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DESCRIPCION

Un método de diagnéstico acompafiante para uso en el tratamiento del sindrome del intestino irritable con
intervenciones dietéticas o trasplante de microbiota fecal

La presente invencién proporciona un método de diagnéstico que puede usarse para determinar la probabilidad
de que un sujeto con sindrome del intestino irritable (IBS) responda al tratamiento con una dieta de intervencién
para el IBS o un trasplante de microbiota fecal (FMT). En particular, el método puede usarse para predecir o
determinar la probabilidad de una respuesta positiva del sujeto con IBS al tratamiento con una dieta de
intervencién para el IBS o FMT, especialmente para determinar la probabilidad de que la intervencién dietética
o FMT pueda tener un efecto positivo (es decir, beneficioso) sobre el tracto gastrointestinal del sujeto,
especificamente la microbiota del tracto gastrointestinal, u otros sintomas o complicaciones del IBS (por
ejemplo, reducciéon de la gravedad del mismo). De esta manera, se puede determinar si el IBS o una
complicacién o sintoma del IBS en un sujeto con IBS mejorara o no, o se evitaré o retardara el desarrollo del
IBS, o dicha complicacién o sintoma del IBS, en dicho sujeto, después del tratamiento con una dieta de
intervencién para el IBS o FMT. El método de la invencién permite asi la identificacién de pacientes con IBS
que probablemente respondan clinicamente al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o FMT.

Sorprendentemente, se ha encontrado que, en sujetos con IBS que han demostrado responder al tratamiento
con una dieta de intervencién para el IBS o FMT, la abundancia de bacterias de ciertos grupos taxonémicos en
muestras fecales puede ser mayor o menor que en sujetos no sintométicos para IBS o sujetos con IBS que han
demostrado no responder al tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT. Por lo tanto, al comparar
las cantidades de estas bacterias en muestras del tracto gastrointestinal de sujetos con IBS con las cantidades
en muestras correspondientes de sujetos no sintomaticos de IBS, se pueden identificar sujetos con IBS que
probablemente respondan al tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT. De ello se deduce que,
alternativa o adicionalmente, las cantidades de estas bacterias en muestras del tracto gastrointestinal de
sujetos con IBS pueden compararse con valores de mediana para las cantidades de estas bacterias de
muestras del tracto gastrointestinal de sujetos que previamente han demostrado responder a dichos
tratamientos y valores de prueba mayores que un valor de corte de mediana para bacterias de grupos
taxondmicos para los cuales quienes responden muestran cantidades mayores en comparacioén con los que no
responden, o valores de prueba que son menores que un valor de corte de mediana para bacterias de grupos
taxonémicos para los cuales quienes responden muestran cantidades disminuidas en comparacion a los que
no responden, son indicativos de sujetos con IBS que probablemente responderan al tratamiento con una dieta
de intervencién para el IBS o FMT. Por lo tanto, el método de la presente invencién se basa en analizar la
abundancia de ciertas bacterias en muestras del tracto gastrointestinal, por ejemplo mediante analisis de acidos
nucleicos, incluidas técnicas de secuencia de acidos nucleicos o técnicas basadas en hibridacién de sondas
de oligonucledtidos.

