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DESCRIPCION
Método de determinacion de la disbiosis del tracto gastrointestinal

La presente invencion proporciona medios mediante los cuales se puede evaluar el estado de la microbiota del
tracto Gl y se pueden determinar las desviaciones del estado normal (normobiosis), esto es, disbiosis, de una
manera sencilla de realizar, fiable y robusta y que sea lo suficientemente flexible para usarse con cualquier técnica
para medir niveles de microorganismos en una muestra del tracto GIl. Tal informacion se puede usar en el
diagndstico, control y/o caracterizacion de enfermedades y afecciones asociadas con perturbaciones en la
microbiota del tracto gastrointestinal (Gl). En realizaciones mas especificas, tales desviaciones pueden cuantificarse
hasta cierto punto y, de este modo, la invencion proporciona los medios para determinar el grado de la disbiosis del
Gl, que a su vez puede indicar la gravedad de la enfermedad o afeccién asociada o se puede usar para controlar la
progresion de la enfermedad. o caracterizar la enfermedad o afeccion asociada.

El tracto GIl, también denominado tracto digestivo o canal alimentario (y cuyos términos se pueden usar
indistintamente con tracto Gl), es la serie continua de érganos que comienzan en la boca y terminan en el ano. A lo
largo de su extension, el tracto Gl esta colonizado por microorganismos de una variedad de especies diferentes.
Juntos, el contenido de microorganismos del tracto Gl es la microbiota del tracto Gl. Las cantidades relativas de los
microorganismos constituyentes o grupos de los mismos se pueden considerar como un perfil de la microbiota. Por
lo tanto, los perfiles de la microbiota brindan informacion sobre la diversidad microbiana (esto es, el numero de
microbios taxondmicamente distintos o grupos taxondmicos distintos que estan presentes) en el tracto Gl, ademas
de proporcionar informacion sobre las cantidades relativas de microbios o grupos de los mismos que estan
presentes.

Se cree que muchas enfermedades y afecciones, o etapas de las mismas, estan asociadas con perturbaciones en la
microbiota del tracto Gl, o regiones del mismo. En algunos casos, la enfermedad o afeccion puede ser causada o
exacerbada por el cambio en el perfil de la microbiota del tracto Gl o regiones del mismo (esto es, las cantidades
relativas de microbios constituyentes y la diversidad de esos microbios). En otros casos, la enfermedad o afeccion
causa, o por algun mecanismo da como resultado, la visualizacion de un perfil de la microbiota del tracto Gl que
difiere del estado normal. En algunos contextos, esto puede incluso ser una respuesta adaptativa que intenta
abordar el fenotipo patologico de la enfermedad o afeccion. De acuerdo con lo anterior, al evaluar el estado de la
microbiota del tracto Gl y determinar las desviaciones del estado normal (normobiosis), esto es, disbiosis, se puede
proporcionar informacion que permita el diagndstico, control y/o caracterizacion de enfermedades y afecciones
asociadas a perturbaciones en la microbiota del tracto gastrointestinal (Gl) o que permite, o al menos es Uutil en, una
evaluacion del riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccidon que se ha determinado que esta asociada con una
perturbacion del perfil de la microbiota.

Es muy probable que las enfermedades y afecciones que afectan al tracto GI den como resultado perfiles de la
microbiota que varian del estado normal, por ejemplo, enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), enfermedad de
Crohn (CD), colitis ulcerosa (UC), sindrome del intestino irritable (IBS), sindrome de sobrecrecimiento bacteriano del
intestino delgado y canceres del tracto Gl (por ejemplo, cancer de boca, faringe, es6fago, estomago, duodeno,
yeyuno, ileon, ciego, colon, recto o ano) y también existe evidencia de vinculos entre los perfiles de la microbiota del
tracto Gl y enfermedades y afecciones que se consideran no relacionadas con el tracto Gl, por ejemplo, cancer de
mama; espondilitis anquilosante; esteatohepatitis no alcohdlica; las enfermedades atdpicas, por ejemplo, eccema,
asma, dermatitis atdpica, conjuntivitis alérgica, rinitis alérgica y alergias alimentarias; trastornos metabdlicos, por
ejemplo, diabetes mellitus (tipo 1 y tipo 2), obesidad y sindrome metabdlico; trastornos neurolégicos, por ejemplo,
depresion, esclerosis multiple, demencia y enfermedad de Alzheimer; enfermedad autoinmune (por ejemplo, artritis);
desnutricion; sindrome de fatiga cronica y autismo. Se cree que tales perturbaciones del perfil de la microbiota del
tracto Gl (en términos de cantidades relativas y/o diversidad), que se pueden considerar equivalentes a un
desequilibrio en la microbiota del tracto Gl, contribuyen a estas enfermedades, ya sea al causar las enfermedades o
contribuyendo a su progresion. También se cree que se encontraran muchas mas enfermedades que tienen vinculos
causales con perturbaciones del perfil de la microbiota del tracto GI. El mecanismo preciso detras de esta causalidad
no se comprende bien. Esta claro que la perturbacion de la microbiota del tracto Gl da como resultado la
subpoblacién de ciertos microbios y/o la superpoblacion de otros y/o reducciones en la diversidad y esto provoca un
cambio o desequilibrio en las actividades relativas de cada poblacién de microbios. Se cree que este cambio en las
actividades microbianas provoca que se produzca una reduccion de los efectos beneficiosos (por ejemplo, sintesis
de vitaminas, acidos grasos de cadena corta y poliaminas, absorcion de nutrientes, inhibicion de patdgenos,
metabolismo de compuestos vegetales) y/o se produzca un aumento de los efectos nocivos (secrecion de
endotoxinas y otros productos téxicos) con los consiguientes efectos negativos generales sobre la fisiologia general
del huésped. Estos efectos pueden entonces manifestarse como enfermedad y dolencia, por ejemplo, los citados
anteriormente.

Aunque ahora es habitual determinar e incluso cuantificar las cantidades relativas de microorganismos en una
muestra del tracto Gl y usar tales perfiles para diagnosticar una enfermedad por referencia a perfiles especificos
caracteristicos de un estado patolégico o para descartar un diagnostico por referencia. a perfiles especificos
caracteristicos de un estado normal (por ejemplo, los documentos WO02012080754; W02011043654) sigue
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existiendo la necesidad de métodos que determinen la probabilidad de que un paciente tenga disbiosis del tracto Gl,
vis a vis un estado normobidtico, que sean faciles de realizar, confiables y robustos y que son lo suficientemente
flexibles para usarse con cualquier técnica para medir niveles de microorganismos en una muestra del tracto Gl y
que no requieren referencia a perfiles estandar especificos.

De este modo, en un primer aspecto, la invencion proporciona un método implementado por ordenador para
determinar la probabilidad de disbiosis del tracto GI en un sujeto, comprendiendo dicho método:

(i) proporcionar un conjunto de datos de prueba, en el que dicho conjunto de datos de prueba comprende al menos
un perfil de la microbiota, siendo dicho perfil de la microbiota un perfil de los niveles relativos de una pluralidad de
microorganismos o grupos de microorganismos en una muestra del tracto Gl del sujeto y en el que cada nivel de
cada microorganismo o grupo de microorganismos es un elemento de perfil de dicho conjunto de datos de prueba,

(ii) aplicar a dicho conjunto de datos de prueba al menos un vector de carga, en el que dicho al menos un vector de
carga es al menos una variable latente ortogonal determinada por el analisis de regresién de los niveles de dicha
pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del tracto Gl correspondientes de una
pluralidad de sujetos normales, produciendo asi un primer conjunto de datos proyectados,

(iii) proporcionar dicho primer conjunto de datos proyectados,

(iv) a partir de dicho primer conjunto de datos proyectados, calcular el Q-residual del perfil de la microbiota y
comparar el Q-residual del perfil de la microbiota con un valor de Q-residual de umbral normobidtico a disbidtico
determinado a partir del analisis correspondiente de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de
microorganismos en las muestras del tracto Gl correspondientes de una pluralidad de sujetos normales y/o sujetos
con disbiosis,

(v) a partir de dicho primer conjunto de datos proyectados calcular el T? de Hotelling para el perfil de la microbiota a
partir de la varianza explicada por las variables latentes ortogonales determinadas por el analisis de regresién de los
niveles de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del tracto Gl
correspondientes de un pluralidad de sujetos normales de la etapa

(i) y comparar dicha T2 de Hotelling para el perfil de la microbiota con un valor de T? de Hotelling de umbral
normobidtico a disbidtico determinado a partir del analisis correspondiente de dicha pluralidad de microorganismos o
grupos de microorganismos en las muestras correspondientes del tracto Gl de una pluralidad de sujetos normales
y/o un pluralidad de sujetos con disbiosis,

en el que la etapa (v) se puede realizar antes o después o al mismo tiempo que la etapa (iv), y en el que un perfil de
la microbiota con un Q-residual o T2 de Hotelling por encima de dichos umbrales respectivos es indicativo de una
probabilidad de disbiosis.

En otras realizaciones, se indica una probabilidad de disbiosis si tanto dicho Q-residual como dicho T? de Hotelling
estan por encima de sus respectivos umbrales normobidticos a disbiéticos.

El método de la invencién también se puede considerar un método para identificar la disbiosis, detectar la disbiosis,
determinar la presencia de disbiosis o caracterizar la disbiosis. Por lo tanto, se puede considerar que el método de la
invencion comprende una etapa de determinacion de la probabilidad de disbiosis del tracto Gl, identificar la disbiosis,
detectar la disbiosis, determinar la presencia de disbiosis o caracterizar la disbiosis en el sujeto en base a la
indicacion de una probabilidad de disbiosis proporcionada en las etapas anteriores. Los resultados de dicha etapa se
pueden registrar y opcionalmente almacenar en un medio de grabacién/almacenamiento apropiado y/o comunicarse
a un médico, el sujeto o intermediario o agente del mismo.

En determinadas realizaciones, el método se realiza en una pluralidad de perfiles de la microbiota. Estos perfiles
pueden ser del mismo sujeto, por ejemplo, como perfiles paralelos obtenidos de la misma muestra, de diferentes
muestras correspondientes del mismo sujeto, por ejemplo, obtenido del sujeto en diferentes momentos, o de
diferentes muestras de dicho sujeto. Alternativamente, o ademas, las muestras correspondientes de otro sujeto se
pueden analizar junto con muestras del primer sujeto. En estas realizaciones, puede ser conveniente disponer
dichos perfiles de la microbiota en una matriz de datos de prueba, en la que cada elemento de perfil distinto se
alinea a través de la pluralidad de perfiles de la microbiota.

En un ejemplo particular de estas realizaciones, se proporciona un método implementado por ordenador para
determinar la probabilidad de disbiosis del tracto Gl en un sujeto, comprendiendo dicho método:

(i) proporcionar una pluralidad de perfiles de la microbiota, en el que cada uno de dichos perfiles de la microbiota es
un perfil de los niveles relativos de una pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en

(a) una muestra del tracto Gl del sujeto, o
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(b) diferentes muestras correspondientes del tracto Gl de dicho sujeto, en el que cada perfil de la microbiota se ha
preparado esencialmente de la misma manera y en el que cada nivel de cada microorganismo o grupo de
microorganismos es un elemento de perfil, y ordenar dichos perfiles de la microbiota en una matriz de datos de
prueba, en la que cada elemento de perfil distinto se alinea a través de la pluralidad de perfiles de la microbiota,

(ii) aplicar a dicha matriz de datos de prueba al menos un vector de carga en el que dicho al menos un vector de
carga es al menos una variable latente ortogonal determinada por el analisis de regresién de los niveles de dicha
pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras correspondientes del tracto Gl de una
pluralidad de sujetos normales, produciendo asi una primera matriz de datos proyectada,

(iii) proporcionar dicha primera matriz de datos proyectada,

(iv) a partir de dicha primera matriz de datos proyectada calcular el Q-residual para cada perfil de la microbiota y
comparar el Q-residual para cada perfil de la microbiota con un valor de Q-residual de umbral normobidtico a
disbiotico determinado a partir del analisis correspondiente de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de
microorganismos en muestras correspondientes del tracto Gl de una pluralidad de sujetos normales y/o sujetos con
disbiosis,

(v) a partir de dicha primera matriz de datos proyectada calcular el T2 de Hotelling para cada perfil de la microbiota a
partir de la varianza explicada por las variables latentes ortogonales determinadas por el andlisis de regresion de los
niveles de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del tracto Gl
correspondientes de un pluralidad de sujetos normales de la etapa (ii) y comparar dicho T? de Hotelling para cada
perfil de la microbiota con un valor de umbral normobidtico a disbidtico T? de Hotelling determinado a partir del
analisis correspondiente de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del
tracto Gl correspondientes de una pluralidad de sujetos normales y/o una pluralidad de sujetos con disbiosis,

en el que la etapa (v) se puede realizar antes o después o al mismo tiempo que la etapa (iv), y en el que un perfil de
la microbiota con un Q-residual o T2 de Hotelling por encima de dichos umbrales respectivos es indicativo de una
probabilidad de disbiosis en el tracto Gl del sujeto del que se ha obtenido.

En otro ejemplo particular de estas realizaciones, se proporciona un método de determinacion de la probabilidad de
disbiosis del tracto Gl en una pluralidad de sujetos, comprendiendo dicho método:

(i) proporcionar una pluralidad de perfiles de la microbiota, en el que cada uno de dichos perfiles de la microbiota es
un perfil de los niveles relativos de una pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en muestras
correspondientes del tracto Gl de dichos sujetos que se han preparado esencialmente en el mismo forma y en el que
cada nivel de cada microorganismo o grupo de microorganismos es un elemento de perfil, y la disposicién de dichos
perfiles de la microbiota en una matriz de datos de prueba, en la que cada elemento de perfil distinto esta alineado a
través de la pluralidad de perfiles de la microbiota,

y realizar las etapas (ii) a (v) del método de la invencién descrito supra, en el que la etapa (v) se puede realizar antes
o después o simultaneamente con la etapa (iv), y en el que un perfil de la microbiota con un Q-residual o T? de
Hotelling por encima de dichos umbrales respectivos es indicativo de una probabilidad de disbiosis en el tracto Gl del
sujeto del que se ha obtenido.

