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DESCRIPCION

Métodos y sistemas para distinguir el sindrome del intestino irritable de la enteropatia inflamatoria y la
enfermedad celiaca

Esta invencion se refiere al sindrome del intestino irritable predominante en diarrea (D-IBS), al diagnéstico y a
la seleccién de tratamientos del mismo.

Antecedentes

El sindrome del intestino irritable (IBS) es la afeccién diagnosticada mas comunmente en gastroenterologia con
tasas de prevalencia notificadas de aproximadamente el 15% de la poblacién. Durante los ultimos 30 afios, el
diagnéstico del IBS se ha basado en criterios clinicos. Esto se debe a una mala comprension de la patofisiologia
de esta afeccion.

Han surgido dos conceptos microbianos en la patogénesis del IBS. El primero sugiere que los sintomas del IBS
parecen estar relacionados con alteraciones en la flora microbiana del intestino delgado. La evidencia de esto
se basa en pruebas de aliento, cultivo del intestino delgado, secuenciacién profunda de la flora del intestino
delgado y la respuesta clinica al antibiético especifico para el intestino, rifaximina. El segundo concepto
microbiano es que un subconjunto de sujetos desarrolla IBS después de un episodio de gastroenteritis aguda
(AGE). Los metaanalisis de brotes clasicos sugieren que la tasa de desarrollo de IBS después de AGE es de
aproximadamente el 10%.

El IBS es una afeccién que da como resultado cambios crénicos en la funcién intestinal incluyendo diarrea,
estrefiimiento y patrones alternos, asi como sintomas abdominales incluyendo dolor y distensién abdominal.
Debido a que los sintomas del IBS pueden solaparse con enfermedades organicas tales como la IBD y la
enfermedad celiaca, el diagnéstico del IBS se realiza a menudo después de excluir enfermedades organicas.
En una iniciativa multinacional reciente, los expertos en IBS acordaron que estos sujetos padecen cambios
significativos en el habito intestinal y distensién abdominal como sintomas principales. En ausencia de una
patofisiologia clara del IBS, la identificacion de los sujetos se basa en un enfoque de "diagnéstico de exclusion”.
Este enfoque implica una gran cantidad de gastos y morbilidad para pacientes con IBS, particularmente
aquellos con D-IBS, incluyendo diagnéstico por imagen corporal frecuente, endoscopia y andlisis de sangre
para descartar explicaciones organicas alternativas para sus sintomas.

Aunque los Criterios de Roma han sido valiosos en la normalizacién de la incorporacion del IBS para ensayos
clinicos, estos criterios siguen basandose en un enfoque de "diagnéstico de exclusion” ya que son
inespecificos. Por ejemplo, la mayoria de los sujetos con enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa cumplen los
Criterios de Roma. Los Criterios de Roma Il fueron adicionalmente Utiles para definir el IBS basandose en el
patrén predominante del intestino, tal como formas predominantes en diarrea y estrefiimiento. Este enfoque
condujo a farmacos en fase de desarrollo para el tratamiento del IBS basandose en el control de los sintomas
en el IBS. Se han desarrollado procinética y secretagogos para C-IBS y anticinética para D-IBS. Sin embargo,
estas terapias no se basan en el mecanismo causal del IBS y, en cambio, se basan en el control de sintomas.
Como resultado, pueden dar como resultado la creacién de sintomas opuestos.

Aunque el diagnoéstico de la enfermedad celiaca se ha mejorado enormemente mediante la medicién de la
transglutaminasa tisular sérica, sigue existiendo la necesidad de biomarcadores que distingan el IBS de la IBD
en el tratamiento de la diarrea cronica. Sigue existiendo la necesidad en la técnica de métodos, ensayos y
sistemas para diagnosticar el IBS y distinguir el D-IBS de otras dolencias gastrointestinales tales como IBD y
enfermedad celiaca.

Morales, W. et al. ("Antibodies to Cytolethal Distensending Toxin B and Auto-Antibodies to Human Vinculin Are
Elevated in IBS Subjects",GASTROENTEROLOGY vol. 144, n® 5, 1 de mayo de 2013 (2013-05-01), paginas
$-914) divulga que los autoanticuerpos tanto anti-CdtB como antivinculina estan elevados en suero de sujetos
con sindrome de intestino irritable (IBS) y que no hay diferencia entre los subtipos de IBS IBS-C o IBS-D para
ningun anticuerpo. El nivel de autoanticuerpos se mide mediante medicién de densidad 6ptica en un formato
de ensayo ELISA.

Virandera P. Bhalla et al. (2013) Gasteroenterology Vol 144(5) pagina s914 divulga que los anticuerpos contra
la toxina distensora citoletal B (CdtB) y los autoanticuerpos contra vinculina humana estan elevados en sujetos
con IBS.

El documento WO 2014/042828 divulga métodos para distinguir IBS de IBD en una muestra biologica usando
mediciones de densidad éptica.
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Compendio de la invencion
La invencion se expone en el conjunto de reivindicaciones adjunto.
La muestra bioldégica puede ser sangre completa, suero o plasma.

La deteccién en la muestra biolégica puede comprender el uso de un ensayo de inmunoabsorcién enzimatica
(ELISA). En diversas realizaciones, la deteccién en la muestra biolégica puede comprender el uso de
inmunohistoquimica, citometria de flujo, hibridacion fluorescente in situ (FISH), radioinmunoensayos o
purificacién por afinidad.

Los anticuerpos antivinculina pueden ser capaces de unirse especificamente a un epitopo en vinculina o SEQ
ID NO: 7.

Los anticuerpos anti-CdtB pueden ser capaces de unirse especificamente a un epitopo en CdiB de
Campylobacter jejuni o SEQ ID NO: 5.

El diagnéstico del IBS puede realizarse si el nivel de anticuerpos antivinculina es mayor que el nivel de control
establecido de anticuerpos antivinculina. En ciertas realizaciones, el diagnéstico de IBS puede realizarse si el
nivel de anticuerpos anti-CdtB es mayor que el nivel de control establecido de anticuerpos anti-CdtB. En
diversas realizaciones, el diagnéstico del IBS puede realizarse si tanto los niveles de anticuerpos antivinculina
como de anticuerpos anti-CdtB son mayores que los niveles de control establecidos de anticuerpos antivinculina
y anticuerpos anti-CdtB.

El nivel de control establecido de anticuerpos antivinculina, anticuerpos anti-CdiB o ambos puede ser una
medicion de la densidad éptica.

El nivel de control establecido de anticuerpos antivinculina, anticuerpos anti-CdiB o ambos puede ser una
medicion de la densidad éptica.

El diagnéstico del IBS puede realizarse si el nivel de anticuerpos antivinculina es mayor que el nivel de control
establecido de anticuerpos antivinculina. En ciertas realizaciones, el diagnéstico del IBS puede realizarse si el
nivel de anticuerpos anti-CdiB es mayor que el nivel de control establecido de anticuerpos anti-CdtB. En ciertas
realizaciones, el diagnostico del IBS puede realizarse si los niveles tanto de anticuerpos antivinculina como de
anticuerpos anti-CdtB son mayores que los niveles de control establecidos de anticuerpos antivinculina y
anticuerpos anti-CdtB.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada, tomada junto con los dibujos adjuntos, que ilustran, a modo de ejemplo, diversas caracteristicas de
realizaciones de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

En las figuras de referencia se ilustran realizaciones ejemplares. Se pretende que las realizaciones y figuras
divulgadas en el presente documento se consideren ilustrativas en lugar de restrictivas.

La Figura 1A representa la comparacion de la OD del anticuerpo anti-CdtB entre los grupos segun diversas
realizaciones de la presente invencion.

La Figura 1B representa la comparacion de la densidad optica (OD) para el anticuerpo anti-CdtB entre los
grupos. Los puntos representan sujetos atipicos mas alla del grafico de bigotes. Los valores cuantitativos
eran mayores en sujetos con IBS en comparacion con cualquier otro grupo (p<0,001) Los valores
cuantitativos eran mayores en sujetos con enfermedad celiaca en comparacién con controles sanos y
sujetos con IBD (p<0,001)

La Figura 2A representa la comparacion de la OD del anticuerpo antivinculina entre los grupos segun
diversas realizaciones de la presente invencion.

La Figura 2B representa la comparacion de la densidad optica (OD) para el anticuerpo antivinculina entre
los grupos. Los puntos representan sujetos atipicos mas alla del grafico de bigotes. Los valores cuantitativos
eran mayores en sujetos con IBS en comparacién con cualquier otro grupo (p<0,001)

La Figura 3A representa la curva de rendimiento diagnéstico (ROC, de inglés “receiver operator curve”) que
compara los niveles de anti-CdtB y antivinculina entre sujetos con IBS y todos los sujetos sin IBS en el
estudio segun diversas realizaciones de la presente invencion. (Anti-CdtB - linea superior; antivinculina -
Iinea inferior).
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La Figura 3B representa la curva de rendimiento diagnéstico (ROC) que compara los niveles de anti-CdtB
y antivinculina entre sujetos con IBS y sujetos con IBD en el estudio. AUC, Superficie bajo la curva; Cl,
intervalo de confianza. (Anti-CdtB - linea superior; antivinculina - linea inferior).

La Figura 3C representa la curva de rendimiento diagnoéstico (ROC) que compara los niveles de anti-CdtB
y antivinculina entre sujetos con IBS y sujetos sanos en el estudio. (Anti-CdtB - linea superior; antivinculina
- linea inferior).

La Figura 4 representa la curva de rendimiento diagnéstico (ROC) que compara los niveles de anti-CdtB y
antivinculina entre sujetos con IBS y todos los sujetos con IBD en el estudio segun diversas realizaciones
de la presente invencién. (Anti-CdtB - linea superior; antivinculina - linea inferior).