El IBS es un trastorno gastrointestinal funcional definido en referencia a la presencia de una combinacién de
sintomas, especificamente dolor o malestar abdominal crénico y periodos prolongados de diarrea,
estrefiimiento o periodos alternos de ambos (diarrea por IBS (subtipo de diarrea IBS)), estrefiimiento por IBS (
subtipo de estrefiimiento IBS) y mixto por IBS (subtipo IBS mixto). Un estandar de diagnéstico cominmente
aceptado son los criterios de Roma Ill, es decir, dolor 0 malestar abdominal recurrente ("malestar”, que significa
una sensacién incémoda no descrita como dolor) al menos 3 dias al mes en los Ultimos 3 meses asociado con
dos 0 mas de los siguientes: mejora con la defecacién, inicio asociado con un cambio en la frecuencia de las
deposiciones, inicio asociado con un cambio en la forma (apariencia) de las heces. Algunos pacientes también
experimentan hinchazén, distensién abdominal, espasmos, flatulencia, tenesmo y urgencia intestinal. A
diferencia de la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), el IBS es una afeccién idiopatica de la que no se cree
que sea desencadenada por un mecanismo patolégico subyacente, pero frecuentemente se observan los
mismos sintomas. El IBS puede ser diagnosticado a partir de la deteccion de los sintomas caracteristicos, pero
tipicamente pueden requerirse pruebas mas invasivas, como analisis de sangre e investigaciones
endoscépicas, para descartar causas alternativas de los sintomas mostrados. La gravedad del IBS puede ser
medida con la ya establecida Puntuacién de Gravedad de los Sintomas del IBS (IBS-SSS; Francis CY, Aliment
Pharmacol Ther. 1997 abril;11(2):395-402), que ha demostrado ser un cuestionario valido, significativo y
reproducible con una alta sensibilidad para evaluar los cambios en la gravedad de los sintomas, especialmente
en pacientes con IBS con sintomas moderados (Betz, C., et al, Z Gastroenterol., 2013, 51(10):1171-6).

Los tratamientos clinicamente eficaces para el IBS son limitados en nlimero, pero incluyen la administracién
de antibibticos (por ejemplo, rifaximina), intervenciones dietéticas que incluyen dietas ricas en prebiéticos (por
ejemplo, dietas con alto contenido de oligosacaridos fermentables (FOS) (Slavin J. Nutrients. abril de 2013;
5(4). 1417-1435)), dietas restringidas en prebidticos (por ejemplo, dietas restringidas en FODMAP
(oligosacaridos, disacaridos, monosacaridos y polioles fermentables) (Gearry RB y et al., JCC 2008.09.004 8-
14)), y dietas ricas en probiéticos, y trasplantes de microbiota fecal (FMT, Kelly CR et al. Gastroenterology, julio
de 2015; 149(1): 223-237). Otros tratamientos especificos incluyen linaclotida, en particular para el tratamiento
sintomatico del sindrome del intestino irritable con estrefiimiento (IBS-C) de moderado a grave en adultos; y
eluxadolina, en particular en el tratamiento de la diarrea y el dolor abdominal en personas con sindrome del

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2983 641 T3

intestino irritable con predominio de diarrea (IBS-D). Ademas, dada la naturaleza idiopatica del IBS,
frecuentemente se observa que un tratamiento que es eficaz en un paciente no lo es en otro, incluso si cada
paciente muestra esencialmente los mismos sintomas externos. Incluso un solo paciente puede responder en
ciertos momentos pero no en otros.

El tracto gastrointestinal, también conocido como tracto digestivo o canal alimentario (y cuyos términos pueden
usarse de manera intercambiable con tracto gastrointestinal), es la serie continua de 6rganos que comienza en
la boca y termina en el ano. A lo largo de toda su longitud, el tracto gastrointestinal esta colonizado por
microorganismos de una variedad de diferentes especies. En conjunto, el contenido de microorganismos del
tracto gastrointestinal es la microbiota del tracto gastrointestinal. Las cantidades relativas de los
microorganismos constituyentes o grupos de ellos pueden ser consideradas un perfil de la microbiota. Por lo
tanto, los perfiles de microbiota brindan informacién sobre la diversidad microbiana (es decir, el nimero de
microbios taxonédmicamente distintos o grupos taxondmicos distintos que estdn presentes) en el tracto
gastrointestinal, ademas de proporcionar informacién sobre las cantidades relativas de los 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 gastrointestinal o regiones del mismo. En algunos casos, la enfermedad o afeccién
puede ser causada o exacerbada por el desplazamiento en el perfil de la microbiota del tracto gastrointestinal,
o de regiones del mismo (es decir, las cantidades relativas de microbios constituyentes y la diversidad de esos
microbios). En otros casos, la enfermedad o afeccién causa, o por algin mecanismo da como resultado, el
despliegue de un perfil de la microbiota del tracto gastrointestinal que difiere del estado normal. En algunos
contextos, esto puede incluso ser una respuesta adaptativa que intenta abordar el fenotipo patolégico de la
enfermedad o afeccién.