Las siguientes secciones describen el detalle del método de la invencion en términos del analisis de un Unico perfil
de la microbiota. Estos detalles se aplican mutatis mutandis a las realizaciones descritas anteriormente en las que se
analizan juntos una pluralidad de perfiles de la microbiota.

Expresado de manera diferente, el método de la invencion se puede considerar un método de deteccion, diagnostico
o control de la disbiosis del tracto Gl en un sujeto en el que un perfil de la microbiota con un Q-residual o T? de
Hotelling, por lo general ambos, por encima de dicho normobiético respectivo a los umbrales disbiéticos indican
disbiosis.

La disbiosis se define en este documento como un perfil de la microbiota que difiere o se desvia del perfil de la
microbiota que es tipico de un sujeto normal y sano, al que se puede hacer referencia en este documento como
"normobiosis" o un "estado normobidtico”. El alcance de la disbiosis es una medida de qué tan diferente es un perfil
de la microbiota de un perfil de la microbiota normal o cuanto se desvia un perfil de la microbiota de un perfil de la
microbiota normal. En el contexto del diagnostico, control y/o caracterizacién de enfermedades y afecciones
asociadas con perturbaciones en la microbiota del tracto Gl o la evaluacién del riesgo de desarrollar una enfermedad
o afeccién que se haya determinado que esta asociada con una perturbacion del perfil de la microbiota, la disbiosis
se puede definir mas especificamente como un perfil de la microbiota que difiere del perfil de la microbiota tipico de
un sujeto que no tiene dicha enfermedad o afeccion o no tiene riesgo de desarrollar dicha enfermedad o afeccion. Se
puede obtener un perfil de la microbiota tipico de un solo sujeto o incluso una sola muestra de un solo sujeto, pero
preferiblemente se obtendra de una pluralidad de sujetos.
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Un perfil de la microbiota (perfil de los niveles relativos de una pluralidad de microorganismos o grupos de
microorganismos) de acuerdo con los métodos de la invencién es una representacion numérica de tales niveles que
se ha obtenido de un analisis de una muestra del tracto Gl del sujeto. Los valores individuales para tales niveles (los
elementos de perfil individuales) pueden ser cualitativos, cuantitativos o semicuantitativos, preferiblemente
cuantitativos. El término "cantidad" se podria usar en lugar de "niveles" si fuera apropiado.

El perfil de la muestra del tracto Gl puede implicar cualquier medio conveniente mediante el cual se puedan medir,
preferiblemente cuantificar los niveles de microorganismos o grupos de microorganismos. Preferiblemente, los
medios usados de preparacion de los perfiles de la microbiota a partir de una pluralidad de sujetos normales y/o una
pluralidad de sujetos con disbiosis de los cuales las variables latentes, por ejemplo, las variables latentes
ortogonales, de la etapa (ii) y los valores umbrales de las etapas (iv) y (v) se determinan son esencialmente los
mismos que los usados para preparar el al menos un perfil de la microbiota del conjunto de datos de prueba, aunque
en otras realizaciones los medios pueden diferir. Si se usan diferentes medios, es posible que sea necesario calcular
y aplicar un vector de ajuste para permitir la comparacion.

Los métodos de perfilado de uso de acuerdo con la invencién son por lo general métodos in vitro realizados usando
cualquier muestra tomada del tracto GI.

El tracto GI, también denominado tracto digestivo o canal alimentario (y cuyos términos se pueden usar
indistintamente con tracto Gl) es la serie continua de 6érganos que comienzan en la boca y terminan en el ano.
Especificamente, esta secuencia esta formada por la boca, la faringe, el eséfago, el estémago, el duodeno, el
intestino delgado, el intestino grueso y el ano. Estos 6rganos se pueden subdividir en el tracto Gl superior, que
consiste en la boca, faringe, eséfago, estomago y duodeno, y el tracto Gl inferior, que consiste en el yeyuno, el ileon
(junto con el intestino delgado), el ciego, el colon., el recto (junto con el intestino grueso) y el ano.

Una muestra de uso del tracto Gl de acuerdo con la invencion puede incluir, pero no se limita a, cualquier liquido o
so6lido extraido del lumen o la superficie del tracto Gl o cualquier muestra de cualquiera de los tejidos que forman los
organos del tracto Gl. De este modo, la muestra puede ser cualquier contenido luminal del tracto Gl (por ejemplo,
contenido del estdmago, contenido intestinal, moco y excrementos/heces, o combinaciones de los mismos) asi como
muestras obtenidas mecanicamente del tracto GlI, por ejemplo, mediante hisopo, enjuague, aspiracion o raspado de
una cavidad o superficie del tracto Gl o por biopsia de un tejido/érgano del tracto Gl. Se prefieren las muestras
fecales. La muestra también se puede obtener de parte de un tejido/érgano del tracto Gl que se haya extraido
quirdrgicamente. La muestra puede ser una porcion del tejido/organo extirpado. En realizaciones en las que la
muestra es una muestra de un tejido/érgano del tracto Gl, la muestra puede comprender una parte de la mucosa, la
submucosa, la muscularis externa, la adventicia y/o la serosa del tejido/6rgano del tracto Gl. Tales muestras de
tejido se pueden obtener mediante biopsia durante un procedimiento endoscopico. Preferiblemente, la muestra se
obtiene del tracto Gl inferior, esto es, del yeyuno, el ileon, el ciego, el colon, el recto o el ano. Mas preferiblemente,
la muestra es una muestra mucosa o luminal. Las muestras fecales se pueden recolectar mediante hisopo,
enjuague, aspiracion o raspado del recto o ano o, mas simplemente, la recoleccién de excrementos durante o
después de la defecacion.

La muestra se puede usar de acuerdo con la invencion en la forma en que se recupero inicialmente. La muestra
también puede haber sufrido algun grado de manipulacion, refinamiento o purificacién antes de ser usada en los
métodos de la invencion. De este modo, el término "muestra" también incluye preparaciones de la misma, por
ejemplo, materiales de partida relativamente puros o parcialmente purificados, tales como preparaciones semipuras
de las muestras mencionadas anteriormente. El término "muestra" también incluye preparaciones de las muestras
mencionadas anteriormente en las que el ARN, incluido el ARNr 16S, se ha sometido a transcripcion inversa. Se
incluye ademas el producto del cultivo microbiano de dicha muestra.

La purificacion puede ser leve, por ejemplo, que no supere la concentracion de los solidos, o células, de la muestra
en un volumen mas pequefio o la separacion de células de una parte o la totalidad del resto de la muestra. En los
documentos W098/51693 y WO01/53525 se describen técnicas de aislamiento celular representativas.

En determinadas realizaciones, se usa de acuerdo con la invencion una preparacion del acido nucleico a partir de
las muestras mencionadas anteriormente, preferiblemente una preparacion en la que se han marcaje los acidos
nucleicos. Tales preparaciones incluyen productos de transcripcion inversa y/o productos de amplificacion de tales
muestras o preparaciones de acido nucleico de las mismas. Puede resultar ventajoso que el acido nucleico
predominante de la preparacion de acido nucleico sea ADN. Estas preparaciones incluyen preparaciones de acidos
nucleicos relativamente puros o parcialmente purificados.

Las técnicas para el aislamiento de acido nucleico a partir de muestras, incluidas muestras complejas, son
numerosas y bien conocidas en la técnica y se describen detalladamente en la bibliografia. Las técnicas descritas en
los documentos W098/51693 y WO01/53525 también se pueden emplear para preparar acidos nucleicos a partir de
las muestras mencionadas anteriormente.
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El método de la invencion puede incluir una etapa de recogida de muestras y/o procesamiento y/o cultivo de
muestras, en particular una etapa de amplificacién de acidos nucleicos, por ejemplo, la amplificacion de acido
nucleico genémico, en particular la amplificacién de acido nucleico portador de secuencias de nucleétidos
caracteristicas de un microorganismo o grupo de microorganismos.

A menos que el contexto indique lo contrario, el término "muestra correspondiente" se usa en este documento para
referirse a muestras del mismo tipo que se han obtenido de diferentes sujetos y/o en diferentes momentos
esencialmente de la misma manera y a las que se ha realizado cualquier procesamiento o manipulacién sustantiva
de las mismas, se lleva a cabo esencialmente de la misma manera.

Los métodos para perfilar la microbiota en una muestra del tracto Gl incluyen, pero no se limitan a, analisis de acidos
nucleicos (por ejemplo, enfoques de secuenciaciéon de acidos nucleicos, enfoques en base a sondas de hibridacién
de oligonucledtidos, enfoques de amplificacién de acidos nucleicos basados en cebadores), anticuerpos u otros
enfoques basados en ligandos de afinidad especificos, enfoques proteémicos y metabolémicos. Preferiblemente, el
analisis de la muestra se realizara mediante analisis de secuencia de acido nucleico y puede adoptar la forma de
una técnica de secuenciaciéon. El método de secuenciaciéon de didesoxinucleétidos de Sanger es una técnica bien
conocida y ampliamente usada para secuenciar acidos nucleicos. Sin embargo, mas recientemente, los enfoques de
secuenciaciéon denominados de "préxima generacion" o "segunda generacion" (en referencia al método de
didesoxinucledtidos de Sanger como el enfoque de "primera generacién") se han generalizado. Estas técnicas mas
nuevas se caracterizan por altos rendimientos, por ejemplo, como consecuencia del uso de paralelo, por ejemplo,
reacciones de secuenciacion masivamente paralelas, o mediante etapas que requieren menos tiempo. Diversos
meétodos de secuenciacion de alto rendimiento proporcionan secuenciacion de una sola molécula y emplean técnicas
tales como pirosecuenciacion, secuenciacién de terminacion reversible, secuenciacion de sonda escindible por
ligacion, secuenciacion de sonda no escindible mediante ligacidon, nanobolas de ADN y secuenciacién de molécula
Unica en tiempo real.

El analisis de la secuencia de acido nucleico también puede tomar preferiblemente la forma de un enfoque basado
en una sonda de hibridacion de oligonucledtidos en el que la presencia de una secuencia de nucleétidos diana se
confirma detectando un evento de hibridacion especifico entre una sonda y su diana. En estos enfoques, la sonda de
oligonucleétidos a menudo se proporciona como parte de una matriz mas amplia, por ejemplo, una micromatriz de
acido nucleico inmovilizada. Preferiblemente, los conjuntos de sondas de oligonucleétidos y los métodos asociados
de los documentos W02012080754 y W02011043654 se pueden usar para preparar perfiles de la microbiota de
acuerdo con la presente invencion.

En determinadas realizaciones, los métodos de la invencién pueden incluir etapas en las que se perfila la microbiota
de una muestra del tracto Gl del sujeto, por ejemplo, mediante cualquiera de las técnicas descritas anteriormente.

En determinadas realizaciones, los microorganismos o grupos de microorganismos de los que se van a determinar
los niveles relativos de los mismos estan preseleccionados, por ejemplo, son microorganismos o grupos de
microorganismos que son especies indicadoras y/o causantes de la enfermedad o afeccion de interés. Sin embargo,
esto no es esencial siempre que se realice una comparacién dentro del método de la invencién entre los mismos
microorganismos.

De este modo, el término "microorganismo”, como se usa en el contexto de la invencion, puede ser cualquier
organismo microbiano, es decir, cualquier organismo microscopico, a saber, demasiado pequefio para ser visto a
simple vista, que se puede encontrar en el tracto Gl. En particular, como se usa en este documento, el término
incluye los organismos que por lo general se consideran microorganismos, particularmente bacterias, hongos,
arqueas, algas y protistas. De este modo, el término incluye particularmente organismos que son por lo general
unicelulares, pero que pueden tener la capacidad de organizarse en colonias cooperativas simples o estructuras
tales como filamentos, hifas o micelios (pero no tejidos verdaderos) bajo ciertas condiciones. El microorganismo
puede ser procariota o eucariota y puede ser de cualquier clase, género o especie de microorganismo. Los ejemplos
de microorganismos procarioticos incluyen, pero no se limitan a, bacterias, incluidos los micoplasmas (por ejemplo,
bacterias Gram positivas, Gram negativas o bacterias que no responden a la prueba de Gram) y arqueobacterias.
Los microorganismos eucariotas incluyen hongos, algas y otros que estan, o han sido, clasificados en el reino
taxonémico Protista o considerados protistas, e incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, protozoos, diatomeas,
protofitas y mohos similares a hongos.

En realizaciones preferidas, los grupos de microorganismos se pueden seleccionar de Actinobacteria (por ejemplo,
Atopobium, Bifidobacterium), Bacteroidetes (por ejemplo, Bacteroidia, por ejemplo, Alistipes, Bacteroides, Prevotella,
Parabacteroides, Bacteroidetes (en particular Bacteroides fragilis), Firmicutes (por ejemplo, Bacilli, por ejemplo,
Bacillus, Lactobacillus, Pedicoccus, Streptococcus; Clostridia, por ejemplo, Anaerotruncus, Blautia, Clostridium,
Desulfitispora, Dorea, Eubacterium, Faecalibacterium, Ruminococcus; Erysipelotrichia, por ejemplo,
Catenibacterium, Coprobacillus, Unclassified Erysipelotrichaceae; Negativicutes, por ejemplo, Dialister,
Megasphaera, Phascolarctobacterium; Epsilonproteobacteria; Veillonella/Helicobacter (en particular Dialister invisus,
Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus albus, Ruminococcus bromii, Ruminococcus gnavus, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus thermophilus)), Proteobacteria (por ejemplo, Gammaproteobacteria, por ejemplo,
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Acinetobacter, Pseudomonas, Salmonella, Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Shigella, Escherichia),
Tenericutes (por ejemplo, Mollicutes, por ejemplo, Mycoplasma (en particular Mycoplasma hominis), y
Verrucomicrobia (por ejemplo, Verrucomicrobiae, por ejemplo, Akkermansia (en particular Akkermansia munciphila)).

En el contexto de IBS, Firmicutes (Bacilli), Proteobacteria (Shigella/Escherichia), Actinobacteria y Ruminococcus
gnavus pueden ser importantes. De manera similar, en el contexto de IBD, Proteobacteria (Shigella/lEscherichia),
Firmicutes, especificamente Faecalibacterium prausnitzii, y Bacteroidetes (Bacteroides y Prevotella) pueden ser
importantes.