La Figura 5 representa la curva de rendimiento diagnoéstico (ROC) que compara los niveles de anti-CdtB y
antivinculina entre sujetos con IBS y celiacos. (Anti-CdtB - linea superior al principio; antivinculina - linea
inferior al principio).

La Figura 6 representa la curva de rendimiento diagnostico (ROC) que compara los niveles de anti-CdtB y
antivinculina entre sujetos con IBS y sin IBS con diarrea cronica (es decir, CD, UC y enfermedad celiaca).
(Anti-CdtB - linea superior; antivinculina - linea inferior).

La Figura 7 representa la curva de rendimiento diagnoéstico (ROC) que compara los niveles de anti-CdtB y
antivinculina entre sujetos con IBS y CD. (Anti-CdtB - linea superior; antivinculina - linea inferior).

La Figura 8 representa la curva de rendimiento diagnoéstico (ROC) que compara los niveles de anti-CdtB y
antivinculina entre sujetos con IBS y UC. (Anti-CdtB - linea superior; antivinculina - linea inferior).

Descripcion de la invencion

A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende comunmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 32 ed., Revisada, J. Wiley & Sons (Nueva
York, NY 2006); y Sambrook y Russel, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 42 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press (Cold Spring Harbor, NY 2012) proporcionan al experto en la técnica una guia general para
muchos de los términos usados en la presente solicitud. Para referencias sobre como preparar anticuerpos,
véase D. Lane, Antibodies: A Laboratory Manual 22 ed. (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor NY,
2013); Kohler y Milstein, (1976) Eur. J. Immunol. 6: 511; Queen et al. Patente de EE. UU. N® 5.585.089; y
Riechmann y col., Nature 332: 323 (1988); la Pat. EE. UU. N® 4.946.778; Bird, Science 242:423-42 (1988);
Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); Ward et al., Nature 334:544-54 (1989);
Tomlinson |. y Holliger P. (2000) Methods Enzymol, 326, 461-479; Holliger P. (2005) Nat. Biotechnol.
Sep;23(9):1126-36).

Para los fines de la presente invencion, se definen a continuacién los siguientes términos.

"Mamifero", segun se usa en el presente documento, se refiere a cualquier miembro de la clase Mammalia,
incluyendo, sin limitacién, seres humanos y primates no humanos tales como chimpancés, y otros hominidos y
especies de monos; animales de granja tales como ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras y caballos;
mamiferos domésticos tales como perros y gatos; animales de laboratorio incluyendo roedores tales como
ratones, ratas y cobayas, y similares. El término no indica una edad o sexo particular. Por tanto, se pretende
que los sujetos adultos y recién nacidos, asi como los fetos, ya sean masculinos o femeninos, estén incluidos
dentro del alcance de este término.

"Tratamiento" y "tratar", segun se usa en el presente documento, se refieren tanto al tratamiento terapéutico como
a las medidas profilacticas o preventivas (p. ej., para reducir la probabilidad de tener la afeccién o estado de
enfermedad), donde el objeto es prevenir o ralentizar (disminuir) la afeccion o trastorno patolégico elegidos incluso
si el tratamiento finalmente no tiene éxito. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen la
afeccion o el trastorno, asi como aquellos propensos a tener la afeccion o el trastorno o aquellos en los que se va
a prevenir la afeccién o el trastorno (p. €j., reduciendo la probabilidad de tener la afeccion o el trastorno).

"Anticuerpo” o "anticuerpos”, segun se usan en el presente documento, incluyen anticuerpos policlonales,
anticuerpos monoclonales, variantes de anticuerpos tales como Fv monocatenario (recombinante), anticuerpos
humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos y fragmentos inmunolégicamente activos de
anticuerpos.

"Se une especificamente”, seglin se usa en el presente documento, se refiere al acto de un anticuerpo que se

une a su antigeno y pretende excluir una union inespecifica de bajo nivel que pueda producirse entre proteinas
aleatorias. "Se une especificamente”, segun se usa en el presente documento, no pretende y no implica que el
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anticuerpo no se una a ninguna proteina distinta de las proteinas o polipéptidos que se divulgan en el presente
documento ya que los anticuerpos pueden reaccionar de manera cruzada con cualquier proteina que incluya
el epitopo pertinente.

"Significativamente mayor", segin se usa en el presente documento en relacién con las cantidades de
referencia o control, se refiere a una cantidad estadisticamente significativa mayor que la cantidad de referencia
o control.

Un modelo en animales recientemente validado de IBS posinfeccioso (PI-IBS) basado en la infeccion con
Campylobacter jejuni sugiere que la AGE precipita el PI-IBS, conduciendo a alteraciones significativas en la
colonizacién microbiana del intestino delgado. Usando este modelo, se determiné que el desarrollo de fenotipos
de tipo IBS en estos animales era dependiente de una toxina especifica, la toxina distensora citoletal B (CdtB).
Significativamente, el desarrollo de fenotipos de tipo IBS en este modelo en animales se mitigaba en ausencia
de CdtB. En una serie posterior de experimentos, los presentes inventores descubrieron que, a través de
mimetismo molecular, los anticuerpos del anfitrién contra CdtB reaccionan con la proteina del anfitrién vinculina
en el aparato neuromuscular del intestino. La presencia de anticuerpos circulantes contra CdtB y vinculina en
el modelo en animales esta asociada con el desarrollo de poblaciones microbianas intestinales alteradas y
cambios en el aparato neuromuscular intestinal, incluyendo reducciones significativas en el nimero de células
intersticiales de Cajal (ICC) en el plexo muscular profundo.

Basandose en estos nuevos mecanismos patofisioldgicos subyacentes al IBS, los presentes inventores
evaluaron la prevalencia de anticuerpos anti-CdtB y antivinculina y CdtB en una gran cohorte de pacientes con
IBS y controles sin IBS para validar biomarcadores para el IBS basandose en la deteccion de anticuerpos
circulantes contra vinculina y CdtB en seres humanos.

En el presente documento, los presentes inventores describen un biomarcador para D-IBS basado en, sin
desear limitarse a ninguna teoria especifica, un mecanismo patofisiolégico del IBS posinfeccioso y el posterior
desarrollo de autoanticuerpos contra vinculina en el anfitrién. La prueba parece especifica no solo para
diagnosticar D-IBS, sino que, en el tratamiento de diarrea cronica, puede diferenciar sujetos con D-IBS de
aquellos con IBD.

Aunque la tasa de desarrollo de IBS después de una Unica gastroenteritis aguda es de aproximadamente el
10%, los datos de movilizacion militar y el modelado matematico sugieren que el IBS-PI podria explicar una
gran parte del IBS en los EE. UU.. El PI-IBS se produce principalmente, aunque no exclusivamente, después
de infecciones bacterianas tales como Campylobacter jejuni, Salmonella, E. coli y Shigella. Una toxina
producida comunmente por los cuatro organismos es la toxina distensora citoletal, un complejo heterotrimero
de tres subunidades, CdtA, CdtB y CdtC, de las cuales CdtB es la subunidad activa.

Se ha mostrado que un modelo en animales validado desarrollado usando C. jejuni 81-176 exhibe un fenotipo
de tipo IBS. Significativamente, estas ratas exhiben cambios en la forma de las heces, sobrecrecimiento
bacteriano en el intestino delgado (SIBO) y el aumento de linfocitos intraepiteliales rectales caracteristico de
seres humanos con IBS. En este modelo, los efectos parecian deberse a cambios en la neuroanatomia
intestinal, con una reduccién notable en las células intersticiales de Cajal. Ademas, ratas infectadas con una
cepa mutante de C. jejuni que carece de CdtB exhibian un fenotipo de tipo IBS significativamente mitigado en
comparacioén con las infectadas con C. jejuni natural, sugiriendo que CdtB era importante en el desarrollo de
IBS en este modelo. A través de una serie de experimentos inmunolégicos en este modelo, se determiné que
CdtB parecia no estar actuando simplemente a través de toxicidad directa sino mas bien a través de la reaccion
cruzada de anticuerpos contra CdtB con la proteina del anfitrién vinculina. Los niveles de anticuerpos
circulantes contra CdtB y vinculina se correlacionaron con el desarrollo y los niveles de SIBO en estos animales.

La vinculina es una proteina citoplasmica de unién a actina de 117 kDa que es un componente clave tanto de
las adhesiones focales como de las uniones adherentes, que forman la conexién entre integrinas o cadherinas,
respectivamente, y el citoesqueleto de actina. Por otra parte, la vinculina parece importante en la movilidad y
contractilidad de las células neuronales y la formacién cardiaca, como se evidencia por las anomalias del tubo
neural, el miocardio y el endocardio en ratones con inactivacion de vinculina, asi como cardiomiopatia inducida
por estrés en mutantes heterocigéticos. En un estudio publicado recientemente, se ha mostrado que Cdt de
Helicobacter pullorum se dirige a la vinculina en las células epiteliales intestinales, desencadenando una
deslocalizacién atipica de vinculina desde las adherencias focales junto con una disminucién de la adherencia
celular. Otro estudio demostré que la vinculina es usada por la toxina IpA de Shigella para lograr la entrada de
células.

