagca
agggagcgca
ctttcaaaac
gaatgcgtag
cgctgaggcet
aaacgatgat

gtaatccacc

<213> Secuencia artificial

<220>

ttgttgagga
gccgcggtaa
ggcgggaaga
tgtttttett
atatcgggag
cgaaagtgtg
tactaggtgt

tggggagtac

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note=“cebador directo de secuencia de ADN ribosémico 16S de B10”

gataatgacg
aacgtaggtc
caagttggaa
gagtagtgca
gaacaccagt
ggtagcaaac
tggaggattg

gaccgcaagg

33

”

gtactcaaca
acaagcgttg
gtgaaatcca
caggtaggcg
ggcgaaggcg
aggattagat
accccttceag

ttgaaactca

aggtaagtga
tccggaatta
tgggctcaac
gaattccegg
gcctactggg
accctggtag
tgccgecagtt

aaggaattga

19

18
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<400> 5

caacaaggta agtgacggc

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

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2734 143 T3

<223> /mol_type=“ADN no asignado”

/note=“cebador inverso de secuencia de ADNr 16S de B10”

<400> 6

cgcctacctg tgcactactc

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note="secuencia de ADN ribosémico 16S de B46, secuencia parcial (nimero de registro GQ411150.1)”

<400> 7

gtaacatttc
gacggaagcc
gagcgcaggce
tcctaactgt
tgcctagata
tgaggctcga
ccatgattac

atccacctgg

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

tgtaacaaga
gcggttccac
gggaagacaa
ttttcttgag
tcgggaggaa
aagtgtgggt
tacgtgttgg

ggagtacgac

<213> Secuencia artificial

<220>

catacagcag
gtaagtcaca
gttggaagtg
tagtgcacag
caccattggce
agcaaacagg
aggattgacc

cgeeeggttg

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note=“cebador directo de secuencia de ADN ribosémico 16S de B46”

<400> 8

tccacgtaag tcacaagcg

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note=“cebador inverso de secuencia de ADN ribosémico 16S de B46”

tttctcagag
agcgttgtcee
aaatccatgg
gtaggcggaa
gaaggcggcc
attagatacc
ccttetgtge

agactcacag

34

ttcccaaact
ggaattactg
gctcaaccca
ttceceggtgt
tactggactg
ctggtagtcce
cgcagataac

gaattgacgg

caaaggaatt

ggtgtaaagg
taaactgctt
agcggtggaa
caactgacge
actccgtaaa
acaataagta

actc

19

20

60

120

180

240

300

360
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<400> 9

cgcctacctg tgcactactc

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

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2734 143 T3

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note="secuencia de ADN ribosémico 16S de B48, secuencia parcial (nimero de registro GQ411152.1)”

<400> 10

tctcttacgg
cgeccgegtga
cggtacctga
tgcaagcgtt
tgtgaaaacc
agaggtaagc
tggcgaaggce
caggattaga
cagctctteg
aatgaaactc
<210> 11

<211> 18
<212> ADN

ggagcagcag
gcgatgaagt
ctaagaagcc
atccggattt
cggggctcaa
ggaattccta
ggcttactgg
taccctggta
gtgccgecage

acagaatttg

<213> Secuencia artificial

<220>

tggggaatat
atttcggtat
ccggctaaat
actgggtgta
cccecgggact
gtgtagcggt
acgataactg
gtccacgecg
aaacgcaata

acggag

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note=“cebador directo de secuencia de ADN ribosémico 16S de B48”

<400> 11

gtacggggag cagcagtg

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note=“cebador inverso de secuencia de ADN ribosémico 16S de B48”

<400> 12

gacactctag atgcacagtt tcc

<210> 13
<211> 18
<212> ADN

tgcacaatgg
gtaaagctct
acgtgccage
aagggagcgt
gcattggaaa
gaaatgcgta
acgctgaggce
taaacgatga

agtattccac

35

gggaaaccct
atcagcaggg
agccgcggta
agacggagtg
ctgtgecatct
gatattagga
tcgaaagcgt
ctactaggtg

ctggggagta

gatgcagcga
aagaaaatga
atacgtatgg
gcaagtctga
agagtgtcgg
ggaacaccag
ggggagcaaa

tcggggagca

cgttcgcaag

20

60

120

180

240

300

360

420

480

540

566

18
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<213> Secuencia artificial
<220>

<223> /mol_type=“ADN no asignado”
/note=“cebador inverso de secuencia de ADN ribosémico 16S de B3”

<400> 13

aggttccggg ggcttegg

36
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REIVINDICACIONES

Método para determinar el riesgo de desarrollar cancer colorrectal (CCR) en un sujeto humano que
comprende:

i. cuantificar al menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10, a partir de una muestra de heces de dicho sujeto;

ii. comparar los niveles de cuantificacion de la muestra del sujeto en (i) con los niveles de cuantificaciéon en
una muestra de control; y

iii. determinar el riesgo de desarrollar CCR en dicho sujeto humano, cuando existe una desviacion de los
valores de muestra del sujeto a partir de los valores en dicha muestra de control.