De este modo, en determinadas realizaciones, las referencias a perfiles de la microbiota se pueden considerar
referencias a perfiles de bacteriota.

El numero de microorganismos o grupos de microorganismos de los que se van a determinar los niveles relativos de
los mismos no esta limitado y, por lo tanto, puede ser de al menos 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100. En
otras realizaciones, el nimero puede ser menor que 500, 200, 150, 100, 90, 80, 70, 60 o 50. Mediante la presente se
describe cualquier intervalo definido por puntos finales de cualquiera de estos numeros.

En determinadas realizaciones, los perfiles de la microbiota se pueden normalizar para tener en cuenta la variacion
entre muestras dentro de cada ejecucion experimental de elaboracion de perfiles y/o la variacion interexperimental
entre cada ejecucion experimental de elaboracion de perfiles mediante el uso de controles apropiados durante o
después del analisis de las muestras. Ventajosamente, se puede realizar una normalizacidon adicional para permitir
variaciones de lotes en los consumibles de laboratorio y para corregir las sefiales de fondo.

En determinadas realizaciones, se puede aplicar un vector de centrado a cada elemento de perfil de la microbiota
y/o cada perfil de la microbiota, en el que dicho vector se deriva del valor medio para dicho elemento de perfil de la
microbiota o perfil de la microbiota obtenido de muestras correspondientes de una pluralidad de sujetos normales
que han sido perfilados de la misma manera.

La matriz de datos de prueba, si se usa, se organizara por lo general de manera que cada muestra se presente
como una sola fila y cada microorganismo o grupo de microorganismos cuyos niveles relativos de los mismos se han
determinado se presenta como una unica columna. Se puede usar el reciproco de esta disposicion.

El término "variables latentes" puede referirse a un subconjunto de variables dentro de un conjunto de datos que se
relacionan con correlaciones y tendencias potencialmente desconocidas. El término también incluye variables que se
determinan a partir de la combinacion de variables originales en un conjunto de datos (por ejemplo, el nivel de un
microorganismo o grupo de microorganismos en una muestra del tracto Gl), especificamente aquellas que reflejan
correlaciones entre variables y tendencias en el conjunto de datos de una manera mas significativa que las variables
originales. De este modo, las variables latentes se derivan por lo general de la descomposicion algoritmica de un
conjunto de datos, por ejemplo, por analisis de regresion, por ejemplo, analisis de regresion de minimos cuadrados
parciales, analisis de componentes principales (PCA), analisis de correlacion candnica, analisis de redundancia,
analisis de correspondencia y analisis de correspondencia canodnica. Las variables latentes pueden ser ortogonales
o no ortogonales. Las variables latentes ortogonales son variables latentes que estan orientadas perpendicularmente
entre si. Las variables latentes de uso en la invencién son variables latentes ortogonales

Las variables latentes, en particular las variables latentes ortogonales de uso de acuerdo con la invencién, se
pueden determinar por cualquier medio conveniente, por ejemplo, el analisis de regresion de minimos cuadrados
parciales de los niveles de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en muestras del tracto
Gl de una pluralidad de sujetos normales, preferiblemente que hayan sido perfilados de la misma manera. En
determinadas realizaciones las variables latentes ortogonales se determinan mediante la transformacion ortogonal
en componentes principales de los niveles de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en
muestras del tracto Gl de una pluralidad de sujetos normales, preferiblemente que se hayan perfilado de la misma
forma. En realizaciones preferidas, la transformacion ortogonal en componentes principales se realiza mediante
PCA, andlisis de correlacion candnica, analisis de redundancia, analisis de correspondencia y analisis de
correspondencia candnica.

En determinadas realizaciones, al menos 2 vectores, por ejemplo, se aplican al menos 3, 5,7, 9, 11, 13, 15,17, 19 o0
20 vectores al conjunto de datos. En otras realizaciones, no se aplican mas de 50 vectores, por ejemplo, no mas de
40, 30, 25, 20 o 15 vectores al conjunto de datos. Por la presente se describe cualquier intervalo definido por puntos
finales de cualquiera de estos nimeros.

De acuerdo con la invencion, los vectores de carga son variables latentes ortogonales determinadas por el analisis
de regresion de los niveles de una pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos, por ejemplo, por
PCA, andlisis de correlacion candnica, analisis de redundancia, analisis de correspondencia y analisis de
correspondencia canodnica, por lo que el numero de vectores de carga que se pueden usar de acuerdo con la
invencion esta limitado por el niumero de microorganismos o grupos de microorganismos investigados o el numero
de muestras de tracto Gl de la pluralidad de sujetos normales de sujetos con disbiosis que se han perfilado, el que
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sea menor: cuanto mayor sea el nimero de microorganismos o grupos de microorganismos investigados y cuanto
mayor sea el numero de muestras utilizadas, mayor sera el numero de variables latentes ortogonales y, por tanto,
vectores asociados, que pueden estar presentes y se pueden seleccionar entre ellos.

La determinacion de las variables latentes ortogonales se puede realizar como parte del método de la invencion,
pero méas por lo general se puede realizar por separado o las variables latentes ortogonales se pueden obtener de
otras fuentes.

En determinadas realizaciones, el vector o los vectores de carga se aplican en forma de matriz de proyeccion.

En realizaciones preferidas, aplicar el vector o los vectores de carga al conjunto de datos de prueba comprende
multiplicar los elementos del perfil del conjunto de datos por el vector o los vectores de carga, por ejemplo, en forma
de matriz de proyeccion. De este modo, esta multiplicaciéon puede ser una multiplicacion de matrices.

En otras realizaciones, la etapa (ii) en la que se produce un primer conjunto de datos proyectados comprende
ademas aplicar al menos un valor propio determinado a partir de dicho al menos un vector de carga al conjunto de
datos de prueba. El valor propio se puede aplicar antes o después del vector de carga o junto con el vector de carga.
Aplicar dicho valor propio puede comprender multiplicar el valor propio con los elementos del perfil del conjunto de
datos de prueba antes o después de la aplicacion del vector de carga al conjunto de datos de prueba. En otras
realizaciones, el valor propio se puede multiplicar con el vector de carga antes de la aplicacion al conjunto de datos
de prueba, por ejemplo, multiplicacién con los elementos de perfil del conjunto de datos de prueba. Si es apropiado
en estas realizaciones, las referencias a un valor propio pueden incluir formas de raiz, exponenciacién o logaritmo
del mismo. Las referencias a la multiplicacion incluyen la multiplicacion de matrices. En otras realizaciones mas en
las que se aplica una pluralidad de valores propios en la etapa (ii), los valores propios se aplican en forma de una
matriz con los valores propios dispuestos en la diagonal principal, pero esto no es esencial.

Los valores umbrales de normobidtico a disbidtico con los que se comparan el Q-residual de la etapa (iv) y el T2 de
Hotelling de la etapa (v) se determinan a partir del analisis correspondiente de la misma pluralidad de
microorganismos o grupos de microorganismos en una muestra del tracto Gl correspondiente de una pluralidad de
sujetos normales y/o sujetos con disbiosis. Los valores mostrados por estos sujetos proporcionaran una indicacion
de donde se encuentra el umbral entre normobiosis y disbiosis. Cuanto mayor sea el nimero de sujetos analizados,
mas exactamente se podra determinar el umbral y preferiblemente se analizara una pluralidad tanto de sujetos
normales como de sujetos con disbiosis en la determinacion de dichos valores umbrales de normobidticos a
disbioticos. Estos umbrales representan el limite entre normobiosis y disbiosis para una pluralidad particular de
microorganismos o grupos de microorganismos en una muestra particular del tracto Gl que se han perfilado de una
manera particular y, por lo tanto, diferiran para cada realizacion general de la invencion y, por lo tanto, deben
prepararse antes del momento en que se realiza la comparacién con las muestras de prueba.

El analisis correspondiente significa que los valores umbrales se determinan usando esencialmente los mismos
medios para procesar los resultados del perfil de la muestra del tracto Gl correspondiente que los usados para
preparar el Q-residual de la etapa (iv) y el T? de Hotelling de la etapa (v). Preferiblemente, el andlisis correspondiente
significa ademas que los valores umbrales se determinan usando esencialmente los mismos medios de perfilado en
dichas muestras correspondientes.

Mas especificamente, dichos valores umbrales se pueden determinar mediante:

(i) proporcionar un conjunto de datos normobiéticos, en el que dicho conjunto de datos normobiéticos comprende al
menos un perfil de la microbiota, siendo dicho perfil de la microbiota un perfil de los niveles relativos de una
pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en una muestra del tracto Gl de un sujeto normal y en
el que cada nivel de cada microorganismo o grupo de microorganismos es un elemento de perfil de dicho conjunto
de datos,

(ii) aplicar a dicho primer conjunto de datos normobidticos el mismo al menos una variable latente ortogonal
determinada por el analisis de regresién de los niveles de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de
microorganismos en las muestras correspondientes del tracto Gl de una pluralidad de sujetos normales aplicados a
dicho conjunto de datos de prueba, produciendo asi un primer conjunto proyectado de datos normobidticos,

(iii) proporcionar dicho primer conjunto de datos normobidticos proyectado,

(iv) a partir de dicho primer conjunto de datos normobidticos proyectados, se calcula el Q-residual del perfil de la
microbiota,

(v) a partir de dicho primer conjunto de datos normobidticos proyectados, calcular el T2 de Hotelling para el perfil de
la microbiota a partir de la varianza explicada por las variables latentes ortogonales determinadas por el analisis de
regresion de los niveles de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del
tracto Gl correspondientes de una pluralidad de sujetos normales de la etapa (ii),
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en el que la etapa (v) se puede realizar antes o después o al mismo tiempo que la etapa (iv), y en el que dicho Q-
residual y dicho T? de Hotelling son, o al menos pueden contribuir a, dichos umbrales normobioticos a disbidticos
respectivos.

Mas especificamente, dichos valores umbrales también se pueden determinar mediante:

(i) proporcionar un conjunto de datos disbiéticos, en el que dicho conjunto de datos disbiéticos comprende al menos
un perfil de la microbiota, siendo dicho perfil de la microbiota un perfil de los niveles relativos de una pluralidad de
microorganismos o grupos de microorganismos en una muestra del tracto Gl de un sujeto con disbiosis y donde
cada nivel de cada microorganismo o grupo de microorganismos es un elemento de perfil de dicho conjunto de
datos,

(ii) aplicar a dicho primer conjunto de datos disbidticos la misma al menos una variable latente ortogonal
determinada por el analisis de regresién de los niveles de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de
microorganismos en las muestras del tracto Gl correspondientes de una pluralidad de sujetos normales aplicados a
dicho conjunto de datos de prueba, produciendo asi un primer conjunto de datos disbiéticos proyectados,

(iii) proporcionar dicho primer conjunto de datos disbiéticos proyectados,
(iv) a partir de dicho primer conjunto de datos disbiéticos proyectados, calcular el Q-residual de la microbiota,

(v) a partir de dicho primer conjunto de datos disbidticos proyectados, calcular el T? de Hotelling para el perfil de la
microbiota a partir de la varianza explicada por las variables latentes ortogonales determinadas por el andlisis de
regresion de los niveles de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del
tracto Gl correspondientes de una pluralidad de sujetos normales de la etapa (ii),

en el que la etapa (v) se puede realizar antes o después o al mismo tiempo que la etapa (iv), y en el que dicho Q-
residual y dicho T? de Hotelling son, o al menos pueden contribuir a, dichos umbrales normobidticos a disbiéticos
respectivos.

Por lo general, los valores umbrales de normobidticos a disbiéticos se seleccionan para optimizar la separacion de
clases. Expresado de otra manera, los valores umbrales se estableceran de tal manera que valores de al menos el
85 %, por ejemplo, al menos el 90 %, 95 %, 98 % o0 99 % de los sujetos normales analizados estaran en un lado del
umbral y valores del 85 %, por ejemplo, al menos el 90 %, 95 %, 98 % o0 99 % de los sujetos con disbiosis
analizados estaran al otro lado del umbral.

En realizaciones en las que los datos de prueba son cuantitativos o semicuantitativos, el método de la invencion se
puede realizar de una manera que proporcione una medida cuantitativa o semicuantitativa del grado de la disbiosis o
el grado de la desviacion de la normobiosis. Tales medidas pueden ser ventajosas en el contexto del diagndstico,
prondstico y/o caracterizacion de enfermedades o afecciones asociadas con disbiosis, ya que una mayor extensién
de disbiosis puede indicar una manifestacion mas grave de la enfermedad o afeccion o un subtipo particular de la
misma. Tales medidas también pueden permitir un control mas preciso de la progresion de la enfermedad al ofrecer
mas datos comparativos.

En tales realizaciones, el grado en que el Q-residual de la etapa (iv) y el T? de Hotelling de la etapa (v) difieren de los
valores umbrales normobidticos a disbidticos con los que se comparan indicara (o proporcionara una medida de, o
ser proporcional a) el grado de la disbiosis.

En realizaciones mas especificas, la disbiosis se puede cuantificar combinando el Q-residual de la etapa (iv) y el T?
de Hotelling de la etapa (v) en una Unica métrica para la disbiosis. Esta segunda combinacion se puede lograr por
cualquier medio conveniente que dé como resultado una salida informativa significativa de esta etapa. La segunda
combinacién puede ser simplemente la suma o multiplicacién del Q-residual de la etapa (iv) y el T? de Hotelling de la
etapa (v).

De este modo, la invencion proporciona un método para cuantificar la disbiosis, comprendiendo dicho método
realizar el método de la invencion descrito anteriormente, en el que dichas comparaciones con umbrales
normobidticos a disbidticos comprenden combinar el Q-residual de la etapa (iv) y el T? de Hotelling de la etapa (v) en
una unica métrica para la disbiosis.