Basandose en las observaciones patofisiolégicas en este modelo en animales, los presentes inventores
plantearon la hipoétesis de que la exposicion a CdtB conducia a inmunidad detectable a CdtB y autoinmunidad
a vinculina basandose en mimetismo molecular. En este estudio, los presentes inventores evaluaron si los
niveles de estos anticuerpos sirven como biomarcador para el D-IBS en seres humanos por primera vez usando
un gran numero de pacientes con IBS y sin IBS. Los presentes inventores observaron que los anticuerpos
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plasmaticos contra vinculina y CdtB estaban elevados en D-IBS en comparacién con controles sanos, sujetos
con enfermedad celiaca y sujetos con IBD, de modo que los biomarcadores parecian ser capaces de distinguir
D-IBS de todo lo diferente a IBS. Basandose en los valores cuantitativos de corte ideales, la prueba tiene una
alta especificidad para identificar D-IBS en comparacién con IBD. Puesto que la tTG es una prueba robusta
para la enfermedad celiaca, en el tratamiento de la diarrea crénica, una necesidad real no satisfecha es un
biomarcador que pudiera distinguir de manera fiable el IBS de la IBD. Cabe destacar que anti-CdtB, pero no
antivinculina, también era elevado en la enfermedad celiaca. Otra necesidad no satisfecha significativa para la
enfermedad celiaca es una prueba que distinga faciimente los sintomas funcionales de la exposicién continua
al gluten. Los estudios sugieren que después de la exposicion al gluten, el IBS es la segunda causa mas comun
de enfermedad celiaca resistente al tratamiento y, por lo tanto, una prueba que pudiera distinguir entre estas
causas de sintomas seria clinicamente (til.

Basandose en estos resultados, los anticuerpos anti-CdtB y antivinculina circulantes son biomarcadores para D-
IBS y ofrecen algunas perspectivas Unicas en la patofisiologia del PI-IBS. Aunque sin desear limitarse a ninguna
teoria particular, en primer lugar, estos son biomarcadores basados en un mecanismo para el desarrollo del IBS
que puede implicar alteraciones en el sistema nervioso entérico y la movilidad intestinal. En segundo lugar,
representan la primera oportunidad de hacer que el IBS sea un diagnéstico de inclusion en lugar de un "diagnostico
de exclusion”. Puesto que no todos los sujetos con D-IBS dan positivo para estos biomarcadores, también es
posible que estos anticuerpos identifiguen un subgrupo de IBS para el que se podrian desarrollar un mecanismo
y terapias. Finalmente, sugiere que el IBS puede tener una base organica. Como biomarcador, las mediciones de
anticuerpos antivinculina y anti-CdtB podrian ayudar a identificar D-IBS sin investigacion excesiva y pueden
ayudar a dirigir las investigaciones en aquellas en las que la prueba sea negativa.

Aunque la prueba tiene una menor especificidad para identificar D-IBS en comparacién con la enfermedad
celiaca, la prueba concomitante con anti-tTG debe compensar esto.

En conclusién, este estudio valida la presencia de antivinculina y anti-CdtB como biomarcadores sanguineos
que separan el D-IBS de la IBD y los controles sanos usando un ensayo multicéntrico prospectivo a gran escala.
Los anticuerpos antivinculina y anti-CdtB también aparecen como parte de la patofisiologia del IBS
posinfeccioso y pueden identificar un subgrupo de D-IBS para terapias dirigidas. Lo mas importante es que
esto parece ser una etapa importante en la determinacion de bases organicas para el IBS

Distincion del IBS de la IBD y la enfermedad celiaca

Diversas realizaciones de la presente invencién proporcionan métodos para distinguir el IBS tanto de la IBD
como de la enfermedad celiaca cuando el IBS es D-IBS.

El método puede comprender examinar una muestra biolégica procedente de un sujeto que desea un
diagnéstico para distinguir el IBS tanto de la IBD como de la enfermedad celiaca, detectar en la muestra
biolbégica una presencia de anticuerpos antivinculina y anti-CdtB y hacer un diagnéstico de IBS si se detecta la
presencia de anticuerpos antivinculina y anti-CdiB, o hacer un diagnéstico de IBD, sospecha de IBD,
enfermedad celiaca o sospecha de enfermedad celiaca si hay ausencia de anticuerpos antivinculina y anti-
CdtB. En ciertas realizaciones, el método comprende ademas analizar en la muestra biologica la presencia o
ausencia de anticuerpos antivinculina y anti-CdtB. En ciertas realizaciones, el método comprende ademas
seleccionar un tratamiento para el IBS si se diagnostica IBS, seleccionar un tratamiento para la IBD si se
diagnostica o sospecha IBD, o seleccionar un tratamiento para la enfermedad celiaca si se diagnostica o
sospecha enfermedad celiaca.

El método puede comprender examinar una muestra biolégica procedente de un sujeto que desea un
diagnéstico para distinguir el IBS tanto de la IBD como de la enfermedad celiaca, detectar en la muestra
biolbégica un nivel de anticuerpos antivinculina y anti-CdtB, y hacer un diagnéstico del IBS si los niveles de
anticuerpos antivinculina y anti-CdtB son significativamente mayores que un nivel de control establecido. En
diversas realizaciones, los niveles de control establecidos son niveles de anticuerpos antivinculina y anti-CdtB
dentro de dos desviaciones estandar de los niveles de anticuerpos antivinculina y anti-CdtB de sujetos sanos
sin IBS, IBD, enfermedad celiaca 0 combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, el método
comprende ademas analizar los niveles en muestras biolégicas de anticuerpos antivinculina y anti-CdtB. En
ciertas realizaciones, el método comprende ademas seleccionar un tratamiento del IBS si se diagnostica IBS.

El método puede comprender examinar una muestra biolégica procedente de un sujeto que desea un
diagnostico para distinguir tanto IBS e IBD, detectar en la muestra biolégica un nivel de anticuerpos antivinculina
y anti-CdtB, y hacer un diagnéstico de IBS si el nivel de anticuerpos antivinculina y anti-CdtB es
significativamente mayor que un nivel de control establecido. En diversas realizaciones, los niveles de control
establecidos son niveles de anticuerpos antivinculina y anti-CdtB de sujetos sin IBS, IBD, enfermedad celiaca
o combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, el método comprende ademas analizar en la muestra
biolégica los niveles de anticuerpos antivinculina y anti-CdtB. En ciertas realizaciones, el método comprende
ademas seleccionar un tratamiento del IBS si se diagnostica IBS.
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El ensayo es un ensayo de inmunoabsorciéon enzimatica (ELISA), que incluye, pero no se limita a, ELISA
indirecto, ELISA de tipo sandwich, ELISA competitivo, ELISA multiple y portatil.

El ensayo comprende un primer reactivo para reaccionar con la muestra biolégica si la muestra biologica
comprende el anticuerpo antivinculina (si no estan presentes anticuerpos antivinculina, entonces el primer
reactivo no reaccionara con la muestra biolégica, pero el primer reactivo todavia esta presente en el ensayo),
un segundo reactivo (p. gj., anticuerpo secundario) para reaccionar con el anticuerpo antivinculina o un segundo
reactivo para reaccionar con el primer reactivo, y un sustrato. En diversas realizaciones, el primer reactivo es
vinculina o un fragmento de la misma. En diversas realizaciones, el segundo reactivo comprende un marcador
para producir una sefial para indicar la presencia del anticuerpo antivinculina. En diversas realizaciones, el
marcador es un radiomarcador, un croméforo, un fluoréforo, un punto cuantico, una enzima, peroxidasa de
rabano picante (HRP), una fosfatasa alcalina (AP), biotina o una combinacién de los mismos. En diversas
realizaciones, el marcador es una enzima que reaccionara con el sustrato. En diversas realizaciones, el primer
reactivo esta sobre una fase sélida (p. ej., una placa, una placa de multiples pocillos).

El ensayo comprende un primer reactivo para reaccionar con el anticuerpo antivinculina. En diversas
realizaciones, el primer reactivo comprende un marcador para producir una sefal para indicar la presencia del
anticuerpo antivinculina. En diversas realizaciones, el marcador es un radiomarcador, un croméforo, un
fluoréforo, un punto cuantico, una enzima, peroxidasa de rabano picante (HRP), una fosfatasa alcalina (AP),
biotina o0 una combinacion de los mismos. En diversas realizaciones, el reactivo esta sobre una fase sélida (p.
ej., una placa, una placa de multiples pocillos).

Seleccion de tratamientos

La presente invencion trata de un método para seleccionar un tratamiento para el D-IBS para un sujeto que lo
necesite.

Seleccionar una terapia, segln se usa en el presente documento, incluye, pero no se limita a, seleccionar,
elegir, prescribir, aconsejar, recomendar, dar instrucciones 0 asesorar al sujeto con respecto al tratamiento.

La terapia seleccionada puede comprender administrar un ciclo de terapia antibidtica para tratar el D-IBS. En
diversas realizaciones, la terapia es una terapia disponible en la técnica anterior.

En una realizacion preferida, el método comprende: detectar la presencia de anticuerpos antivinculina y
anticuerpos anti-CdtB; y seleccionar un ciclo de terapia antibiética para tratar el D-IBS.