Método de cribado de cancer colorrectal (CCR) en un sujeto humano que comprende:

i. cuantificar al menos una secuencia bacteriana de ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 10 a partir de una muestra de heces de dicho sujeto;

ii. comparar los niveles de cuantificacion de la muestra del sujeto en (i) con los niveles de cuantificacion en
una muestra de control; y

iii. diagnosticar, detectar de manera temprana o determinar recaida de CCR en dicho sujeto humano, o
determinar que debe realizarse una colonoscopia en dicho sujeto humano, cuando existe una desviacion de
los valores de muestra del sujeto a partir de los valores en dicha muestra de control.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicho método comprende en la etapa (i)
cuantificar 2, 3 o todas de dichas secuencias bacterianas, preferiblemente todas de dichas secuencias
bacterianas.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que al menos dos de dichas secuencias
bacterianas se cuantifican en la etapa i) y al menos se determina una de las razones de los niveles de
cuantificacion de dichas secuencias, que comprende ademas comparar al menos una de dichas razones en
dicho sujeto con la razén en una muestra de control, en el que una desviacion de la razén de dicha muestra
de control es indicadora de CCR.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que antes de la cuantificacion de dichas
secuencias bacterianas, se extrae ADN de la muestra de heces lo que implica alteracion fisica de la
muestra por cualquier medio y el ADN se purifica sobre columnas de membrana de silice.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la cuantificacion de dichas secuencias
bacterianas se realiza mediante PCR cuantitativa.

Método segun la reivindicacion 6, en el que los niveles de cuantificacion de las secuencias se expresan
como valor umbral de ciclo (Ct).

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho al menos un nivel de cuantificacion
de ADNr 16S se determina mediante PCR cuantitativa a partir de dicha muestra de heces humanas y en el
que los niveles de cuantificacion de SEQ ID NO: 1 se determinan usando cebadores con al menos una
identidad del 90% con SEQ ID NO: 2 y 13, respectivamente; los niveles de cuantificacion de SEQ ID NO: 4
se determinan usando cebadores con al menos una identidad del 90% con SEQ ID NO: 5 y 6,
respectivamente; los niveles de cuantificacion de SEQ ID NO: 7 se determinan usando cebadores con al
menos una identidad del 90% con SEQ ID NO: 8 y 9, respectivamente; y los niveles de cuantificacion de
SEQ ID NO: 10 se determinan usando cebadores con al menos una identidad del 90% con SEQ ID NO: 11
y 12, respectivamente.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que los niveles de SEQ ID NO: 1 se
determinan usando cebadores con secuencia SEQ ID NO: 2 y 13, los niveles de SEQ ID NO: 4 se
determinan usando cebadores con secuencia SEQ ID NO: 5 y 6; los niveles de SEQ ID NO: 7 se
determinan usando cebadores con secuencia SEQ ID NO: 8 y 9; y los niveles de SEQ ID NO: 10 se
determinan usando cebadores con secuencia SEQ ID NO: 11y 12.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho método comprende ademas
detectar y/o cuantificar uno o mas biomarcadores moleculares que se sabe que son indicadores de CCR.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho método comprende ademas
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almacenar los resultados del método en un medio legible por ordenador.

Uso de un kit para diagnosticar, detectar de manera temprana o determinar recaida de CCR, determinar el
riesgo de desarrollar CCR o determinar si debe realizarse una colonoscopia, a partir de una muestra de
heces de un sujeto humano, segin el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, comprendiendo
dicho kit:

a. un reactivo seleccionado del grupo que consiste en:

i. sondas de acido nucleico capaces de hibridarse especificamente con al menos una secuencia de ADNr
16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO:
10; 0

ii. un par de cebadores de acido nucleico capaces de amplificar especificamente al menos una secuencia
de ADNr 16S seleccionada de la lista que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 y SEQ
ID NO: 10; y

b. instrucciones para cuantificar los niveles de una o mas de dichas secuencias a partir de una muestra de
heces humanas.

Uso de un kit segun la reivindicacion 12, en el que dichas sondas de acido nucleico en (i) o par de
cebadores de acido nucleico en (ii) se seleccionan del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
13, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, y SEQ ID NO: 12; 0 con
una identidad de al menos el 90% de los mismos.
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Figura 18. Valor de Ct de B3 en grupos de CCR, Ly C.
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Figura 19. Valor de Ct de B48 en grupos de CCR, Ly C.
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