En otras realizaciones, se puede producir una manipulacién adicional, por ejemplo, la aplicacién de técnicas de raiz,
exponenciacion o logaritmo al Q-residual de la etapa (iv) y/o al T? de Hotelling de la etapa (v). En realizaciones
adicionales, se pueden aplicar ponderaciones a una o ambas de estas combinaciones (discutidas con mas detalle a
continuacién). En oftras realizaciones mas, la segunda combinacién también puede manipularse mas. En otras
realizaciones mas, se calcula la distancia euclidiana desde el origen tanto para el Q-residual de la etapa (iv) como
para el T? de Hotelling de la etapa (v). De este modo, en determinadas realizaciones, el Q-residual de la etapa (iv) y
el T? de Hotelling de la etapa (v) se elevan al cuadrado, luego se suman y luego se determina la raiz cuadrada de
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ese calculo para dar dicha métrica Unica para la disbiosis. Esto se puede representar como la siguiente formula
(Formula 1) en la que Qres representa el Q-residual de la etapa (iv) y T? representa el T? de Hotelling de la etapa (v).

Formula I:

F= J{T"ﬂz -+ (;h**.es:2

Una sola métrica es muy conveniente y ofrece ventajas en la interpretacién de resultados de diferentes sujetos.
Sorprendentemente, se ha encontrado que el Q-residual de la etapa (iv) y el T2 de Hotelling de la etapa (v) estan
potencialmente correlacionados y que un valor alto para una combinacién se puede asociarse con un valor alto de la
otra. Se ha reconocido que la simple suma de estos valores puede sobrerepresentar el grado de la disbiosis y, por lo
tanto, el uso de la distancia euclidiana puede ser ventajoso, ya que reduce el riesgo de que la métrica unica
sobrerepresente el grado de la disbiosis planteada por la simple suma de valores en la segunda combinacion.

Un umbral normobiético a disbiético para la misma pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en
una muestra del tracto Gl correspondiente expresado en los mismos términos que la métrica descrita anteriormente
se puede calcular de la misma manera a partir de una pluralidad de sujetos normales y/o sujetos con disbiosis y el
grado en el que la métrica de una muestra de prueba difiera de dicho umbral sera proporcional al grado de la
disbiosis.

En realizaciones preferidas, la combinacion del Q-residual de la etapa (iv) y el T? de Hotelling de la etapa (v) en una
Unica métrica para la disbiosis comprendera escalar dicho Q-residual de la etapa (iv) y el T? de Hotelling de la etapa
(v) para dar como resultado valores de magnitud similar, por ejemplo, dividiendo el Q-residual de la etapa (iv) y el T2
de Hotelling de la etapa (v) por sus respectivos umbrales de clase normobidtica a disbidtica (esto es, los umbrales
normobidticos a disbidticos con los que se compara en las etapas (iv) y (v) respectivamente). Esto se puede
representar como la siguiente férmula (Formula Il) en la que q representa el Q-residual de la etapa (iv) y T?
representa el T? de Hotelling de la etapa (v).

Formula Il:

[ 2 i &
T2
a,,ql Jthres T thres

Una métrica Unica escalada es muy conveniente y ofrece ventajas en la interpretacion de los resultados de
diferentes sujetos.

En otras realizaciones mas, con el fin de cuantificar la disbiosis, dicha métrica Unica (preferiblemente dicha métrica
unica escalada) se puede representar ademas en una escala numérica finita, preferiblemente continua, de
normobidtica a disbidtica (o viceversa) con separacion de clases (el limite entre normobiosis y disbiosis) en un punto
predeterminado, preferiblemente un valor entero predeterminado, en esa escala numérica finita que representa, o
es, una combinacién de, preferiblemente la suma de, los umbrales de clase normobidtica a disbidtica (escalada de
manera similar si es apropiado) de las etapas (iv) y (v).

El grado en el que dicha métrica Unica determinada para una muestra de prueba difiere del punto de separacién de
clases en la direccién del punto final disbidtico maximo de la escala es proporcional al grado de disbiosis.
Preferiblemente, la porcién de la escala numérica entre el punto de separacién de clases y el punto final disbidtico
maximo de la escala se subdivide en regiones discretas que cuantifican adicionalmente la disbiosis. Preferiblemente,
dichas regiones tienen limites en puntos definidos, por ejemplo, enteros numéricos.

De este modo, la invencién proporciona un método para cuantificar la disbiosis, comprendiendo dicho método
realizar el método de la invencion descrito anteriormente y trazar ademas dicha métrica Unica para la disbiosis en
una escala numérica finita, preferiblemente continua, con separacién de clases en un punto predeterminado que
representa, o es una combinacién de los umbrales de clase normobidtica a disbidtica de las etapas (iv) y (v),
escalados de manera similar si se ha aplicado el escalado.

De manera similar, el grado en el que dicha métrica Unica determinada para una muestra de prueba difiere del punto
de separacion de clases en la direccion del punto final normobiético maximo de la escala es inversamente
proporcional al grado en el que la muestra de prueba se desvia de la definicion de normal del modelo. Para ayudar a
visualizar esto, la porcién de la escala numérica entre el punto de separacion de clases y el punto final normobiético
maximo de la escala se puede subdividir en regiones discretas que cuantifican ain mas la desviacion de la definicion
de normal del modelo. Preferiblemente, dichas regiones tienen umbrales en puntos definidos, por ejemplo, enteros
numéricos.
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Para facilitar la interpretacion, la métrica Unica se puede informar en términos del umbral mas cercano entre las
diversas regiones de la escala o el punto de separacion de clases.

Trazar dicha métrica unica en dicha escala numérica, esto es, una escala con un punto de separacion de clases que
representa, 0 es, una combinacion de, preferiblemente la suma de, los valores umbrales de clase normobidtica a
disbiética de las etapas (iv) y (v), asegura que ambos elementos de la métrica contribuyan al hallazgo del grado de
la disbiosis.

Como resultado del hecho de que dicha métrica Unica es una combinacion de dos medidas diferentes (el Q-residual
de la etapa (iv) y el T? de Hotelling de la etapa (v), el limite de clase (normobiosis a disbiosis) definido por estos
medidas es bidimensional y simplemente sumando los valores umbrales de clase normobidticos a disbidticos
asociados para ambas medidas para determinar el punto de separacion de clases en dicha escala numérica finita
puede no ser capaz de resolver completamente la variacién entre los resultados de muestras normobidticas y
disbidticas que pueden verse en o cerca del limite de clase cuando solo una de estas medidas esta mas alla de su
valor de umbral respectivo. Por lo tanto, puede ser mas preciso, al trazar mas la métrica unica en una escala
numérica finita de normobidtico a disbidtico (o viceversa) con separacion de clases (el limite entre normobiosis y
disbiosis) en un punto predeterminado, para establecer el punto de separacién de clases predeterminado
diferencialmente dependiendo de si dicha muestra de prueba tiene al menos una de estas medidas mas alla de su
valor umbral respectivo. En estas realizaciones, el punto de separacion de clases para una muestra de prueba que
tiene al menos uno de los Q-residuales de la etapa (iv) o el T2 de Hotelling de la etapa (v) por encima de los valores
umbrales de clase normobidtica a disbidtica de las etapas (iv) y (v), respectivamente, correspondera, o
preferiblemente serd, el de uno u otro de los valores umbrales de clase normobidtica a disbidtica excedidos de las
etapas (iv) o (v). También en estas realizaciones, el punto de separacién de clases para una muestra de prueba en
la que ni el Q-residual de la etapa (iv) ni el T? de Hotelling de la etapa (v) estdn mas alla de los valores umbrales
normobidticos a disbidticos de las etapas (iv) y (v), respectivamente, correspondera a, o preferiblemente sera, la
suma de los umbrales de clase normobidtica a disbiotica de las etapas (iv) y (v). En estas realizaciones,
"corresponde a" incluye las formas de raiz, exponenciacion o logaritmo de las mismas, preferiblemente la forma de
raiz cuadrada de dichos valores umbral.

De este modo, la invencion proporciona un método para cuantificar la disbiosis, comprendiendo dicho método
realizar el método de la invencién descrito anteriormente y trazar ademas la métrica unica en una escala numérica
finita con separacién de clases en un punto predeterminado, en el que para una muestra de prueba que tiene en al
menos uno del Q-residual de la etapa (iv) o el T? de Hotelling de la etapa (v) por encima de los valores umbrales de
clase normobidtica a disbidtica de las etapas (iv) y (v), respectivamente, dicho punto de separacién de clases
correspondera al de uno u otro de los valores umbrales de clase normobidtica a disbiética excedidos de las etapas
(iv) o (v) y para una muestra de prueba en la que ni el Q-residual de la etapa (iv) ni el T? de Hotelling de la etapa (v)
estan mas alla del valores umbrales de normobidtico a disbiético de las etapas (iv) y (v), respectivamente, dicho
punto de separacién de clases correspondera a la suma de los umbrales de clase normobiético a disbiético de las
etapas (iv) y (v).

En estas realizaciones puede ser conveniente si se aplica un valor representativo al punto de separacion de clases
que permanece consistente independientemente del valor real del punto de separacion de clases aplicable a la
muestra de prueba en cuestion, facilitando de este modo el uso de la misma escala para informar los resultados de
sujetos normobiéticos o disbidticos.

En las realizaciones en las que una porcién de la escala numérica entre el punto de separacién de clases y el punto
final disbiético maximo de la escala se subdivide en regiones discretas que cuantifican adicionalmente la disbiosis en
términos de numeros enteros definidos, puede ser ventajoso calcular donde dicha métrica Unica cae mas
precisamente como un valor decimal entre dichos valores enteros, asi se puede lograr una cuantificacion mas
precisa de la disbiosis. En tales realizaciones, el calculo de dichos valores decimales entre dichos numeros enteros
se realiza mediante una funcion de distribucién de densidad o probabilidad. Numerosas técnicas estan disponibles
para la persona experta que podria seleccionar o combinar tales técnicas para satisfacer sus necesidades o disefiar
nuevas técnicas. A modo de ejemplos no limitantes, se pueden usar las siguientes distribuciones: distribucion
logaritmica normal, distribucion uniforme continua, distribucion uniforme discreta, distribucion normal (o gaussiana),
distribucion t de Student, distribucion chi-cuadrado, distribucién F, distribucion normal logit, distribucion log-logistica,
distribucion de Pareto, distribuciéon de Bernoulli, distribucion binomial, distribucidon geométrica, distribucion de
Poisson, distribucién exponencial, distribucion gamma, distribucién beta. En estas realizaciones, la métrica Unica aun
se puede informar en términos del umbral mas cercano entre las diversas regiones de la escala o el punto de
separacion de clases pero, al calcular el valor decimal, determinar qué umbral estd mas cercano sera mas preciso.

En realizaciones preferidas, los efectos de la variacion técnica sobre el trazado de los datos de prueba en dicha
escala numérica finita, en particular entre dicho punto de separacion de clases y dicho punto final de disbiosis
maéxima, se minimizan aplicando ponderaciones al Q-residual de la etapa (iv) y/o el T? de Hotelling de la etapa (v)
durante la segunda etapa de combinacion. Cuando se aplican ponderaciones a ambas combinaciones, las
ponderaciones pueden ser las mismas o pueden diferir. Uno u otro puede ser cero. Se pueden determinar
ponderaciones apropiadas sin una carga excesiva analizando repetidamente una muestra de referencia o una
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pluralidad de muestras de referencia, por ejemplo, una muestra o muestras de un sujeto con disbiosis del tracto Gl,
de acuerdo con la invencion y la determinacion de qué valores de ponderacion, si los hay, para cada combinacion
dan como resultado la salida interexperimental mas estable.

En realizaciones preferidas, esto se puede expresar como la siguiente formula (Férmula Ill) en la que q representa el
Q-residual de la etapa (iv), T? representa el T2 de Hotelling de la etapa (v) y w representa la ponderacion aplicada.

Formula [l

2 TZ
r= w*(—) + Wz # | o5
iq T 2
Qthres r thres

En determinadas realizaciones, se pueden aplicar ponderaciones al analisis de muestras que tienen al menos uno
de los Q-residual de la etapa (iv) o el T? de Hotelling de la etapa (v) por encima de los valores umbrales de clase
normobidtica a disbidtica de las etapas (iv) y (v), respectivamente, pero no al andlisis de una muestra de prueba en
la que ni el Q-residual de la etapa (iv) ni el T? de Hotelling de la etapa (v) estdn mas alla de los valores umbrales
normobidticos a disbidticos de las etapas (iv) y (v), respectivamente.

En determinadas realizaciones, los métodos de la invencion no comprenden una etapa en la que se compara un
perfil de la microbiota de la muestra del tracto Gl, por ejemplo, directamente, a un perfil correspondiente
representativo de una enfermedad o afeccidon particular o estadio de la misma o al perfil correspondiente
representativo de un sujeto sano o un paciente con disbiosis del tracto Gl.

Como se discutié anteriormente, se cree que muchas enfermedades y afecciones, o estadios de las mismas, estan
asociadas con perturbaciones en la microbiota del tracto Gl, o regiones del mismo. Por lo tanto, los métodos de la
invencion descritos anteriormente, en particular los métodos cuantitativos o semicuantitativos, se pueden usar para
obtener y proporcionar informacién relevante para el diagnostico, control y/o caracterizacién de enfermedades y
afecciones asociadas con perturbaciones en la microbiota del tracto Gl o la evaluacién del riesgo de desarrollar una
enfermedad o afeccion que se asocia con una perturbacion del perfil de la microbiota del tracto GI. Como se
desprende de la discusion en este documento, la perturbacion del perfil de la microbiota del tracto Gl se puede
considerar disbiosis del tracto GI.

De este modo, en un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para obtener informacion relevante para
el diagnéstico, control y/o caracterizaciéon de enfermedades y afecciones asociadas con perturbaciones en la
microbiota del tracto Gl o la evaluacion del riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccion que estd asociada con
una perturbacién del perfil de la microbiota del tracto Gl, comprendiendo dicho método realizar un método como se
define anteriormente, en el que el producto de dicho método como se define anteriormente, la indicacién de la
probabilidad de disbiosis o el grado de disbiosis, proporciona dicha informacion.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un método para diagnosticar, controlar y/o caracterizar
enfermedades y afecciones asociadas con perturbaciones en la microbiota del tracto Gl o la evaluacion del riesgo de
desarrollar una enfermedad o afeccion que esta asociada con una perturbacién del perfil de la microbiota del tracto
Gl, comprendiendo dicho método realizar un método como se define anteriormente en el que la indicacién de la
probabilidad de disbiosis o el grado de la disbiosis es indicativa de la presencia o ausencia, el riesgo de desarrollo, el
progreso de, o las caracteristicas de dicha enfermedad o afeccion asociadas con perturbaciones en la microbiota del
tracto Gl. En estas realizaciones, el método puede comprender ademas una etapa de hacer un diagnostico, de
controlar y/o de hacer una caracterizacion de una enfermedad o afeccidén asociada con perturbaciones en la
microbiota del tracto Gl o de hacer una evaluacion del riesgo de desarrollar una enfermedad. enfermedad o afeccion
que esta asociada con una perturbacion del perfil de la microbiota del tracto Gl en base a la indicacion de la
probabilidad o el grado de disbiosis proporcionada en las etapas anteriores. Los resultados de dicha ultima etapa se
pueden registrar y opcionalmente almacenar en un medio de grabacion/almacenamiento apropiado y/o comunicarse
a un médico, el sujeto o intermediario o agente del mismo.