Ejemplos de antibidticos que pueden seleccionarse para el tratamiento incluyen, pero no se limitan a,
aminoglucosidos (p. ej., amikacina, gentamicina, kanamicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina,
tobramicina, paromomicina), ansamicinas (p. €j., geldanamicina, herbimicina), carbacefems (p. ej., loracarbef),
carbapenems (p. €j., ertapenem, doripenem, imipenem, cilastatina, meropenem), cefalosporinas (p. €j., primera
generacién: cefadroxilo, cefazolina, cefalotina, cefalexina; segunda generacién: cefaclor, cefamandol,
cefoxitina, cefprozilo, cefuroxima; tercera generacién: cefixima, cefdinir, cefditoreno, cefoperazona, cefotaxima,
cefpodoxima, ceftazidima, ceftibuteno, ceftizoxima, ceftriaxona; cuarta generacién: cefepima; quinta
generacién: ceftobiprol), glucopéptidos (p. €j., teicoplanina, vancomicina), macrélidos (p. ej., azitromicina,
claritromicina, diritromicina, eritromicina, roxitromicina, troleandomicina, telitromicina, espectinomicina),
monobactamas (p. ej., aztreonam), penicilinas (p. ej., amoxicilina, ampicilina, azlocilina, carbenicilina,
cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina, mezlocilina, meticilina, nafcilina, oxacilina, penicilina, piperacilina,
ticarcilina), polipéptidos antibidticos (p. ej., bacitracina, colistina, polimixina b), quinolonas (p. €j., ciprofloxacina,
enoxacina, gatifloxacina, levofloxacina, lomefloxacina, moxifloxacina, norfloxacina, ofloxacina, trovafloxacina),
rifamicinas (p. ej., rifampina, rifabutina, rifapentina, rifaximina), sulfonamidas (p. ej., mafenida, prontosil,
sulfacetamida, sulfametizol, sulfanilamida, sulfasalazina, sulfisoxazol, trimetoprim, trimetoprim-sulfametoxazol
(cotrimoxazol, “tmp-smx”®) y tetraciclinas (p. ej., demeclociclina, doxiciclina, minociclina, oxitetraciclina,
tetraciclina), asi como arsfenamina, cloranfenicol, clindamicina, lincomicina, etambutol, fosfomicina, acido
fusidico, furazolidona, isoniazida, linezolid, metronidazol, mupirocina, nitrofurantoina, platensimicina,
pirazinamida, una combinacién de quinupristina/dalfopristina, y tinidazol, o una combinacién de los mismos.
Los antibi6ticos seleccionados pueden ser una combinacion de rifaximina y neomicina; una combinacioén de
rifaximina y doxiciclina; o una combinacién de rifaximina y metronidazol.

Los antibidticos seleccionados son preferiblemente antibidticos no absorbibles. Ejemplos de antibiéticos no
absorbibles incluyen, pero no se limitan a, rifaximina, neomicina, bacitracina, vancomicina, teicoplanina,
ramoplanina y paramomicina.

Densidad optica como medida de los niveles de anticuerpos

En ciertas realizaciones, se usa la densidad éptica (OD) para medir el nivel de anticuerpos antivinculina y/o
anticuerpos anti-CDT. Por ejemplo, la densidad éptica sirve como nivel de control establecido en diversas
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realizaciones. En ciertas realizaciones, cuando la OD de los anticuerpos antivinculina (ODv) es mayor que 1,62,
1,86 0 2,23, se determina que el sujeto tiene IBS. En diversas realizaciones, cuando la OD de los anticuerpos
antivinculina (ODv) es mayor que 1,00, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00, 2,25, 2,50, 2,75, se determina que el sujeto tiene
IBS. En ciertas realizaciones, estos numeros de OD se basan en una dilucién de la muestra biolégica de 1:32
y una concentracion de antigeno de 1,2 pg/mil.

En ciertas realizaciones, cuando la OD de los anticuerpos anti-CDT (ODcpt) es mayor que 2,48 o 2,79, se
determina que el sujeto tiene IBS. En diversas realizaciones, cuando la OD de los anticuerpos anti-CDT (ODcpr)
es mayor que 2,00, 2,25, 2,50, 2,75, 3,00, se determina que el sujeto tiene IBS. En ciertas realizaciones, estos
numeros de OD se basan en una diluciéon de la muestra bioloégica de 1:512 y una concentracién de antigeno
de 1,2 pg/mil.

En otras realizaciones, los puntos de corte de la ODv y la ODcpt pueden determinarse basandose en diferentes
diluciones de la muestra bioldgica y los antigenos y se incluyen dentro de las realizaciones de la presente
invencién.

En realizaciones adicionales, las determinaciones anteriores pueden usarse para dirigir el tratamiento para el
sujeto. En una realizacién, un sujeto con la presencia probable de IBS o una probabilidad de tener IBS puede
tratarse con una o mas terapias para el IBS.

Un experto en la técnica podra seleccionar un tratamiento disponible para el IBS basandose en el diagnostico
del IBS. Por ejemplo, antibiéticos tales como rifaximina y neomicina pueden usarse para tratar el IBS.
Particularmente, la rifaximina se puede usar para tratar el IBS con diarrea predominante, y una combinacién
de rifaximina/neomicina se puede usar para tratar el IBS con estrefiimiento predominante.

Anticuerpos antivinculina

El anticuerpo antivinculina detectado segun la invencién es un anticuerpo que se une especificamente a
vinculina.

En diversas realizaciones, el anticuerpo antivinculina es un anticuerpo que se une especificamente a un péptido
de5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos que tiene al menos un 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22
residuos contiguos de vinculina.

En otra realizacién, el anticuerpo antivinculina se une especificamente a un polipéptido que comprende 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos que tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 0 100% de homologiacon 5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos contiguos
de vinculina.

En otra realizacion, el anticuerpo antivinculina se une especificamente a un polipéptido que comprende o
consisteen 5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos contiguos de vinculina.

El anticuerpo antivinculina puede ser un anticuerpo que se une especificamente a SEQ ID NO: 7.

El anticuerpo antivinculina puede ser un anticuerpo que se une especificamente a un péptido de 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos que tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
0 100% de homologiacon 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos contiguos de
SEQ ID NO: 7.

En otra realizacién, el anticuerpo antivinculina se une especificamente a un polipéptido que comprende 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos que tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98%,
99% 0 100% de homologiacon 5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos contiguos
de SEQ ID NO: 7.

En otra realizacion, el anticuerpo antivinculina se une especificamente a un polipéptido que comprende o
consisteen 5, 6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos contiguos de SEQ ID NO:
7.

Los residuos contiguos de vinculina o SEQ ID NO: 7 incluyen aquellos que comienzan en cualquier aminoacido
y terminan en cualquier aminoacido de vinculina o SEQ ID NO: 7.

Secuencia proteica de la vinculina (SEQ ID NO: 7):
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MPVFHTRTIESILEPVAQQISHLVIMHEEGEVDGKAIPDLTAPVAAVQAAVSNLVRVG
KETVQTTEDQILKRDMPPAFIKVENACTKLVQAAQMLQSDPYSVPARDYLIDGSRGI
LSGTSDLLLTFDEAEVRKIIRVCKGILEYLTVAEVVETMEDLVTYTKNLGPGMTKMA
KMIDERQQELTHQEHRVMLVNSMNTVKELLPVLISAMKIFVTTKNSKNQGIEEALKN
RNFTVEKMSAEINEIIRVLOQLTSWDEDAWASKDTEAMKRALASIDSKLNQAKGWLR

DPSASPGDAGEQAIRQILDEAGK VGELCAGKERREILGTCKMLGOMTDQVADLRAR
GQGSSPVAMQKAQQVSQGLDVLTAK VENAARKL EAMTNSK QSIAKKIDAAQNWLA
DPNGGPEGEEQIRGALAEARKIAELCDDPKERDDILRSLGEISALTSKLADLRRQGKG
DSPEARALAKQVATALQNLQTKTNRAVANSRPAK AAVHLEGKIEQAQRWIDNPTY
DDRGVGQAAIRGLVAEGHRLANVMMGP YRQDLLAKCDRVDQLTAQLADLAARGE
GESPQARALASQLQDSLKDLKARMQEAMTQEVSDVFSDTTTPIKLLAVAATAPPDA
PNREEVFDERAANFENHSGKLGATAEKAAAVGTANKSTVEGIQASVKTARELTPQV
VSAARILLRNPGNQAAYEHFETMKNQWIDNVEKMTGL VDEAIDTKSLLDASEEAIK
KDLDKCKVAMANIQPQMLVAGATSIARRANRILLVAKREVENSEDPKFREAVKAAS
DELSKTISPMVMDAKAVAGNISDPGLOKSFLDSGYRILGAVAK VREAFQPQEPDFPPP
PPDLEQLRLTDELAPPKPPLPEGEVPPPRPPPPEEKDEEFPEQKAGEVINQPMMMAAR
QLHDEARKWSSKGNDIIAAAKRMALLMAEMSRLVRGGSGTKRALIQCAKDIAKASD
EVTRLAKEVAKQCTDKRIRTNLLQVCERIPTISTQLKILSTVKATMLGRTNISDEESEQ
ATEMLVHNAQNLMQSVKETVREAEAASIKIRTDAGFTLRWVRKTPWYQ

En diversas realizaciones, la deteccion de la presencia o ausencia del anticuerpo se realiza en una muestra
biolégica obtenida del sujeto. En otra realizacién, la deteccién de la presencia o ausencia del anticuerpo se
realiza en una muestra de sangre, suero o heces obtenida del sujeto. Un experto en la técnica apreciara
facilmente métodos y sistemas que pueden usarse para detectar la presencia o ausencia de un anticuerpo que
se une especificamente a vinculina, SEQ ID NO: 7, o un fragmento de la misma. Estos métodos y sistemas
incluyen, pero no se limitan a, ELISA, inmunohistoquimica, citometria de flujo, hibridacién fluorescente in situ
(FISH), radicinmunoanalisis y purificacion por afinidad.

En diversas realizaciones, la vinculina, SEQ ID NO: 7, o un fragmento de la misma (como se ha descrito
anteriormente) se usa como sustrato o reactivo (p. ej., colector, trampa) para unirse a anticuerpos antivinculina
(si estan presentes).