Ahora es un lugar comun determinar e incluso cuantificar las cantidades relativas de microorganismos en una
muestra del tracto gastrointestinal y utilizar dichos perfiles para diagnosticar enfermedades con referencia a
perfiles especificos caracteristicos de un estado de enfermedad o para descartar un diagnéstico con referencia
a perfiles especificos caracteristicos de un estado normal (por ejemplo documentos WO2012080754,
WO2011043654). El documento WO2016156251 y publicaciones relacionadas de Casén et al (Alim.
Pharmacol. Therap. (2015) 42: 71-83) describen métodos para determinar la probabilidad de disbiosis del tracto
gastrointestinal utilizando perfiles de microbiota.

Sin embargo, no se ha sugerido que la abundancia de bacterias de ciertos grupos taxonémicos pueda ser
indicativa de la probabilidad de que un sujeto con IBS responda al tratamiento con una dieta de intervencién
para el IBS o un trasplante de microbiota fecal (FMT).

Ahora hemos encontrado, sorprendentemente, que en sujetos con IBS que han demostrado responder al
tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT, la abundancia de bacterias de ciertos grupos
taxonémicos en muestras fecales puede ser mayor o0 menor que en sujetos no sintomaticos para IBS o sujetos
con IBS que han demostrado no responder al tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT. Por
lo tanto, al comparar las cantidades de estas bacterias en muestras del tracto gastrointestinal de sujetos con
IBS con las cantidades en muestras correspondientes de sujetos no sintomaticos de IBS, se pueden identificar
sujetos con IBS que probablemente respondan al tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT y
distinguirlos de aquellos que de modo improbable responderan. De ello se deduce que, alternativa o
adicionalmente, las cantidades de estas bacterias en muestras del tracto gastrointestinal de sujetos con IBS
pueden ser comparadas con valores de mediana para las cantidades de estas bacterias de muestras del tracto
gastrointestinal de sujetos que previamente han demostrado responder a dichos tratamientos y valores de
prueba mayores que un valor de corte de mediana para bacterias de grupos taxondmicos para los cuales
quienes responden muestran cantidades mayores en comparacién con los que no responden, o valores de
prueba que son menores que un valor de corte de mediana para bacterias de grupos taxonémicos para los
cuales quienes responden muestran cantidades disminuidas en comparacién a los que no responden, son
indicativos de sujetos con IBS que probablemente responderan al tratamiento con una dieta de intervencién
para el IBS o FMT.

Por tanto, como primer aspecto, la invencién proporciona un método in vitro para determinar la probabilidad de
que un sujeto con sindrome del intestino irritable (IBS) responda al tratamiento con una dieta de intervencién
para el IBS, en donde dicha dieta de intervencién para el IBS es una dieta baja en FODMAP, comprendiendo
dicho método

(i) para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo de diarrea o IBS de
subtipo mixto que va a ser tratado con una dieta baja en FODMAP, determinar la cantidad de bacterias de al
menos un grupo taxonémico seleccionado de

. Acinetobacter junii
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Bacteroides stercosis

Bacteroides zoogleoformans

Dorea spp.

Eubacterium siraeum

Clostridium sp.

Eubacterium halli

Bacteroides spp.

Firmicutes

Veillonella spp., Helicobacter spp., y Clostridia; y
Shigella spp. y Escherichia spp. y

(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS, y determinar si la cantidad de dicha bacteria de dicho al menos un grupo taxonémico en
dicha muestra de prueba difiere del valor de referencia o corresponde a él, en donde una cantidad de bacterias
en los grupos taxonémicos Acinetobacter junii, Bacteroides stercosis, Bacteroides zoogleoformans, Dorea spp.,
Eubacterium siraeum, Clostridium sp., o Eubacterium hallii que es mayor que los valores de referencia, o una
cantidad de bacterias de los grupos taxonémicos Bacteroides spp., Firmicutes, Veillonella spp., Helicobacter
spp. y Clostridia, o Shigella spp. y Escherichia spp. que es inferior a los valores de referencia, es indicativo de
que el sujeto respondera a una dieta baja en FODMAP; y/o