En determinadas realizaciones, dicho método se realiza con perfiles de la microbiota de una pluralidad de muestras
del tracto Gl tomadas del paciente en diferentes momentos. De esta manera, se pueden investigar los cambios en la
microbiota del tracto Gl de los sujetos a lo largo del tiempo.

Las enfermedades y afecciones asociadas con perturbaciones en la microbiota del tracto Gl, esto es, disbiosis, se
pueden considerar aquellas que pueden ser causadas o exacerbadas por un cambio en el perfil de la microbiota del
tracto Gl (o regiones del mismo) aquellos que causan, o dan como resultado, la visualizacion de un perfil de la
microbiota del tracto Gl (o regiones del mismo) que difiere del estado normal o aquellos que pueden estar
caracterizados o identificados por la visualizacion de un perfil de la microbiota del tracto Gl (o regiones del mismo)
que difiere del estado normal. Los ejemplos de tales enfermedades y afecciones incluyen, pero no se limitan a,
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trastornos funcionales del tracto Gl, por ejemplo, enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), enfermedad de Crohn
(CD), colitis ulcerosa (UC), sindrome del intestino irritable (IBS) y dispepsia; sindrome de sobrecrecimiento
bacteriano del intestino delgado y canceres del tracto Gl (por ejemplo, cancer de boca, faringe, eséfago, estdmago,
duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon, recto o ano); cancer de mama; espondilitis anquilosante; esteatohepatitis no
alcohdlica; enfermedades atopicas, por ejemplo, eccema, asma, dermatitis atdpica, conjuntivitis alérgica, rinitis
alérgica y alergias alimentarias; trastornos metabdlicos, por ejemplo, diabetes mellitus (tipo 1 y tipo 2), obesidad y
sindrome metabdlico; trastornos neurolégicos, por ejemplo, depresién, esclerosis miultiple, demencia y enfermedad
de Alzheimer; enfermedad autoinmune (por ejemplo, artritis); desnutriciéon; sindrome de fatiga crénica y autismo. En
realizaciones preferidas, los métodos de la invencion se realizan en el contexto de IBS.

"Diagnostico” se refiere a la determinacion de la presencia o existencia de una enfermedad o afeccion o estadio de
la misma en un organismo. "Control" se refiere a establecer el grado de o los posibles cambios en una enfermedad o
afeccion, particularmente cuando se sabe que un individuo padece una enfermedad o afeccion, por ejemplo, para
controlar los efectos del tratamiento o el desarrollo de una enfermedad o afeccion, por ejemplo, para determinar la
idoneidad de un tratamiento, para proporcionar un prondstico y/o para determinar si un paciente esta en remisiéon o
recaida. "Caracterizar" incluye determinar las caracteristicas de una enfermedad o afeccién particular de un sujeto,
por ejemplo, el grado o la gravedad de la enfermedad o afeccion o el subtipo de la misma, incluida la probabilidad de
responder a terapias particulares.

"Evaluar el riesgo de que un sujeto desarrolle una enfermedad o afeccion" se refiere a la determinaciéon de la
posibilidad o probabilidad de que el sujeto desarrolle la enfermedad o afeccion. Esto se puede expresar como una
probabilidad numérica en algunas realizaciones. La evaluacion del riesgo se puede realizar en virtud del grado de la
disbiosis determinada por los métodos de la invencion.

"Enfermedad" se refiere a un estado de alteracion patologica en relacion con lo normal que puede resultar, por
ejemplo, de una infeccion o una imperfeccion genética adquirida o congénita.

Una "afeccion" se refiere a un estado de la mente o el cuerpo de un organismo que no se ha producido a través de
una enfermedad reconocida, por ejemplo, la presencia de un agente en el cuerpo, tal como una toxina, un farmaco o
un contaminante, o el embarazo.

"Etapa de la misma" se refiere a diferentes estadios de una enfermedad o afeccion que pueden o no exhibir cambios
fisioldgicos o metabolicos particulares, pero si exhiben cambios en el perfil de la microbiota del tracto Gl. En algunas
realizaciones, las diferencias observadas en el perfil de la microbiota del tracto Gl pueden conducir a una
clasificacion previamente no apreciada del progreso de una enfermedad o afeccion.

El sujeto puede ser cualquier sujeto humano o animal no humano, pero mas particularmente puede ser un
vertebrado, por ejemplo, un mamifero, incluidos el ganado y los animales de compafiia. Preferiblemente, el sujeto es
un ser humano, en cuyo caso el término "paciente" se puede usar indistintamente con el término "sujeto". El sujeto
puede ser de cualquier edad, por ejemplo, un bebé, un nifio, un joven, un adolescente o un adulto, preferiblemente
un adulto. En los seres humanos, se considera que un adulto tiene al menos 16 afos de edad y un bebé hasta los 2
afios. En determinadas realizaciones, el sujeto sera un bebé, en otras sera un nifio o un adulto. El sujeto puede
tener o ser sospechoso de tener o estar o sospechar de estar en riesgo de disbiosis, o la afeccion médica en
cuestion (por ejemplo, IBS e IBD y sus subcategorias CD y UC).

Un sujeto "normal" o "sano" es un sujeto que no se considera que tenga la enfermedad o dolencia u otra afeccion
médica, cuyo diagnostico es el objeto del método en cuestion, o una enfermedad, dolencia u otra afeccion médica
que es similar a la misma o comparte caracteristicas y sintomas comunes, por ejemplo, sintomas y caracteristicas
Gl. Un tracto Gl "normal" o "sano" es un tracto Gl de tales sujetos. Alternativamente poner, un sujeto "normal" o
"sano" (o tracto Gl) es un sujeto/tracto Gl que no tiene disbiosis del tracto Gl. En otras realizaciones, un sujeto
normal o sano estara esencialmente libre de enfermedad o dolencia grave u otras afecciones médicas, o al menos
es un sujeto que no tiene sintomas observables o detectables de ninguna enfermedad o dolencia grave reconocida.
En otras realizaciones, un sujeto normal o sano estara libre de toda enfermedad o dolencia u otras afecciones
médicas, o al menos no tendra sintomas observables o detectables de ninguna enfermedad o dolencia reconocida.
Preferiblemente, estas referencias a enfermedad, dolencia o afecciéon médica son una referencia a una enfermedad,
dolencia o afecciéon médica del tracto Gl.

La palabra "correspondiente” se usa para transmitir el concepto de que el sujeto al que se aplica el término es el
mismo que otra instancia de ese sujeto. De este modo, las caracteristicas esenciales que definen a ese sujeto son
compartidas por el otro sujeto, aunque los detalles precisos pueden ser Unicos. Los términos alternativos podrian ser

"coincidencia", "analogo", "de acuerdo", "equivalente" o "igual que".

Los métodos de la invencion se pueden realizar en un ordenador, sistema o aparato que lleve un programa
adaptado para realizar dichos métodos o al menos una de las etapas de los mismos. De este modo, los métodos de
la invencion son métodos implementados por ordenador y la invencion proporciona ademas un ordenador, sistema o
aparato que lleva un programa adaptado para realizar los métodos de la invencion. Por lo general estaran presentes
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un procesador para ejecutar el software y un dispositivo de almacenamiento para almacenar los datos de prueba y
los resultados de una o mas etapas de los métodos de la invencién. El procesador y el dispositivo de
almacenamiento estaran por lo general en comunicacion entre si. En una realizacion, el ordenador, sistema o
aparato esta en comunicacion con una red, tal como el internet, por ejemplo, para la comunicacién con laboratorios y
clinicas que comunican datos de prueba y/o reciben el resultado de los métodos de la invencién. El sistema o
aparato se puede adaptar ademas para realizar el perfilado de la microbiota, o una etapa del mismo, por ejemplo, la
etapa que da como resultado un perfil de uso de la microbiota de acuerdo con la presente invencion, preferiblemente
de manera parcial o totalmente automatizada. La invencion proporciona ademas un medio legible por ordenador que
lleva dicho programa y dicho programa per se. En otros aspectos mas, la invencién proporciona las formulas I, 11 y 11
y el uso de las mismas en los tipos de métodos descritos en general en este documento y los métodos especificos
de la invencion enumerados en este documento.

Los resultados (salida final) de los métodos de la invencién se pueden proporcionar en medios informaticos o
legibles por humanos o comunicarse por cualquier medio apropiado, electrénico o de otro tipo, para su comprension
y/o interpretacion adicional por parte de un experto.

Los métodos de la invencién se pueden usar solos como una alternativa a otras técnicas de investigacion o ademas
de tales técnicas para proporcionar informacion sobre los perfiles de la microbiota de un sujeto, por ejemplo, en el
diagndstico, etc. De enfermedades y afecciones asociadas con perturbaciones en la microbiota del tracto Gl, en
particular para diagnosticar IBS o descartar IBS como explicacion de los sintomas presentados por el sujeto. En el
contexto del diagnodstico de IBS, por ejemplo, los métodos de la invencion se pueden usar como una medida de
diagndstico alternativa o adicional al diagnéstico usando técnicas de imagen tales como la formacién de imagenes
por resonancia magnética (MRI), imagenes por ultrasonido, imagenes nucleares, imagenes de rayos X o endoscopia
o0 marcadores seroloégicos de IBD, por ejemplo, anticuerpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) y anticuerpos de
citoplasma de antineutrdfilos perinucleares (pPANCA).

En los métodos descritos anteriormente se puede combinar con el tratamiento terapéutico de dicho sujeto de manera
consistente con el diagndstico o prondstico realizado para aliviar, reducir, remediar o modificar al menos un sintoma
o caracteristica de la enfermedad o afeccion asociada con perturbaciones en la microbiota del tracto Gl que tiene el
sujeto (por ejemplo, IBS, etc.), por ejemplo, mediante la administracion de una composicidon farmacéutica (que se
puede considerar que incluye trasplantes microbotales fecales y cultivos microbianos) y/o realizando un
procedimiento quirdrgico apropiado para tratar la enfermedad o afeccién y/o ajustar el estilo de vida del sujeto de
una manera apropiada para tratar la enfermedad o afeccién. En este sentido, la invencion se puede considerar
aplicada en el contexto de métodos para el tratamiento terapéutico de enfermedades o afecciones asociadas con
perturbaciones en la microbiota del tracto Gl (por ejemplo, IBS, etc.) y para guiar y/u optimizar tales tratamientos.
Esto puede incluir tratamientos para remediar, o al menos abordar en parte, la disbiosis del tracto Gl de un sujeto o
el grado de la misma.

La figura 1 muestra la distribucion de las puntuaciones de DI 1-5 para la cohorte de validacion determinada en el
ejemplo 1, que muestra el aumento de DI de individuos normales a través de pacientes con IBS y finalmente en
pacientes con IBD.

La figura 2 muestra las puntuaciones de PCA para los dos primeros componentes principales para la cohorte de
validacion (n = 287) en base a 54 sondas. Los dos PC representan el 48 % de la variacion y los puntos estan
coloreados segun A) cohorte: amarillo - normal, azul - IBS y rojo - IBD; y B) DI: gris = 1-2, naranja = 3, rojo = 4, rojo
oscuro = 5.

La figura 3 muestra la sefial normalizada media para las cinco sondas principales clasificadas por diferencia relativa
absoluta entre disbioticos (rojo) y no disbidticos (gris) como se determina en el ejemplo 1 para A) pacientes con IBS
(n = 109) y B) pacientes con IBD (n = 135). Act; Actinobacteria, B/Prev; Bacteroides/Prevotella, Firm(b); Firmicutes
(Bacilli), Firm(c); Firmicutes (Clostridia), F. prau; Faecalibacterium prausnitzii, Pb; Proteobacteria, Rum.g;
Ruminococcus gnavus, Sh/Es; Shigellal Escherichia.

La figura 4 muestra la sefial normalizada media para las sondas clasificadas por diferencia relativa absoluta entre
disbiético (rojo) y no disbidtico (gris) como se determina en el ejemplo 1 para la cohorte espafiola (n = 24). Bf;
Bifidobacterium, B.ster; Bacteroides stercoris, Parab; Parabacteroides, Pb; Proteobacterias, Sh/Es;
ShigellalEscherichia.

La figura 5 muestra las puntuaciones de los tres primeros componentes principales del PCA de los datos
normalizados de cinco sujetos sanos recopilados semanalmente durante un maximo de 14 semanas (n = 64). Un
punto es una muestra del donante x tomada en el momento y. Los primeros tres PC representan el 65 % de la
variacion y los puntos estan coloreados segun el donante.