En ciertas realizaciones, la deteccién de la presencia o ausencia de un anticuerpo que se une especificamente
a vinculina, SEQ ID NO: 7, o un fragmento de la misma puede realizarse poniendo en contacto vinculina, SEQ
ID NO: 7, o un fragmento de la misma con una muestra bioloégica obtenida del sujeto para aislar el anticuerpo
que se une especificamente a vinculina, SEQ ID NO: 7, o un fragmento de la misma, donde el aislamiento del
anticuerpo que se une especificamente a vinculina, SEQ ID NO: 7, o un fragmento de la misma indica la
presencia del anticuerpo y la falta de aislamiento del anticuerpo que se une especificamente a vinculina, SEQ
ID NO: 7, o un fragmento de la misma indica la falta del anticuerpo. En diversas realizaciones, el fragmento de
vinculina o SEQ ID NO: 7 pueden ser los fragmentos que se describen en el presente documento. Como
ejemplo, una matriz de afinidad que comprende vinculina, SEQ ID NO: 7, o un fragmento de la misma puede
unirse a un soporte sélido; la muestra biolégica puede ponerse en contacto con la matriz de afinidad para
producir un complejo de matriz de afinidad-anticuerpo (si el anticuerpo esta presente); el complejo de matriz de
afinidad-anticuerpo puede separarse del residuo de la muestra bioldgica; y el anticuerpo puede liberarse de la
matriz de afinidad. En otro ejemplo, un marcador (p. ej., un marcador fluorescente) puede colocarse sobre
vinculina, SEQ ID NO: 7, o un fragmento de la misma; la vinculina, SEQ ID NO: 7, marcada o un fragmento de
la misma marcado puede ponerse en contacto con una muestra biolégica para permitir que el anticuerpo (si
esta presente) se una especificamente a la vinculina, SEQ ID NO: 7, marcada o un fragmento de la misma
marcado. En diversas realizaciones, la vinculina, SEQ ID NO: 7, marcada o un fragmento de la misma marcado
puede separarse y analizarse su union al anticuerpo.
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Anticuerpos anti-CdtB

El anticuerpo anti-CdtB usado segln la invencién es un anticuerpo que se une especificamente a la subunidad
CdtB de CDT. Un ejemplo de una secuencia de aminoacidos de CdtB es la toxina distensora citoletal B de
Campylobacter jejuni, que tiene la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 5). Otro ejemplo de una secuencia
de aminoacidos de CdtB es la toxina distensora citoletal B de Campylobacter coli, que tiene la secuencia de
aminoacidos (SEQ ID NO: 1) y la secuencia de acido nucleico (SEQ ID NO: 2).

SEQ ID NO: 5:
MKKIICLFLSFNLAFANLENFNVGTWNLQGSSAATESKWSVSVRQLVSGANPLDILM
IQEAGTLPRTATPTGRHVQQGGTPIDEYEWNLGTLSRPDRVFIYYSRVDVGANRVNL
AIVSRMQAEEVIVLPPPTTVSRPIUGIRNGNDAFFNIHALANGGTDVGAIITAVDAHFA
NMPQVYVNWMIAGDFNRDPSTITSTYDRELANRIRVVFPTSATQASGGTLDYAITGNSN
ROQQTYTPPLLAAILMLASLRSHIVSDHFPVNFRKF

SEQ ID NO: 1:

MKKIVFLILSENVLFAALENYNTGTWNLQGSSAATESKWNVSIRQLITGANPMDVLA
VOEAGVLPSTAMMTPROQVQPVGVGIPTHEYIWNLGSVSRPSSVYTY YSRVDVGANRY
NLAIVSRVQADEVFVLPPPTVASRPIIGIRIGNDAFFNIHALASGGNDAGAIVAAVDMEF
FRNRPDINWMILGDEFNRESGALVTLLDPDLRARTRVVVPPSSTQTSGRTIDYAITGNS

NTAALYNPPPIVAILALEGLRTFLASDHFPVNFRRP

SEQ ID NO: 2:

atgaaaaaaa tagtattitt gattttaagt titaatgtat tatttgccge tttagaaaat 60
tacaacaccg gaacttggaa tttgcaaggc tcatcagetg caactgaaag caaatggaat 120
gttagtataa gacaactcat aaccggtgea aatcctatgg atgttttage tgticaagaa 180
gegeooottt tacctagtac agetatgatg actectagac aggtacaace cgtgggegte 240
gotattceta tacatgaata catatggaat ttaggctctg tatcaagace tagetctgtt 300
tatatatatt attctagagt ggatgtagga geaaategtg tgaatttage tatcgttage 360
agagtecaag cggatgaagt tittgtitta coccctecaa cagtigette aagacctatt 420
ataggcatac geataggeaa tgatgetttt ttcaatatac acgetetage aagtggggea 480
aatgacgcag gagecattet cgctgctgty gatatgtitt ttagaaatag acctgatatt 540
aattggatga ttttagecea ttttaataga gaatcaggeg ccttagtaac cttgctagat 600

cctgacttaa gagecacgeac tegegtagtt gttcecgectt cttctacgea aacaagtgga 660
agaacgatte attatgctat cactggaaat tccaacactg cagetttata caacccacca 720

ccgatagtte cgattttage tttagaagga ttaagaacct ttttggctte agatcatttt 780

cctgtaaatt ttagaagacc (tag 804

Se prefiere que el anticuerpo se una especificamente a SEQ ID NO: 5 (CdtB de C. jejuni}.). En diversas
realizaciones, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a una secuencia de
aminoacidos al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a SEQ ID NO: 5.

En otra realizacién, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a SEQ ID NO: 1 (CdiB
de C. coli). En diversas realizaciones, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a una
secuencia de aminoacidos al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a SEQ ID NO: 1.

En otra realizacion, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un péptido de 17
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residuos de CdtB (p. €j., 17 residuos de SEQ. ID NO: 1 0 5). En una realizacion, el péptido de 17 residuos tiene
la siguiente secuencia: LDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO: 3).

En otras realizaciones, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un péptido de
17 residuos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de homologia con 17
residuos contiguos de CdtB (p. €j., 17 residuos contiguos de SEQ. ID NO: 1 o 5). En una realizacion, los 17
residuos de CdtB tienen la siguiente secuencia: LDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO: 3).

En otras realizaciones, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido
que comprende 17 residuos que tienen al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de
homologia con 17 residuos contiguos de CdtB (p. gj., 17 residuos de SEQ. ID NO: 1 o 5). En una realizacién,
los 17 residuos contiguos de CdtB tienen la siguiente secuencia: LDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO: 3).

En otra realizacion, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un péptido de 18
residuos que tiene la siguiente secuencia: CLDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO 4). La cisteina en el extremo
N se afiadié a SEQ ID NO: 3 con fines de conjugacion.

En otras realizaciones, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido
que comprende 18 residuos que tienen al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
homologia con CLDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO: 4).

En otra realizacion, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un péptido de 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o 100% de homologia con 5, 6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16,17, 18, 19, 20, 21 0 22
residuos contiguos de CdtB (p. €j., 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos
contiguos de SEQ ID NO: 1 o 5). En otra realizacién, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une
especificamente a un polipéptido que comprende 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0
22 residuos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de homologia con 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o0 22 residuos contiguos de CdtB (p. €j., 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 0 22 residuos contiguos de SEQ ID NO: 1 0 5). Los residuos contiguos
de SEQ ID NO: 1 incluyen los que comienzan en cualquier aminoacido y terminan en cualquier aminoacido de
SEQ ID NO: 1. Los residuos contiguos de SEQ ID NO: 5 incluyen los que comienzan en cualquier aminoacido
y terminan en cualquier aminoacido de SEQ ID NO: 5.

En otra realizacion, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un péptido de 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16 o0 17 residuos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100% de homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o 17 residuos contiguos de
LDYAITGNSNRQQTYTP (SEQ ID NO: 3) (p. €j., 5,6, 7,8, 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 0 17 residuos contiguos
de SEQ ID NO: 3). En otra realizacion, el anticuerpo purificado se une especificamente a un polipéptido que
comprende 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 0 17 residuos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o el 100% de homologia con 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 o0 17 residuos
contiguos de SEQ ID NO: 3 (p. gj., 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 0 17 residuos contiguos de SEQ ID
NO: 3). Los residuos contiguos de SEQ ID NO: 3 incluyen los que comienzan en cualquier aminoacido y
terminan en cualquier aminoacido de SEQ ID NO: 3.

En otra realizacion, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un péptido de 17
residuos codificado por la secuencia génica de CdtB. En realizaciones particulares, el anticuerpo anti-CdiB es
un anticuerpo que se une especificamente a un péptido de 17 residuos codificado por SEQ ID NO: 2. En
diversas realizaciones, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un péptido de
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o 22 residuos codificado por SEQ ID NO: 2. En diversas realizaciones, el
anticuerpo purificado se une especificamente a un péptido de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 o0 22 residuos que
tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de homologia con 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21 o 22 residuos contiguos codificados por SEQ ID NO: 2. En diversas realizaciones, el anticuerpo anti-
CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido que comprende 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21 0 22 residuos que tienen al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de homologia con
14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21 o0 22 residuos contiguos codificados por SEQ ID NO: 2.

En otra realizacién, el anticuerpo anti-CdiB es un anticuerpo que se une especificamente a un péptido
codificado por la secuencia de acido nucleico que tiene la siguiente  secuencia:
CTTGATTATGCAATTACAGGAAATTCAAATAGACAACAAACCTATACTCCA (SEQ ID NO: 6), que codifica el
péptido de 17 aminoacidos de SEQ ID NO: 3. En otra realizacion, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que
se une especificamente a un polipéptido que comprende un péptido codificado por SEQ ID NO: 6.

En otra realizacion, el anticuerpo anti-CdtB es un anticuerpo que se une especificamente a CdtB purificada a

partir de E. coli que sobreexpresa un ORF de CdtB de longitud casi completa. (Véase Infection and Immunity,
diciembre de 2000, pag. 6535-6541, Vol. 68, N2 12, incorporado en su totalidad como referencia como si se
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expusiera completamente).