Ejemplo 1 - Preparacion de perfiles de la microbiota del tracto Gl con 54 sondas dirigidas a una pluralidad de
microorganismos o grupos de microorganismos y usarlos para determinar la disbiosis en pacientes con IBS e IBD
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Materiales y métodos
Muestras humanas

Se recogieron muestras fecales de 668 adultos (de 17-76 afos; 69 % mujeres), incluidos individuos normales (n =
297) y pacientes con IBS (n = 236) e IBD (n = 135) (Tabla 1). Se recolectaron muestras fecales de hospitales en
Noruega, Suecia, Dinamarca y Espafia (72 %), asi como de lugares de trabajo en Oslo, Noruega (28 %), en un
esfuerzo por lograr la heterogeneidad. Los donantes normales no presentaban signos clinicos, sintomas o
antecedentes de IBD, IBS u otros trastornos organicos relacionados con el tubo digestivo (por ejemplo, cancer de
colon). Las muestras de IBS se recolectaron como parte de estudios prospectivos que usaron los criterios de
diagnostico de Roma Il para identificar el IBS. La distribucion de los subtipos de IBS fue 44 % IBS-diarrea, 22 %
IBS-alternancia, 17 % IBS-estrefiimiento, 11 % IBS-sin subtipo y 4 % IBS-mixto. El diagnéstico de IBD se basé en la
presentacion clinica confirmada por colonoscopia. De las 135 muestras de IBD, 80 (59 %) eran tratamiento-
pacientes naive y 55 (41 %) eran pacientes con IBD en remision. La distribucién de los tipos de IBD fue 62 % de UC
y 38 % de CD para el grupo tratamiento-naive, y 67 % de UC y 33 % de CD para el grupo de IBD en remision. Se
obtuvo el consentimiento informado para todas las muestras junto con la aprobacion de los comités de ética
cientifica locales.
Tabla 1. Informacién demografica

Edad (afios)*

categorias Total Mujeres, % Media Intervalo
Controles normales 297 63 41 21-70
Nérdico 254 64 42 21-70
Danés 19 63 42 23-61
Espafiol 24 50 35 22-56
iBst 236 78 40 17-76
IBS-D 102 79 40 18-70
IBS-C 41 85 42 22-73
IBS-M 10 80 37 19-55
IBS-U 25 88 41 19-68
IBS-A 51 67 39 20-62
IBD tratamiento-naive 80 56 34 18-61
CD 30 50 33 19-53
uc 50 63 35 18-61
Remision de IBDF 55 76 42 20-69
CD 18 72 38 20-59
uc 36 78 44 24-69

A, alternante; C, estrefimiento; CD, enfermedad de Crohn; D, diarrea; IBS, sindrome del intestino irritable; IBD,
enfermedad inflamatoria intestinal; M, mixto; U, sin subtipo; UC, colitis ulcerosa.

* Se conocieron edades precisas para el 99 % del total de muestras usadas.

T Tipo de IBS conocido por el 97 % del total de muestras de IBS usadas.

I Diagnostico de CD/UC conocido para el 99 % del total de muestras de IBD usadas

Coleccién de muestra

Las muestras se recogieron en el hogar, la oficina o el hospital y se congelaron en 3-5 dias. Las muestras fecales se
mezclaron con solucion reguladora de recuperacion y transporte de heces (Roche, Basilea, Suiza) en una proporcion
de 1:3 mediante agitacion con vortex. Todas las muestras se centrifugaron por pulsos y se transfirieron 600 ul a un
bastidor Lysing Matrix E de 96 pocillos (MP Biomedicals Inc., Santa Ana, CA, EE. UU.). Las muestras se sometieron
a lisis mecanicamente dos veces a 1800 rpm, 40 s en reposo de 40 s, en un FastPrep-96™ (MP Biomedicals Inc.).
Las muestras lisadas se centrifugaron (5 min, 1300 g, centrifuga PlateSpin I, Kubota, Tokio, Japén) y se incubaron
250 pl a 65 °C, durante 15 min con 250 pl de solucién reguladora de lisis BLM y 20 ul de proteasa. Se us6 una
alicuota de 400 ul de cada muestra fecal tratada con proteasa para extraer el ADN genémico total segun las
instrucciones del kit mag™ maxi (LGC Genomics, Berlin, Alemania), ajustado para un robot de extraccién de ADN
MagMAX™ express 96 (Life Technologies, Waltham, MA, EE.UU).

Los cebadores de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (dirigidos al gen de ARNr 16S y se usaron para

amplificar fragmentos de 1180 pares de bases que contienen siete regiones variables (V3-V9). A esto le sigui6é una
limpieza de la reaccion como se describe en Vebg et al (Vebo HC, Sekelja M, Nestestog R, et al. Temporal
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development of the infant gut microbiota in immunoglobulin E-sensitized and nonsensitized children determined by
the GA-map infant array. Clin Vaccine Immunol 2011; 18: 1326-1335) con modificaciones menores.

Andlisis de muestras: SNE, hibridacion y deteccion

La plantilla de PCR (> 75 ng) se us6 en una reaccion de extension de un solo nucleétido (SNE) descrita en Vebg et
al, con las siguientes modificaciones: un volumen final de 25 pl que contenia BIOTIN-11-ddCTP 0.5 uM (Perkin
Elmer, Waltham, MA, EE. UU.) se usé en cinco ciclos de marcaje para marcar un conjunto de sondas de 55 sondas
(0.01 uM) (54 sondas diana de bacterias y control universal). Se hibridaron sondas complementarias acopladas a
microesferas magnéticas con codigo de barras carboxilo (BMB, Applied BioCode, Santa Fe Springs, CA, EE. UU.)
con las sondas SNE y se cuantificaron usando un analizador BioCode 1000A (Applied BioCode). En resumen, se
agrego una muestra de SNE de 10 ul a un volumen de reaccion de 40 ul que contenia 31.2 ul de solucion reguladora
BMB, control de hibridaciéon y 1.8 ul de BMB acopladas. Las muestras se incubaron a 700 rpm, 95 °C, durante 3 min,
seguido de 700 rpm, 45 °C, durante 15 min en un Vortemp™ 56 (Labnet International Inc., Edison, NJ, EE. UU.). Se
agregod una solucién reguladora de BMB de 25 ul que contenia 20 pg/ml de reactivo ultrasensible de estreptavidina
R-ficoeritrina LumiGrade (Roche) a cada muestra antes de 90 minutos de incubacion a 700 rpm, 45 °C. Finalmente,
las muestras se lavaron de acuerdo con las recomendaciones de Applied BioCode. La sefal de hibridacion fue
procesada por el software BioCode 1000A Analyzer (Applied BioCode). El software identificd y cuantifico las sefiales
medianas, el recuento de microesferas y las banderas, y los archivos de datos sin procesar se exportaron para su
posterior analisis.

Identificacion, seleccion de sondas, pruebas in silico e in vitro

Para establecer y optimizar el conjunto de sondas bacterianas mas aplicable, se recopilaron datos de
investigaciones previas sobre la microbiota intestinal de IBD e IBS en base a criterios de busqueda predefinidos para
proporcionar > 500 observaciones bacterianas asociadas con la aparicion de IBD e IBS. A partir de un conjunto de
datos combinado de 496 secuencias de genes de ARNr 16S (secuencia[s] de consenso para cada especie, elegidas
entre todas las secuencias largas de ARNr 16S disponibles y purificadas para evitar errores de secuencia) de 269
especies bacterianas, se disefiaron sondas para cubrir las principales observaciones bacterianas realizadas a partir
de la literatura. Todas las sondas se disefiaron de acuerdo con Vebg et al con una temperatura de fusién minima
(Tm) de 60 °C mediante el método del vecino mas cercano para el grupo diana donde el extremo 3' del nucleétido de
la sonda es una citosina; los requisitos de la sonda del grupo no diana fueron una T, de 30 °C o la ausencia de una
citosina como nucleétido adyacente al extremo 3' de la sonda. Cada sonda se disefié para apuntar a una especie o
grupo bacteriano, esto es, Faecalibacterium prausnitzii (especie), Lactobacillus (género), Clostridia (clase) y
Proteobacteria (filo), en base a su secuencia de ARNr 16S (V3-V9). Las sondas que satisfacian la deteccion de la
diana y la exclusién no diana in silico se evaluaron para el etiquetado cruzado, el autoetiquetado y la hibridacion
cruzada antes de realizar la validacion final contra cepas bacterianas in vitro.

Después de las pruebas in vitro, se selecciond adicionalmente un panel de 124 sondas 6ptimas usando métodos de
seleccién de variables: importancia variable en la proyeccion, proporcion de selectividad y minimos cuadrados
parciales de intervalo usando datos de una seleccién de muestras normales y de IBS (datos no mostrados). Las
variables (sondas) se seleccionaron en base a su capacidad para distinguir entre muestras aisladas de individuos
sanos normales y pacientes con IBS. Se seleccion6 un panel final de 54 sondas que cubrian los sitios a través de V3
a V7 en la secuencia de ARNr 16S. Se realiz6 la especificidad de la diana bacteriana, probada con el conjunto de 54
sondas contra 368 cepas bacterianas individuales para definir las bacterias diana para cada sonda. Como se
muestra en la tabla 2, las sondas detectan bacterias dentro de los seis filos; Firmicutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Tenericutes y Verrucomicrobia, que cubren 11 clases bacterianas taxondémicas y 36
géneros.
Tabla 2: Lista de las dianas bacterianas de las 54 sondas de marcaje

Numero Filo Clase Género
de sonda
1 Actinobacteria Actinobacteria Atopobium
2 Actinobacteria Actinobacteria Bifidobacterium
3 Actinobacteria Actinobacteria
4 Actinobacteria
5 Bacteroidetes Bacteroidia Alistipes
6 Bacteroidetes Bacteroidia Alistipes
7 Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides
8 Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides
9 Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroides/ Prevotella
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(continuacién)

Nudmero
de sonda
10

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42
43
44
45
46
47

48
49
50

51
52
53
54

Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Especies

Filo

Clase

Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacteroidia
Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli

Bacilli/ Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Clostridia
Erysipelotrichia
Erysipelotrichia
Erysipelotrichia

Negativicutes
Negativicutes
Negativicutes
Negativicutes

Género

Bacteroides
Bacteroides
Bacteroides
Parabacteroides
Parabacteroides
Prevotella
Bacillus
Lactobacillus
Lactobacillus
Pedicoccus/Lactobacillus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus
Streptococcus

Streptococcus/Eubacterium
Anaerotruncus
Blautia
Clostridium
Clostridium
Desuilfitispora
Dorea
Eubacterium
Eubacterium
Eubacterium
Faecalibacterium
Ruminococcus

Catenibacterium
Coprobacillus

Erysipelotrichaceae sin
clasificar
Dialister

Megasphaera/Dialister
Phascolarctobacterium

Negativicutes/Epsilonproteobacteria/ClostridiaVeillonella/Helicobacter

Firmicutes/Tenericutes/Bacteroidetes

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Proteobacteria
Proteobacteria
Tenericutes

Verrucomicrobia

Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Mollicutes
Verrucomicrobiae

Acinetobacter
Pseudomonas

Salmonella, Citrobacter,
Cronobacter, Enterobacter
Shigella/Escherichia

Mycoplasma
Akkermansia
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Procesamiento previo de los datos

Para asegurar una alta calidad, se aplicaron varios criterios de control de calidad a los datos de deteccién para cada
muestra: 1) un recuento de microesferas > 2 para cada sonda; 2) la sefial mediana del control de hibridacion (HYC)
> 13,000; 3) una sefial de fondo mediana < 500; y 4) una sefial mediana de control universal > 4500. La
normalizacion se aplicd dividiendo primero la intensidad de la sefial de cada sonda en cada muestra por la
intensidad de la sefal para HYC para esa muestra y multiplicandola por 1000. Esto se hizo para ajustar las
diferencias de muestra debidas al pipeteo o hibridacion. Posteriormente, se aplicod la normalizacion para ajustar las
diferencias de ejecucion dividiendo la sefal normalizada por HYC de cada sonda en cada muestra por la sefal
normalizada por HYC mediana de cada sonda para las réplicas de un control de ADN sintético y multiplicando por
1000. Antes de la calibracion del perfil de la microbiota normobidtica, las intensidades de sefal normalizadas por
debajo de 15 se establecieron en 0 para eliminar el ruido de fondo bajo y los datos se centraron en la media. Las
muestras de prueba y validacién se normalizaron, y las sefales normalizadas por debajo de 15 se establecieron en 0
antes de que los datos se centraran en la media usando sefales de sonda medias de la cohorte de referencia
normobidtica.

Desarrollo y validacion de pruebas de disbiosis

Se uso el analisis de componentes principales (PCA) para construir un perfil de la microbiota normobidtica (modelo).
El limite entre no disbidtico y disbidtico se determiné calculando las regiones de confianza para los valores de las
estadisticas de Q y cuadrado de T de Hotelling dadas por las puntuaciones de PCA en el modelo. Geométricamente
esto corresponde a un rectangulo con una esquina ubicada en el origen que clasifica las muestras ubicadas dentro
del rectangulo como no disbidticas y las muestras ubicadas afuera como disbidticas. El analisis de las estadisticas
de Q y cuadrado de T escaladas por el limite de confianza mostré que la distancia euclidiana desde el origen tenia
una distribucion similar a logaritmo normal (datos no mostrados). Se usé la distancia euclidiana desde el origen para
fusionar las dos dimensiones, y se realizd6 una ponderaciéon para capturar el efecto de las estadisticas de Q y
cuadrado de T segun fuera apropiado. Una unica representacion numérica del grado de disbiosis, definida como el
indice de disbiosis (DI), se derivd de una distribuciéon logaritmica normal asignando porciones estimadas de la
distribucion a diferentes valores en una escala establecida de 0-5. Un valor de DI de 2 se defini6 como una
separacion de clases representada por los limites de confianza identificados; siendo un DI de 2 o menor la regiéon no
disbiética y un DI de 3 o mayor la region disbidtica. Cuanto mayor sea el DI por encima de 2, mas se considera que
la muestra se desvia de la normobiosis, por ejemplo, la muestra A con DI = 4 estd mas alejada de la cohorte de
referencia normobidtica en el espacio euclidiano que la muestra B con DI = 3, de este modo A es mas disbidtica que
B. La escala se optimizd con énfasis en reducir la variacion técnica entre réplicas, lo que significa que la parte entera
de la salida numérica se decide por niveles predeterminados de la distancia euclidiana.

Para crear la presente prueba, se seleccionaron 211 individuos normales y se dividieron aleatoriamente en un
conjunto de entrenamiento (n = 165) disefiado para construir modelos y un conjunto de prueba (n = 46) disefiado
para ajustar parametros. Se analizaron muestras duplicadas y se us6 la sefial normalizada media para el
entrenamiento y las pruebas. Los datos demograficos de la muestra para los dos grupos fueron similares (Tabla 3).
Ademas, se incluyd un conjunto de pacientes con IBS en el conjunto de prueba (n = 127). Se desarrollaron y
evaluaron un nimero de modelos, y la frecuencia de disbiosis en el conjunto de prueba se us6 como medida del
rendimiento del modelo. Para el modelo final de PCA, se usaron 15 componentes principales y se determiné un
limite de confianza del 98 % para las estadisticas de Q y cuadrado de T para definir la separacion de clases. Cuando
el modelo se usa para puntuar otras muestras, los valores fuera de estos limites se definen como disbidticos.

Tabla 3. Conjuntos de muestra usados para el desarrollo y la validacién de pruebas

Tipo de muestra, n

Cohorte Muestras, nEdad, mediaMujeres, % Normal IBS IBD
Entrenamiento 165 42 64 165 - -
Prueba 173 40 73 46 127 -
Validacion 287 39 71 43 109 135
Cohorte completa 625 40 70 254 236 135

Se usé validacion externa usando un conjunto de prueba independiente que comprende sujetos normales, IBS e IBD
(n = 287) para evaluar el rendimiento de diagnéstico clinico del modelo (Tabla 4). Los sujetos del conjunto de
validacién eran todos de donantes Unicos que no se habian incluido en la poblacién de referencia normal usada para
la calibracion del perfil normobidtico o en el ajuste de parametros. Cada muestra se proces6 usando el algoritmo
finalizado que convierte los datos de cada muestra en un solo entero, esto es, el DI, que representa el grado de
disbiosis en base a la abundancia y el perfil bacteriano dentro de una muestra en relaciéon con el perfil normobidtico
establecido. Un DI > 2 representa una desviacion potencialmente relevante en el perfil microbiético del de la
poblacion de referencia normobiética. Finalmente, se calculo la frecuencia de la disbiosis. Ademas, se realiz6 PCA
en el conjunto de validacion para investigar las diferencias en el perfil de la microbiota entre los tres grupos de
sujetos.
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Tabla 4. Porcentaje de disbiosis y puntuacién DI media en la cohorte de validacién

Cohorte Total Disbidtico, % (95 % Cl) DI, media
Controles normales 43 16 (£11) 1.72
IBS 109 73 (£8) 2.98
IBS-D 34 76 (£14) 3.03
IBS-C 26 73 (£17) 3.00
IBS-M 3 67 3.33
IBS-U 25 72 (£18) 3.04
IBS-A 20 70 (£20) 2.85
IBD tratamiento-naive 80 70 (£10) 3.31
CD 30 80 (x14) 3.60
uc 50 64 (£13) 3.14
Remision de IBD 55 80 (x11) 3.15
CD 18 89 (x14) 3.65
uc 36 75 (£14) 2.92

A, alternante; C, estrefiimiento; CD, enfermedad de Crohn; D, diarrea; LI, indice de disbiosis; IBD, enfermedad
inflamatoria intestinal; IBS, sindrome del intestino irritable; M, mixto; U, sin subtipo; UC, colitis ulcerosa.

Rendimiento técnico

Se siguid la directiva de la EU para pruebas de diagnéstico in vitro para asegurar el cumplimiento de una prueba con
marca CE. Los principales parametros técnicos evaluados fueron precision e intervalo cuantitativo de la prueba;
tanto a nivel de sefial de sonda como a nivel de salida final (esto es, DI). A nivel de la sonda, la precisién de las
sefiales (coeficiente de variacién [CV], porcentaje) varié con la intensidad de la sefial sin procesar. Las sefiales por
debajo de 500 IU se consideraron ruido de fondo; por lo tanto, la medicion de la varianza no fue aplicable. Para
sefiales superiores a 500 IU, se estimé que la precision era del 8.4 %, usando ciclos repetidos para seis donantes
durante seis extracciones fecales por donante durante 2 dias (n = 328). Un CV por debajo del 10 % se establecid
como criterio en el desarrollo del algoritmo DI. Sobre la base de mediciones repetidas de 139 muestras disbidticas,
el 94 % de las muestras mostraron CV por debajo del 10 %. Ademas, se evaluaron varias etapas de prueba en
proceso (datos no mostrados).

Variacion de la microbiota fecal a lo largo del tiempo

Se investigd la variacién en la microbiota a lo largo del tiempo tanto para datos normalizados en el conjunto de
sondas seleccionado como para el resultado de la prueba (Dl). Se recolectaron muestras fecales de cinco donantes
(de 24 a 38 anos; 80 % mujeres) en un intervalo de 1 semana hasta por 14 semanas. Se realizé un PCA de datos
normalizados y se realizé una evaluacion estadistica de la variacion en las sefiales para el donante y el tiempo de
muestreo (semanal) usando el paquete R ffmanova, una implementacién del analisis de varianza multivariante
cincuenta y cincuenta (ANOVA).

Andlisis estadistico

Todos los datos se analizaron en GA (Genetic Analysis AS, Oslo, Noruega). Los datos categéricos se expresaron
como el numero de sujetos (y porcentaje) con una condicidon especifica o variable clinica, y la media segun
corresponda. Se us6 la prueba U de Mann-Whitney para probar los valores de DI. Todas las pruebas fueron
bilaterales y el nivel de significancia elegido fue P < 0.05. El analisis se realizé6 usando el lenguaje de calculo
estadistico R version 3.0.2 y MATLAB 2011b, The Math-Works, Inc., Natick, Massachusetts, Estados Unidos.

Resultados
Frecuencia de disbiosis en sujetos normales, con IBS y con IBD

La validacion de la prueba descrita a continuacion se realizé6 comparando la frecuencia de disbiosis en un conjunto
de 287 muestras, incluidos individuos normales no incluidos previamente en la calibracion del perfil normobidtico (n =
43) y pacientes con IBS (n = 109) e IBD (n = 135) (Tabla 3). Los resultados de la cohorte de validacion se muestran
en la tabla 4. De las 43 muestras normales incluidas en la cohorte de validacion, siete (16 %) se determinaron como
disbidticas, y la distribucion de las puntuaciones de DI para la cohorte de validacion se muestra en la figura 1. Entre
los pacientes con IBS, se determind que 80 de 109 (73 %) eran disbidticos. En la cohorte de IBD, se determind que
100 de 135 (74 %) eran disbidticos, incluidos 56 de 80 (70 %) pacientes con IBD de tratamiento-naive y 44 de 55 (80
%) pacientes con IBD en remision clinica. La distribucion de DI entre los pacientes con IBS e IBD fue
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significativamente diferente (P <0.01). La figura 1 sugiere que la distribucién de las puntuaciones de DI para la
cohorte de IBD muestra un cambio mayor hacia valores mas altos que el IBS. De manera similar, dentro de ambas
cohortes de IBD, la frecuencia de disbiosis para la CD (80 % y 89 %, respectivamente) fue mayor que la de la UC
(64 % y 75 %), con una diferencia significativa en los valores de Dl entre la CD y la UC (P = 0.03).

La prueba también se aplicé a un conjunto de 43 muestras disponibles de individuos normales de Dinamarca (n =
19; 23-61 afios; 63 % mujeres) y Espafia (n = 24; 22-56 afios; 50 % mujeres). Se determind que siete de las 19
muestras danesas eran disbidticas con un DI media de 2.16, lo que resulté en un 37 % de disbidticos (CI del 95 %,
15 % -59 %). Entre las muestras espafiolas, se determind que 10 de las 24 eran disbiéticas con un DI media de 2.58,
lo que resultd en un 42 % de disbidticos (intervalo de confianza [CI] del 95 %, 22 %-62 %). Si bien los resultados
para la cohorte normal danesa no fueron significativamente diferentes de la cohorte de validacion normal (P > 0.05),
observamos que el 50 % (5/10) de las muestras disbiéticas en la cohorte espafiola mostraron un DI superior a 3.

Perfil bacteriano en disbiosis

La aplicaciéon de PCA a la cohorte de validacion usando datos normalizados para las 54 sondas demostré un
agrupamiento relativo de muestras por cohortes de enfermedades. Las puntuaciones de los dos primeros
componentes principales (PC), que representan el 48 % de la varianza en los datos, mostraron un grupo mas
ajustado para los sujetos normales en la esquina inferior derecha en comparacion con una distribucién mas diversa
para los sujetos con IBD e IBS (Figura 2A). Se encontré6 que la distribucion de la muestra en el grafico de
puntuaciones estaba relacionada con el grado de disbiosis, con un grupo central de muestras no disbitticas
rodeadas por muestras con disbiosis 'débil' (DI = 3) y las muestras con la disbiosis mas 'severa' (DI = 5) dispersas
fuera de este grupo (Figura 2B). Tanto el primer como el segundo componente principal separan cada uno las
muestras normales de las muestras de IBS e IBD hasta cierto punto. La dispersion de los valores de DI implica que
diferentes bacterias dominan la disbiosis para diferentes muestras. Para investigar mas a fondo qué grupos de
bacterias fueron los principales contribuyentes a la disbiosis en IBD e IBS, se calcularon las diferencias en la sefial
normalizada media general entre el estado disbiético y no disbiético para cada una de las 54 sondas. Las bacterias
predominantes que contribuyeron a la disbiosis dentro de la cohorte de IBS fueron Firmicutes (Bacilli),
Proteobacteria (Shigella/Escherichia), Actinobacteria y Ruminococcus gnavus (Figura 3A). De manera similar, las
bacterias predominantes dentro de la cohorte de IBD fueron Proteobacteria (Shigella/Escherichia), Firmicutes,
especificamente Faecalibacterium prausnitzii y Bacteroidetes (Bacteroides y Prevotella) (Figura 3B). Curiosamente,
las proteobacterias (Shigella/Escherichia) se encontraban entre los cinco principales grupos bacterianos que
contribuyen a la disbiosis tanto para el IBS como para la IBD, lo que implica similitudes en la disbiosis entre el IBS y
la IBD. Sin embargo, todos los grupos bacterianos que mas contribuyeron a la disbiosis en la cohorte de IBS
mostraron una mayor intensidad de la sefial de la sonda en comparacion con los pacientes no disbiéticos, mientras
que para la cohorte de la IBD, tanto la intensidad de la sefial de la sonda reducida (F. prausnitzii) como la
aumentada fueron los principales contribuyentes a la disbiosis.

Se encontrdé una unica sonda con una sefal diferencial entre las muestras de las cohortes espafiola y escandinava
(P < 0.01; correccion de Benjamini-Hochberg). La sonda se dirige a Firmicutes (Streptococcus), y se encontré que
esta sefal estaba elevada en las muestras espafiolas en comparacion con la cohorte escandinava. La figura 4
muestra las bacterias predominantes que contribuyen a la disbiosis en las muestras espafolas. Como era de
esperar, se encontré nuevamente que las proteobacterias (Shigella/Escherichia) son una bacteria que contribuye a
la disbiosis. Ademas, Bacteroides stercoris y Bifidobacterium contribuyen a la disbiosis, que potencialmente podria
estar relacionada con diferencias por ejemplo, en dieta entre los paises escandinavos y la region mediterranea.

Variacion de la microbiota fecal a lo largo del tiempo

Se recogieron muestras fecales de cinco individuos a intervalos de 1 semana durante hasta 14 semanas. El PCA de
los datos normalizados (n = 64) reveld que la mayor parte de la variabilidad en el analisis longitudinal de la
microbiota fecal estaba relacionada con la variabilidad interindividual; los donantes se pueden distinguir claramente
por los tres primeros y mas importantes PC en el grafico de puntuacién (Figura 5). En este estudio, las muestras se
agruparon segun el donante fecal independientemente del tiempo de recoleccion de la muestra. Los tres primeros
PC describieron el 65 % de la variabilidad total en los datos de la microbiota fecal.

La significacion de los PC fue analizada por ffmanova usando datos normalizados y solo se incluyeron en el modelo
los efectos principales del donante y el tiempo de muestreo (semanal). Los resultados muestran que la cantidad
promedio de variacion entre donantes fue mayor que dentro de un donante (P <0.001) con varianzas explicadas en
base a sumas de cuadrados de 0.48. La variacién entre el tiempo de muestreo no fue significativa (P = 0.26), con
varianzas explicadas en base a sumas de cuadrados de 0.11. El bajo nivel de variaciéon dentro de un individuo a lo
largo del tiempo es crucial para usar la prueba para controlar los cambios durante el tratamiento con el fin de alterar
el perfil de la microbiota.

Discusion
En este ejemplo, se demuestra el rendimiento de una nueva prueba de microbiota intestinal, cuyo objetivo es
identificar y caracterizar la disbiosis determinando la desviacion de la normobiosis. Dicho enfoque de diagnostico
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contrasta con el diagnostico directo de una enfermedad en particular. Se requieren conjuntos caracteristicos de
bacterias en una microbiota intestinal normobidtica sana, y la desviacion representara un estado disbidtico. La
medicidon cuantitativa de la desviacién en la microbiota bacteriana permite caracterizar la disbiosis en muestras de
pacientes con IBS e IBD en base a un algoritmo de diagndstico unico dirigido a la normobiosis.

La presente prueba es un método de amplio espectro, reproducible, preciso, de alto rendimiento y facil de usar para
cuantificar el grado de disbiosis que es especialmente apropiado para uso clinico. Esta prueba proporciona un DI
derivado algoritmicamente en base a la abundancia y el perfil de bacterias dentro de una muestra. Este DI es un
indicador del grado en el que el microbioma de un individuo se desvia del de una poblacién de referencia normal y
podria ser potencialmente muy relevante en el diagnoéstico clinico y el control de la progresion de afecciones tales
como la IBD y el IBS. La estabilidad de la microbiota intestinal humana es otra caracteristica importante si la
caracterizacion microbiana ha de desempenar un papel en el diagnostico, el tratamiento y la prevencion de
enfermedades. Se ha demostrado que, en la microbiota de un individuo, el 60% de las cepas bacterianas
persistieron en el transcurso de 5 afios. En nuestro estudio correspondiente, encontramos solo una baja variacion
intraindividual en el muestreo semanal durante 14 semanas.

La prueba descrita actualmente se ha usado para detectar alta frecuencia de disbiosis en pacientes con IBS e IBD y
baja frecuencia en individuos normales. Tanto los pacientes con IBD en remisién como los pacientes con IBD
tratamiento-naive informaron puntuaciones de DI muy por encima del umbral de 2 con una frecuencia de disbiosis
del 80 % y 70 %, respectivamente. Los pacientes con IBS diagnosticados con Roma Il mostraron una frecuencia del
73 %, lo que confirma observaciones previas, mientras que la frecuencia en individuos normales fue del 16 %.