En diversas realizaciones, cuando se determina la presencia o el nivel de anticuerpos antivinculina, la proteina
vinculina o un fragmento de la misma segun se describe en el presente documento se usa como antigeno a
una concentracion de aproximadamente 1,2 ug/ml. En otras realizaciones, la concentracién puede ser una
concentracion de aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,3,1,4,1,5, 1,6, 1,7, 1,8,
1,9 0 2,0 yg/ml. En diversas realizaciones, se usa una diluciéon de aproximadamente 1:32 de la muestra
biolégica (p. ej., plasma) en la determinacion de la presencia o el nivel de anticuerpos antivinculina. En otras
realizaciones, se usa una dilucién de aproximadamente 1:8, 1:10, 1:12; 1:16, 1:20, 1:24, 1:30, 1:36, 1:48 0 1:64
de la muestra bioloégica (p. ej., plasma) en la determinaciéon de la presencia o el nivel de anticuerpos
antivinculina. En otras realizaciones, se usa una dilucion de aproximadamente 1:8 a 1:64 de la muestra
biolégica (p. gj., plasma) en la determinacién de la presencia o el nivel de anticuerpos antivinculina.

En diversas realizaciones, cuando se determina la presencia o el nivel de anticuerpos anti-CdtB, la proteina
CdtB o un fragmento de la misma segun se describe en el presente documento se usa como antigeno a una
concentracion de aproximadamente 1,2 pg/ml. En otras realizaciones, la concentracién puede ser una
concentracion de aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,0,7,0,8,0,9, 1,0, 1,1, 1,3, 1,4,1,5,1,6,1,7,1,8,1,9
0 2,0 ug/ml. En diversas realizaciones, se usa una dilucion 1:512 de la muestra biolégica (p. €j., plasma) en la
determinacion de la presencia o el nivel de anticuerpos anti-CdtB. En otras realizaciones, se usa una dilucion de
aproximadamente 1:128, 1:256, 1:768 o 1:1024 de la muestra biolégica (p. €j., plasma) en la determinacion de la
presencia o el nivel de anticuerpos anti-CdtB. En otras realizaciones, se usa una dilucién de aproximadamente
1:100, 1:150, 1:200, 1:250, 1:300, 1:350, 1:400, 1:500, 1:550; 1:600, 1:650, 1:700, 1:750, 1:800, 1:850, 1:900,
1:950 o0 1:1000 de la muestra biolégica (p. €j., plasma) en la determinacién de la presencia o el nivel de anticuerpos
anti-CdtB. En otras realizaciones, se usa una dilucién de aproximadamente 1:100 - 1:1000 de la muestra biolégica
(p. €j., plasma) en la determinacion de la presencia o el nivel de anticuerpos anti-CdtB.

Los antigenos se inmovilizan durante aproximadamente 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 horas
(p- €j., durante la noche, >16 horas) a aproximadamente 4°C en placas de alta capacidad de unién (p. €j.,
placas de 96 pocillos) en soluciéon salina tamponada con borato (BBS) a un pH de 8,2. Los pocillos,
alternamente, se revisten con antigeno o se dejan sin revestir en BBS para permitir la determinacion de la unién
inespecifica de plasma. Los pocillos se bloguean con seroalblimina bovina aproximadamente al 3% en 1xPBS
durante aproximadamente 1 hora a aproximadamente temperatura ambiente. Los pocillos revestidos y no
revestidos se incuban a continuacion con una dilucién 1:512 de plasma para CdtB y una dilucion 1:32 de plasma
para vinculina durante aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos contra CdiB y
vinculina se usan como controles positivos. Esto fue seguido por aproximadamente 1 hora de incubacién con
anticuerpos secundarios conjugados a HRP. Cada etapa es seguida por una serie de lavados usando PBS-
Tween 20 al 0,05%. Finalmente, se usa una solucién de sustrato de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) para la
visualizacion y se lee inmediatamente en un lector de placas (p. ej., BioTek Synergy HT; Winooski, VT). Las
densidades opticas (OD) se leen durante aproximadamente 90 minutos a 370 nm y se usan para comparar los
niveles de anti-CdtB o antivinculina. Se usaron valores de OD brutos para el analisis de datos.

Tipos de IBS

El IBS puede presentarse como IBS con estrefiimiento predominante (C-IBS), IBS con diarrea predominante
(D-1BS), IBS alternante (A-IBS) (méas recientemente renombrado mixto (M-IBS)), o sindrome del intestino
irritable posinfeccioso (PI-IBS).

Ejemplos de sintomas de IBS incluyen, pero no se limitan a diarrea, estrefiimiento, tensién abdominal y dolor
abdominal.

Muestras bioldgicas

Ejemplos de muestras biolégicas incluyen, pero no se limitan a, liquidos corporales, sangre completa, plasma,
heces, liquidos o aspirados intestinales y liquidos o aspirados estomacales, suero, liquido cefalorraquideo
(LCR), orina, sudor, saliva, lagrimas, secreciones pulmonares, aspirado mamario, liquido prostatico, liquido
seminal, raspado cervicouterino, liquido amniético, liquido intraocular, moco y humedad en el aliento. En
realizaciones particulares del método, la muestra biolégica puede ser sangre completa, plasma sanguineo,
suero sanguineo, heces, liquido o aspirado intestinal o liquido o aspirado estomacal. En diversas realizaciones,
la muestra biolégica puede ser sangre completa. En diversas realizaciones, la muestra biolégica puede ser
suero. En diversas realizaciones, la muestra biolégica puede ser plasma.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor la invencion reivindicada y no deben interpretarse

como limitativos del alcance de la invencién. En la medida en que se mencionen materiales especificos, es
meramente con fines ilustrativos y no pretende limitar la invencién. Un experto en la técnica puede desarrollar
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medios o reaccionantes equivalentes sin el ejercicio de la capacidad de invencién y sin apartarse del alcance
de la invencion.

Ejemplo 1 - Materiales y métodos
Grupos de sujetos

Para la validacién de este marcador sérico, se incorporaron sujetos de un ensayo terapéutico controlado
aleatorizado a gran escala de 180 centros en IBS con diarrea predominante (D-IBS) (DIANA 3). Los sujetos
con D-IBS se seleccionaron basandose en la presencia de los Criterios de Roma lll. Se incorporaron 6 controles
sanos del Cedars-Sinai Medical Center y del Beth Israel Deaconess Medical Center. Todos los controles sanos
se cribaron con respecto a antecedentes de enfermedad gastrointestinal y a sintomas gastrointestinales activos
basandose en los antecedentes y la finalizacién de un cuestionario de sintomas intestinales. Se incorporaron
sujetos con enteropatia inflamatoria (IBD) y enfermedad celiaca basandose en la presencia de dolencias
intestinales y la confirmacion histolégica de cambios inflamatorios crénicos en el colon o el intestino delgado
coherentes con enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa (UC) o enfermedad celiaca.

Los sujetos eran excluidos del estudio si tenian antecedentes de diabetes, VIH, enfermedad tiroidea inestable
y uso crénico de narcoticos. Para sujetos con IBS y controles sanos, también era un criterio de exclusién la
cirugia intestinal (excluyendo la colecistectomia o apendectomia).

Datos de los pacientes

Se obtuvieron los datos demograficos de los pacientes para todos los sujetos incluyendo edad y género. En el
caso de la IBD, el tipo de enfermedad (UC o enfermedad de Crohn).

Recogida de plasma

Se recogi6 plasma de todos los sujetos. Este se recogié mediante venopuncién en un tubo de tap6én violeta, se
centrifugdé a 3500 rpm durante 15 minutos y a continuacién se almacené congelado a -80°C hasta el momento
de la prueba. En el caso de los sujetos con D-IBS del OBJETIVO 3, el plasma se recogi6 antes del tratamiento
en el ensayo.

Ensayo ELISA

Se realizaron ELISA usando bien una proteina de CdtB de Campylobacter recombinante completa (Creative
Biomart, Shirley, NY) o bien la proteina vinculina de longitud completa (Novoprotein, Short Hills, NJ) como
antigenos a una concentracién de 1,2 ug/ml. Los antigenos se inmovilizaron durante la noche a 4°C sobre
placas de 96 pocillos de alta capacidad de unién (Grenier Bio-One, Monroe, NC) en solucién salina tamponada
con borato (BBS) (Medicago, Uppsala, Suecia) a un pH de 8,2. Los pocillos, alternamente, se revistieron con
antigeno o se dejaron sin revestir en BBS para permitir la determinacion de la unién inespecifica del plasma.
Los pocillos se bloquearon con seroalblimina bovina al 3% en 1xPBS durante 1 hora a temperatura ambiente.
Los pocillos revestidos y no revestidos se incubaron a continuacion con una dilucién 1:512 de plasma para
CdtB y una diluciéon 1:32 de plasma para vinculina durante 1 hora a temperatura ambiente. Se usaron
anticuerpos contra CdtB y vinculina como controles positivos. Esto fue seguido por una incubacién de 1 hora
con anticuerpos secundarios conjugados a HRP (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Cada etapa fue
seguida por una serie de lavados usando PBS-Tween 20 al 0,05%. Finalmente, se us una solucién de sustrato
de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) (Pierce, Rockford, IL) para la visualizacién y se leyd inmediatamente en
un lector de placas BioTek Synergy HT (Winooski, VT). Las densidades 6pticas (OD) se leyeron durante 90
minutos a 370 nm y se usaron para comparar los niveles de anti-CdtB o antivinculina. Se usaron valores de OD
brutos para el analisis de datos.