La disbiosis estd asociada con muchas enfermedades, incluido el IBS, diferentes formas de IBD, obesidad y
diabetes, y también se ha relacionado con la depresion y el autismo. En los ultimos afos, han surgido nuevas
opciones de tratamiento con respecto a restablecer el equilibrio de la microbiota en pacientes disbiéticos. EI FMT
ahora se considera el tratamiento mas eficaz en la colitis recidivante por Clostridium difficile y actualmente se esta
estudiando en ensayos clinicos de fase | a IV en muchas de las afecciones mencionadas anteriormente (CD, fase
II/11 NCT01793831; UC, fase | NCT01947101, fase Il NCT01896635, fase II/lll NCT01790061; IBD incluyendo CD y
UC, fase IV NCT02033408).

Una barrera clave en la interpretacion de los datos de FMT ha sido la variabilidad en la composicién bacteriana de la
microbiota del donante, no solo relacionada con los organismos patdgenos sino también con la composicion de la
microflora que ocurre normalmente, destacando ademas la importancia de identificar un método para caracterizar
suficientemente microbios tanto patégenos como no patdgenos. La capacidad de caracterizar el microbioma de un
individuo y controlar las alteraciones puede permitir la prediccion del resultado terapéutico o incluso la recaida en
tales condiciones. También puede ayudar a explicar por qué un paciente es refractario a determinados regimenes
terapéuticos y facilitar la adaptacion del régimen de acuerdo con lo anterior. Ademas, los perfiles bacterianos
detallados rapidos y reproducibles de individuos normobidticos y disbiéticos pueden ayudar a la continuacion de
enfoques terapéuticos innovadores tales como FMT. De este modo, el uso de la prueba podria resultar clinicamente
util para determinar la disbiosis, no solo en pacientes con IBS e IBD, sino también en otras afecciones en las que el
conocimiento sobre el perfil de la microbiota podria resultar clinicamente util, en el control posterior de los regimenes
de tratamiento prescritos y en el evolucion de nuevos enfoques terapéuticos.

Ejemplo 2 — Andlisis representativo de una muestra usando 54 sondas dirigidas a una pluralidad de
microorganismos o grupos de microorganismos

Tabla 5: Sefiales medidas para 54 sondas de prueba y 4 sondas de control (negrita)

Sonda 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sefial medida 1187 41 4411 2198 9 10 89 38 50 (1691
Sonda 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Sefial medida 1358 27 60 303 4330 |26 26 250 44 885
Sonda 20 21 22 23 24 25 26 27 28 |29
Sefial medida 1369 |7 68 65 49 24 10 32 45 67
Sonda 30 31 32 33 34 35 36 37 38 (39
Sefial medida 2676 798 |17 2 2 528 32 203 1 529
Sonda 40 41 42 43 44 45 46 a7 48 49

(continuacion)
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Sefial medida 765 38 97 183 120 8 5068 4548 47
Sonda 50 103 |104 105 106 107 126 127
Sefial medida 1 155 1419 11 81 19.352 W4 6
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Suma de diferencias de cuadrados (Qres): 27656.3

Suma de valores después de los valores propios aplicados al conjunto de datos proyectados (Tabla 10): 77.30951
(T2 de Hotelling; etapa (v))

A continuacion, se compararon los valores de Qres y T? de Hotelling con valores umbrales predeterminados de
normobidticos a disbidticos: [T? = 32.49 y Qres = 42834.81]. Se confirmd la probabilidad de disbiosis cuando el valor
de T2 supera el umbral.

Entonces se combinaron T2 y Qres en una Unica métrica usando cuadrados; pesos (0.938 y 0.157) y raiz cuadrada
(esto es, Férmula Ill). La cifra resultante fue 2.318146

La métrica unica resultante se traz6 luego en una escala numérica con un punto de separacion de clases de
normobidtico a disbidtico de 0.395 (valor representativo 2), y umbrales adicionales en 1.632 (valor representativo 3),
2.492 (valor representativo 4) e infinito en un valor representativo de 5. Esto colocé la muestra entre los umbrales
representados por los valores 3 y 4 (cerca del limite superior de 2.492 en el intervalo de 3 a 4). La ubicacién precisa
de la muestra de esta escala se calcul6 de la siguiente manera:

Se calculo el area de densidad de distribucion normal logaritmica total entre 3y 4:

0.6820813

0.4840499

0.1980315

(primero menos segundo es igual a tercero)

A continuacion, se calcul6 el area de densidad de distribucién logaritmica normal entre 3 y la muestra:

0.6502034

0.4840499

0.1661535

(primero menos segundo es igual a tercero)

El area de densidad de distribucion logaritmica normal entre 3 y la muestra se dividié luego por el area de densidad
de distribucion logaritmica normal entre 3 y 4 para encontrar la fraccion precisa: 0.8390257. Luego se agrego el

numero entero inferior (3) para obtener la posicion precisa en la escala: 3.839026. Luego, esto se redonded a 4 para
la presentacion de informes.
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REIVINDICACIONES

1. Un método implementado por ordenador para determinar la probabilidad de disbiosis del tracto Gl en un sujeto,
comprendiendo dicho método:

(i) proporcionar un conjunto de datos de prueba, en el que dicho conjunto de datos de prueba comprende al menos
un perfil de la microbiota, siendo dicho perfil de la microbiota un perfil de los niveles relativos de una pluralidad de
microorganismos o grupos de microorganismos en una muestra del tracto Gl del sujeto y en el que cada nivel de
cada microorganismo o grupo de microorganismos es un elemento de perfil de dicho conjunto de datos de prueba,

(ii) aplicar a dicho conjunto de datos de prueba al menos un vector de carga, en el que dicho al menos un vector de
carga es al menos una variable latente ortogonal determinada por el analisis de regresién de los niveles de dicha
pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del tracto Gl correspondientes de una
pluralidad de sujetos normales, produciendo asi un primer conjunto de datos proyectados,

(iii) proporcionar dicho primer conjunto de datos proyectados,

(iv) a partir de dicho primer conjunto de datos proyectados calcular el Q-residual del perfil de la microbiota y
comparar el Q-residual del perfil de la microbiota con un valor de Q-residual de umbral normobidtico a disbidtico
determinado a partir del analisis correspondiente de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de
microorganismos en las muestras correspondientes del tracto Gl de una pluralidad de sujetos normales y/o sujetos
con disbiosis,

(v) a partir de dicho primer conjunto de datos proyectados, calcular el T2 de Hotelling para el perfil de la microbiota a
partir de la varianza explicada por las variables latentes ortogonales determinadas por el analisis de regresién de los
niveles de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del tracto Gl
correspondientes de un pluralidad de sujetos normales de la etapa (ii) y comparar dicho T? de Hotelling para el perfil
de la microbiota con un valor de T? de Hotelling umbral normobidtico a disbiético determinado a partir del analisis
correspondiente de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del tracto Gl
correspondientes de una pluralidad de sujetos normales y/o una pluralidad de sujetos con disbiosis,

en el que la etapa (v) se puede realizar antes o después o simultdneamente con la etapa (iv), y en el que un perfil de
la microbiota con un Q-residual o T2 de Hotelling por encima de dichos umbrales respectivos es indicativo de una
probabilidad de disbiosis.

2. El método implementado por ordenador de la reivindicacion 1, en el que dicho conjunto de datos de prueba
comprende una pluralidad de perfiles de la microbiota y dicho conjunto de datos de prueba esta dispuesto en una
matriz.

3. El método implementado por ordenador de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que dichas variables
latentes ortogonales se determinan mediante la transformacion ortogonal en componentes principales de los niveles
de dicha pluralidad de microorganismos o grupos de microorganismos en las muestras del tracto GlI
correspondientes de una pluralidad de microorganismos sujetos normales, preferiblemente en los que la
transformacién ortogonal en componentes principales se realiza mediante al menos uno de los andlisis de regresion
de minimos cuadrados parciales, analisis de componentes principales, analisis de correlacién candnica, analisis de
redundancia, analisis de correspondencia y analisis de correspondencia candnica.

4. El método implementado por ordenador de cualquier reivindicacion anterior, en el que se aplican al menos 2
vectores de carga, preferiblemente al menos 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 o0 20 vectores de carga, y/o no mas de 50
vectores de carga, preferiblemente no mas de 40, 30, 25, 20, o 15 vectores de carga.

5. El método implementado por ordenador de cualquier reivindicacién anterior, en el que el vector de carga se aplica
en forma de matriz de proyeccion.

6. El método implementado por ordenador de cualquier reivindicacion anterior, en el que dichos perfiles de la
microbiota son cuantitativos o semicuantitativos y en el que dicho método proporciona una medida cuantitativa o
semicuantitativa del grado de la disbiosis.

7. Un método implementado por ordenador para cuantificar la disbiosis, comprendiendo dicho método realizar el
método de la reivindicacion 6, en el que dichas comparaciones con umbrales normobidticos a disbidticos
comprenden combinar el Q-residual de la etapa (iv) y el T? de Hotelling de la etapa (v) en una Unica métrica para
disbiosis, preferiblemente en la que se calcula la distancia euclidiana desde el origen tanto para el Q-residual de la
etapa (iv) como para el T? de Hotelling de la etapa (v) y preferiblemente en la que la distancia euclidiana desde el
origen para ambos Q- residual y el T? de Hotelling se calcula con la formula I:
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8. El método implementado por ordenador de la reivindicacion 7, en el que la combinacion del Q-residual de la etapa
(iv) y el T? de Hotelling de la etapa (v) en una Unica métrica para disbiosis comprende escalar dicho Q-residual de la
etapa (iv) y T? de Hotelling de la etapa (v) para dar como resultado valores de magnitud similar.

9. El método implementado por ordenador de la reivindicacion 7 o la reivindicacién 8, en el que dicha métrica unica
se traza en una escala numérica finita con una separacion de clases de normobiosis a disbiosis en un punto
predeterminado en dicha escala numérica finita que representa, o es, una combinaciéon de los umbrales de clase
normobidtica a disbidtica de las etapas (iv) y (v), escalados de manera similar si se ha aplicado el escalado.

10. EI método implementado por ordenador de la reivindicacion 7 o la reivindicacion 8, en el que dicha métrica uUnica
se traza en una escala numérica finita con una separacion de clases de normobiosis a disbiosis en un punto
predeterminado en dicha escala numérica finita, y en el que

(a) para una muestra de prueba que tiene al menos uno de los Q-residuales de la etapa (iv) o T? de Hotelling de la
etapa (v) por encima de los valores umbrales de clase normobidtica a disbidtica de las etapas (iv) y (v),
respectivamente, dicho el punto de separacién de clase corresponde al de uno u otro del valor umbral de clase
normobidtico a disbidtico excedido de las etapas (iv) o (v), escalado de manera similar si se ha aplicado el escalado,

y

(b) para una muestra de prueba en la que ni el Q-residual de la etapa (iv) ni el T?> de Hotelling de la etapa (v) estan
mas alla de los valores umbrales normobidticos a disbiéticos de las etapas (iv) y (v), respectivamente, dicho el punto
de separacion de clases corresponde a la suma de los umbrales de clase normobidtica a disbidtica de las etapas (iv)
y (v), con una escala similar si se ha aplicado el escalado.

11. El método implementado por ordenador de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que las
ponderaciones se aplican al Q-residual de la etapa (iv) y al T? de Hotelling de la etapa (v) durante la segunda etapa
de combinacién, y en el que dichas ponderaciones minimizan la efectos de la variacion técnica.

12. Un método implementado por ordenador para diagnosticar, controlar y/o caracterizar enfermedades y afecciones
asociadas con perturbaciones en la microbiota del tracto Gl o para evaluar el riesgo de desarrollar una enfermedad o
afeccion asociada con una perturbacion del perfil de la microbiota. del tracto Gl, comprendiendo dicho método
realizar un método como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la indicacion de la
probabilidad de disbiosis o el grado de disbiosis es indicativa de la presencia o ausencia, el riesgo de desarrollar, el
progreso de, o las caracteristicas de dicha enfermedad o afecciéon asociadas a perturbaciones en la microbiota del
tracto Gl.

13. El método implementado por ordenador de la reivindicacion 12, en el que dicha enfermedad o afeccién asociada
con una perturbacion en la microbiota del tracto Gl se selecciona entre trastornos funcionales del tracto Gl, sindrome
de sobrecrecimiento bacteriano del intestino delgado, canceres del tracto Gl, cancer de mama, espondilitis
anquilosante; esteatohepatitis no alcohdlica; enfermedades atodpicas, trastornos metabdlicos, trastornos
neurolégicos, enfermedades autoinmunes, desnutricion, sindrome de fatiga crénica y autismo.

14. El método implementado por ordenador de cualquier reivindicacion anterior, en el que dicho método comprende
ademas una etapa anterior en la que se prepara al menos uno de dichos perfiles de la microbiota, preferiblemente
en el que dicha etapa de preparacion de dichos perfiles de la microbiota comprende analisis de acidos nucleicos,
preferiblemente secuenciacion de acidos nucleicos, hibridacion de sonda de oligonucleétidos, amplificacion de acido
nucleico basada en cebadores; deteccion basada en anticuerpos u otros ligandos de afinidad especificos; analisis
protedmico o analisis metaboldmico, y preferiblemente en el que la muestra del tracto Gl se selecciona de

(a) contenido luminal del tracto GI, preferiblemente contenido del estdmago, contenido intestinal, moco y
excrementos/heces, o combinaciones de los mismos,

(b) partes de la mucosa, la submucosa, la muscularis externa, la adventicia y/o la serosa de un tejido/6rgano del
tracto Gl,

(c) acido nucleico preparado a partir de (a) o (b), preferiblemente mediante transcripcion inversa y/o amplificacion de
acido nucleico, o

(d) un cultivo microbiano de (a) o (b).

15. Un ordenador, sistema o aparato que lleva un programa adaptado para realizar el método de cualquier
reivindicacion anterior, en el que preferiblemente dicho sistema o aparato esta ademas adaptado para realizar el
perfilado de la microbiota o una etapa del mismo.
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