Analisis estadistico (datos sin pacientes celiacos)

Los datos se expresaron como media + error estandar (SE) e intervalos de confianza (Cl) del 95% exactos. Se
realizaron comparaciones de multiples grupos usando analisis unidireccional de varianza (ANOVA) después
de confirmar la igualdad de varianzas mediante la prueba de Bartlett. La normalidad de la distribuciéon de datos
se evalud usando histogramas con curvas solapadas de densidad de Kernel y de distribuciones normales. La
distribucién de antivinculina y anti-CdtB se normalizé después de que los valores se transformaran en raices
cuadradas y cuadrados respectivamente. Se usé la prueba de la t de Student para comparaciones de variables
distribuidas normalmente entre dos grupos. Se usé la prueba de la x? de Pearson para la comparacion de los
datos categéricos. Se construyeron curvas de rendimiento diagnéstico (ROC) usando metodologia no
paramétrica. Los intervalos de confianza para las superficies bajo las curvas (AUC) se calcularon usando el
método de Delong. Se calcularon la sensibilidad, especificidad y razén de probabilidad de cada valor
independiente de antivinculina y anti-CdtB hasta una precisién de 0,01 OD y se evaluaron para capturar los
valores de corte. Un valor de P de <0,05 se consideraba significativo. El analisis se realiz6 usando STATA
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versién 11.2 (STATA Corp., Texas, EE. UU. de A.)
Analisis estadistico (datos con pacientes celiacos)

Las variables numéricas se resumieron por la media + desviacion estandar. La normalidad de las distribuciones
de datos se evalué usando histogramas con curvas solapadas de densidad de Kernel y distribuciones normales.
La distribucién de antivinculina se normalizé mediante una transformacién de raiz cuadrada. La homogeneidad
de la varianza se evalué mediante el ensayo de Bartlett.

Se usé la prueba de la t de Student para comparaciones de variables distribuidas normalmente entre dos
grupos. Las variables distribuidas normalmente se compararon entre mas de dos grupos mediante ANOVA
unidireccional y pruebas a posteriori de Dunnett con IBS como grupo de referencia. Las variables categoéricas
se resumieron por frecuencia y porcentaje. Se uso la prueba de la x* de Pearson para la comparacion de los
datos categéricos. Se construyeron curvas de rendimiento diagnéstico (ROC) de manera estandar. Los
intervalos de confianza para las superficies bajo las curvas (AUC) se computaron usando el método de DelLong
et al. 21. Se calcularon la sensibilidad, especificidad y razén de probabilidad de antivinculina y anti-CdtB hasta
una precision de 0,01 OD y se evaluaron para obtener los valores de corte favorables. Se usé en todo momento
el nivel de significacién de 0,05. El analisis estadistico se realizo usando STATA versién 11.2 (STATA Corp.,
Texas, EE. UU. de A.) y SAS version 9.3 (SAS Institute, Cary, Carolina del Norte, EE. UU. de A.).

Ejemplo 1 - Resultados

Datos demogréficos de los pacientes (sin analisis relativo a pacientes celiacos)

En total, se incorporaron 2767 sujetos (Tabla 1A). Esto incluia 2564 sujetos con D-IBS, 43 sujetos sanos, 10
sujetos celiacos y 150 con IBD (n = 78 con enfermedad de Crohn, 72 con colitis ulcerosa (UC)). Habia
significativamente mas mujeres en las cohortes de voluntarios sanos, con IBS y enfermedad celiaca en
comparacioén con la cohorte de IBD (P=0,01). Los sujetos con IBS tenian un promedio de 6,7 afios mas que los
sujetos sin IBS (P<0,01). La edad no era significativamente diferente entre los otros grupos.

Tabla 1A: Datos demograficos de los pacientes.

Numero de sujetos Edad v
Controlessanos ................................... —————— : 60199 ......................................................................
IBS ............................................................. T 641136 ....................................................................
CD s 181131 ...................................................
—————— i 021129 ....................................................................
IBD(UC+CD) ......................................... s 101130 ....................................................................

'Enfermedad celiaca : 135,6+10,3 : :

Datos demograficos de los pacientes (con analisis relativo a pacientes celiacos)

En total, se incorporaron 2681 sujetos (Tabla 1B). Esto incluia 2375 sujetos con D-IBS, 43 sujetos sanos, 121
sujetos celiacos y 142 con IBD (n=73 con enfermedad de Crohn, n=69 con colitis ulcerosa). Los sujetos con
IBS tenian un promedio de 3,9 afios mas que los grupos sin IBS (p<0,001). No habia diferencias en la
distribucién por sexos de los sujetos con IBS y sin IBS; sin embargo, el porcentaje de mujeres era mayor en
los controles sanos, los grupos con IBS y enfermedad celiaca en comparacién con el grupo con IBD (P<0,001).

Tabla 1B: Datos demograficos de los pacientes.

:Numero de sujetos dad (intervalo) % de mujeres ‘
Fo—— 43 .................................................. | e 674 ....................................
D-IBS 12375 144,4%12,2 (18-65) 67,6
cD 73 140,6+11,3 (18-65) 56,2
uc 169 141,2+12,2 (19-63) §55,1
IBD (UC+CD) 1142 140,9+11,7 (18-65) 55,6
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...............................................................................................................................................................................................................................

iNumero de sujetos {% de mujeres

Enfermedad celiaca 1121 376

Comparaciones por ELISA entre grupos (sin pacientes celiacos)

Los niveles de anti-CdtB en sujetos con IBS eran significativamente mayores que en todos los sujetos sin IBS
(2,54 £ 0,01 (Cl del 95% 2,52-2,57) en comparacion con 1,68 £ 0,05 (Cl del 95% 1,58-1,79)) (P<0,001) (Figura
1A). No habia diferencias significativas en los niveles de anti-CdtB entre sujetos sin IBS (prueba de la F P=0,25).

Los niveles de antivinculina eran significativamente mayores en sujetos con IBS en comparacién con todos los
sujetos sin IBS (1,3334+0,02 (Cl del 95% 1,30-1,37) en comparacion con 1,01 + 0,06 (Cl del 95% 0,89-1,12))
(P<0,001) (Figura 2A). Las diferencias en los niveles de antivinculina entre sujetos sin IBS no eran
estadisticamente significativas (prueba de la F P=0,08).

Comparaciones por ELISA entre grupos (con pacientes celiacos)

Usando los niveles de densidad éptica, los niveles de anticuerpos anti-CdtB en sujetos con D-IBS (2,53 + 0,69)
eran significativamente mayores que en sujetos sanos (1,81£0,73), enfermedad de Crohn (1,72+0,81), colitis
ulcerosa (1,54 + 0,68) y enfermedad celiaca (2,23 + 0,70) (P<0,001) (Figura 1B). No habia diferencias en los
niveles de anti-CdtB entre sujetos sanos y sujetos con IBD (p=0,23); sin embargo, los sujetos con enfermedad
celiaca tenian niveles de anti-CdtB mayores que todos los demas grupos sin IBS (p<0,001).

Los niveles de antivinculina también eran significativamente mayores en sujetos con D-IBS (1,34 + 0,85) en
comparacién con sujetos sanos (0,81+0,59), enfermedad de Crohn (1,05+0,91), colitis ulcerosa (0,96 + 0,77) y
enfermedad celiaca (1,07 + 0,98) (P < 0,0001) (Figura 1B). Las diferencias en los niveles de antivinculina entre
sujetos sin IBS no eran estadisticamente significativas.

Analisis de sensibilidad y especificidad (sin pacientes celiacos)

Se usaron curvas de rendimiento diagnostico (ROC) para evaluar la utilidad de los niveles de antivinculina y
anti-CdtB en la diferenciacion de sujetos con IBS de sujetos sin IBS, individuos con IBD y sanos. Las Figuras
3A y 4 muestran las curvas ROC para estas dos pruebas cuando se comparan sujetos con IBS con todos los
sujetos sin IBS y con sujetos con IBD, respectivamente. La prueba anti-CdtB funcionaba mejor que la
antivinculina y parecia discriminar igualmente el IBS de todos los sujetos sin IBS y del grupo con IBD solo. En
el analisis de subgrupos, parecia no haber diferencia basada en el tipo de IBD (datos no mostrados). La curva
ROC tanto para anti-CdtB como para antivinculina muestra que el D-IBS puede discriminarse de sujetos sanos
basandose en esta prueba.

Los niveles de densidad o6ptica (OD) para cada prueba se usaron a continuaciéon para determinar el umbral
ideal para la identificacion de D-IBS. Las Tablas 2A y 3A muestran algunos umbrales potenciales de densidad
optica para la identificacion del IBS basandose en la sensibilidad, especificidad y razén de probabilidad. Para
D-IBS, es mas deseable una mayor especificidad incluso cuando se asocia con una menor sensibilidad. En el
D-IBS, una prueba ideal diagnosticaria definitivamente el I1BS, reduciendo asi la necesidad de pruebas
invasivas. Por lo tanto, la especificidad y la razén de probabilidad se consideraron méas importantes. Basandose
en las curvas ROC, el nivel ideal para anti-CdtB parecia ser un nivel de = 2,48 y para antivinculina el nivel
optimo era de = 1,62, lo que parece optimizar la especificidad con efectos relativamente limitados sobre la
sensibilidad.

Tabla 2A: Valores de corte favorables de anti-CdtB para el diagndstico del IBS sobre otras causas

oD :% de especificidad 1% de sensibilidad ‘
2248 1847 60,7 '
§>2 79 91,1 444
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Tabla 3A: Valores de corte favorables de antivinculina para el diagndstico del IBS sobre otras causas

oD % de especificidad % de sensibilidad +LR  -LR
2162 823 35,0 20 078
2186 867 26,5 20 08
2223 192 15,7 20 09

EOD - densidad 6ptica, +LR - raz6n de probabilidad positiva, -LR - razén de probabilidad negativa |

Analisis de sensibilidad y especificidad (con pacientes celiacos)

Se uso el rendimiento diagnostico (ROC) para evaluar la utilidad de los niveles de antivinculina y anti-CdtB en
la diferenciacién de sujetos con D-IBS de sujetos con IBD. La Figura 3B muestra las curvas ROC para estas
dos pruebas cuando se comparan sujetos con D-IBS con sujetos con IBD. Aunque ambas pruebas eran
eficaces para discriminar sujetos con D-IBS del grupo con IBD, la superficie bajo la curva (AUC) para el
diagnoéstico de D-IBS frente a IBD era mayor para anti-CdtB que para antivinculina (0,81 y 0,62,
respectivamente). En el analisis de subgrupos, parecia no haber diferencia basada en el tipo de IBD (datos no
mostrados). Las curvas ROC para D-IBS en comparacion con sujetos sin IBS, celiacos y controles sanos
también eran discriminatorias.

Los niveles de densidad optica (OD) para cada prueba se usaron a continuacion para determinar el umbral
ideal para la identificacion de D-IBS en comparacion con IBD. Las Tablas 2B y 3B muestran algunos umbrales
potenciales de densidad 6ptica para la identificacion de D-IBS basandose en la sensibilidad, especificidad y
razén de probabilidad. Una prueba ideal diagnosticaria definitivamente el IBS, reduciendo asi la necesidad de
pruebas invasivas. Por lo tanto, los presentes inventores se centraron en la especificidad y la razén de
probabilidad positiva. Basandose en esto, el umbral ideal para anti-CdtB para identificar D-IBS parecia ser 2
2,80, mientras que para antivinculina el umbral éptimo parecia ser = 1,68.

Tabla 2B: Valores de corte favorables para anti-CdtB para el diagnéstico de D-1BS sobre IBD

EOD % de especificidad % de sensibilidad +LR  i-LR
2249 1859 60,0 43 105
2280 916 43,7 52 06
2304 1958 28,3 67 07

EOD - densidad 6ptica, +LR - raz6n de probabilidad positiva, -LR - razén de probabilidad negativa |

Tabla 3B: Valores de corte favorables para antivinculina para el diagndstico de D-IBS sobre IBD

oD :% de especificidad 1% de sensibilidad +LR <R
2153 1803 37,8 19 08
2168 1838 132,6 20 08
2180 845 28,9 1.8 08

EOD - densidad éptica, +LR - razén de probabilidad positiva, -LR - razén de probabilidad negativa

Efecto del sexo sobre el biomarcador (sin pacientes celiacos)

Los niveles de anti-CdtB y antivinculina también se compararon en mujeres solamente y en hombres solamente.
A pesar de las diferencias de sexo entre sujetos con D-IBS y grupos de control, ambos biomarcadores podrian
usarse para identificar con éxito D-IBS tanto en hombres como en mujeres.

Los encabezamientos usados en el presente documento son simplemente para organizacién y no pretenden
limitar la divulgacion de ninguna manera. El contenido de cualquier seccién individual puede ser igualmente
aplicable a todas las secciones.

Diversas realizaciones de la invencion se han descrito anteriormente en la Descripcion detallada. Aunque estas
descripciones describen directamente las realizaciones anteriores, se entiende que los expertos en la técnica
pueden concebir modificaciones y/o variaciones a las realizaciones especificas mostradas y descritas en el
presente documento. Se pretende que cualquiera de estas modificaciones o variaciones que se encuentre
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dentro de la esfera de esta descripcion también esté incluida en la misma. A menos que se indique
especificamente, la intencidon de los inventores es que a las palabras y expresiones en la memoria descriptiva
y las reivindicaciones se les den los significados habituales y acostumbrados para los expertos en la técnica o
las técnicas aplicables.

La descripcion anterior de diversas realizaciones de la invencion conocidas por el solicitante en este momento
de presentacion de la solicitud se ha presentado y estd destinada a fines de ilustracion y descripcién. La
presente descripcion no pretende ser exhaustiva ni limitar la invencién a la forma precisa divulgada y son
posibles muchas modificaciones y variaciones a la luz de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones
descritas sirven para explicar los principios de la invencién y su aplicacién practica y para permitir que otros
expertos en la técnica utilicen la invenciéon en diversas realizaciones y con diversas modificaciones que sean
adecuadas para el uso particular contemplado. Por lo tanto, se pretende que la invencién no esté limitada a las
realizaciones particulares divulgadas para llevar a cabo la invencion.

Los expertos en la técnica entenderan que, en general, los términos usados en el presente documento se
entienden generalmente como términos "abiertos” (p. €j., el término "que incluye" debe interpretarse como "que
incluye, pero no se limita a", el término "que tiene" debe interpretarse como "que tiene al menos", el término
"incluye” debe interpretarse como "incluye pero no se limita a", etc.).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para distinguir el sindrome del intestino irritable predominante en diarrea (D-IBS) tanto de la
enteropatia inflamatoria (IBD) como de la enfermedad celiaca, que comprende:

examinar una muestra biolégica que se ha obtenido de un sujeto que desea un diagnéstico para distinguir
el D-IBS tanto de la IBD como de la enfermedad celiaca;

detectar en la muestra biolégica niveles de anticuerpos antivinculina y anti-toxina distensora citoletal B
(CdtB); y

realizar un diagnéstico de D-IBS si el nivel de anticuerpos antivinculina es significativamente mayor que un
nivel de control de anticuerpos antivinculina procedente de individuos sanos, el nivel de anticuerpos anti-
CdtB es significativamente mayor que un nivel de control de anticuerpos anti-CdtB procedente de individuos
sanos, o tanto los niveles de anticuerpos antivinculina como de anticuerpos anti-CdtB son significativamente
mayores que el nivel de control de anticuerpos antivinculina y anticuerpos anti-CdtB procedente de
individuos sanos.

2. El método segun la reivindicacién 1, donde el diagnostico de D-IBS se realiza si el nivel de anticuerpos
antivinculina es significativamente mayor que el nivel de control de anticuerpos antivinculina procedente de
individuos sanos.

3. El método segun la reivindicacién 1, donde el diagnéstico de D-IBS se realiza si el nivel de anticuerpos anti-
CdtB es significativamente mayor que el nivel de control de anticuerpos anti-CdtB procedente de individuos sanos.

4. El método segin la reivindicacion 1, donde el diagnéstico de D-IBS se realiza si tanto los niveles de
anticuerpos antivinculina como de anticuerpos anti-CdtB son significativamente mayores que los niveles de
control de anticuerpos antivinculina y anticuerpos anti-CdtB procedentes de individuos sanos.

5. El método segun la reivindicacion 1, donde el nivel de control de anticuerpos antivinculina, anticuerpos anti-
CdtB o ambos procedente de individuos sanos es una medicion de la densidad optica.

6. Un método para seleccionar un tratamiento para el sindrome del intestino irritable predominante en diarrea
(D-1BS), la enteropatia inflamatoria (IBD) o la enfermedad celiaca, que comprende:

examinar una muestra biolégica que se ha obtenido de un sujeto que desea un diagnéstico para distinguir
el D-IBS tanto de la IBD como de la enfermedad celiaca;

detectar en la muestra biolégica niveles de anticuerpos antivinculina y anti-toxina distensora citoletal B
(CdtB);

realizar un diagnéstico de D-IBS si el nivel de anticuerpos antivinculina es significativamente mayor que un
nivel de control de anticuerpos antivinculina procedente de individuos sanos, el nivel de anticuerpos anti-
CdtB es significativamente mayor que un nivel de control de anticuerpos anti-CdtB procedente de individuos
sanos o tanto los niveles de anticuerpos antivinculina y como de anticuerpos anti-CdtB son
significativamente mayores que los niveles de control de anticuerpos antivinculina y anticuerpos anti-CdtB
procedentes de individuos sanos;y

seleccionar un tratamiento para el D-IBS si se diagnostica D-IBS.
7. El método segun la reivindicacion 1 o 6, donde la muestra biolégica es sangre completa, suero o plasma.

8. El método segun la reivindicacion 1 o 6, donde la deteccién en la muestra biolégica comprende usar un
ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA).

9. El método segun la reivindicacion 1 o 6, donde la deteccién en la muestra biolégica comprende usar
inmunohistoquimica, citometria de flujo, hibridacién fluorescente in situ (FISH), radioinmunoensayos o
purificaciéon por afinidad.

10. El método segln la reivindicacién 1 o 6, donde los anticuerpos antivinculina son capaces de unirse
especificamente a un epitopo sobre vinculina o SEQ ID NO: 7.

11. El método segun la reivindicacién 1 o 6, donde los anticuerpos anti-CdiB son capaces de unirse
especificamente a un epitopo sobre CdiB de Campylobacter jejuni o SEQ ID NO: 5.

12. El método segun la reivindicacién 6, donde el nivel de control de anticuerpos antivinculina, anticuerpos anti-

18



10

ES 3028 294 T3

CdtB o ambos es una medicién de la densidad 6ptica.

13. El método segun la reivindicacién 6, donde el diagnostico de D-IBS se realiza si el nivel de anticuerpos
antivinculina es significativamente mayor que el nivel de control de anticuerpos antivinculina procedente de
individuos sanos.

14. El método segun la reivindicacion 6, donde el diagnostico de D-IBS se realiza si el nivel de anticuerpos anti-
CdtB es significativamente mayor que el nivel de control de anticuerpos anti-CdtB procedente de individuos sanos.

15. El método segun la reivindicacion 6, donde el diagnostico de D-IBS se realiza si tanto los niveles de

anticuerpos antivinculina como de anticuerpos anti-CdtB son significativamente mayores que los niveles de
control de anticuerpos antivinculina y anticuerpos anti-CdtB procedentes de individuos sanos.
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