(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento y determinar si la cantidad de dicha bacteria de dicho al menos un grupo
taxon6mico en dicha muestra de prueba es mayor o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde una
cantidad de bacterias en los grupos taxondémicos Acinetobacter junii, Bacteroides stercosis, Bacteroides
zoogleoformans, Dorea spp., Eubacterium siraeum, Clostridium sp. o Eubacterium hallii que sea mayor que
dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias, 0 una cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos
Bacteroides spp., Firmicutes, Veillonella spp., Helicobacter spp. y Clostridia, o Shigella spp. y Escherichia spp.
que sea menor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias, es indicativo de que el sujeto
respondera a una dieta baja en FODMAP.

Ademas, la invencion se refiere a un método in vitro para determinar la probabilidad de que un sujeto con
sindrome del intestino irritable (IBS) responda al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS, en
donde dicha dieta de intervencién para el IBS es una dieta alta en FOS, comprendiendo dicho método

(i) determinar para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo de diarrea
o IBS de subtipo mixto, que va a ser tratado con una dieta alta en FOS, la cantidad de bacterias de al menos
un grupo taxondmico seleccionado de

» Eubacterium siraeum
* Firmicutes y
* Bacteroides spp. y Prevotella spp.; y

(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS y determinar si la cantidad de dicha bacteria de dicho al menos un grupo taxonémico en
dicha muestra de prueba difiere del valor de referencia o corresponde a él, en donde una cantidad de bacterias
en los grupos taxondmicos Eubacterium siraeum, Firmicutes o Bacteroides spp. y Prevotella spp. que es mayor
que los valores de referencia, es indicativo de que el sujeto respondera a una dieta alta en FOS; y/o

(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento y determinar si la cantidad de dicha bacteria de dicho al menos un grupo
taxon6mico en dicha muestra de prueba es mayor o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde una
cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos Eubacterium siraeum, Firmicutes o Bacteroides spp. y
Prevotella spp. que es mayor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias, es indicativo de que
el sujeto respondera a una dieta alta en FOS.

La invencion se refiere en un aspecto adicional a un método in vitro para determinar la probabilidad de que un
sujeto con sindrome del intestino irritable (IBS) responda al tratamiento con una dieta de intervencién para el
IBS, en donde dicha dieta de intervencién para el IBS es una dieta baja en FODMAP, comprendiendo dicho
método
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(i) determinar para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo de
estrefiimiento que va a ser tratado con una dieta baja en FODMAP, la cantidad de bacterias de al menos un
grupo taxonémico seleccionado de

* Clostridium methylpentosum
» Eubacterium siraeum

* Acinetobacter junii, y

* Desulfitipora alkaliphila; y

(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico
en dicha muestra de prueba difieren del valor de referencia o corresponden a él, en donde una cantidad de
bacterias en los grupos taxonémicos Clostridium methylpentosum o Eubacterium siraeum que es mayor que
los valores de referencia, o una cantidad de bacterias en los grupos taxondémicos Acinetobacter junii o
Desulfitipora alkaliphila que es inferior a los valores de referencia, es indicativo de que el sujeto respondera a
una dieta baja en FODMAP; y/o

(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento y determinar si la cantidad de dicha bacteria de dicho al menos un grupo
taxon6mico en dicha muestra de prueba es mayor o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde una
cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos Clostridium methylpentosum o Eubacterium siraeum que es
mayor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias, o una cantidad de bacterias en los grupos
taxonémicos Acinetobacter junii o Desulfitipora alkaliphila que es menor que dicho valor de corte de mediana
para dichas bacterias, es indicativo de que el sujeto respondera a una dieta baja en FODMAP.

En otro aspecto la invencién se refiere a un método in vitro para determinar la probabilidad de que un sujeto
con sindrome del intestino irritable (IBS) responda al tratamiento con un trasplante de microbiota fecal (FMT),
comprendiendo dicho método

(i) determinar para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo de diarrea
que va a ser tratado con FMT, la cantidad de bacterias de al menos un grupo taxonémico seleccionado de

* Clostridium sp.
* Eubacterium hallii, y
* Bacteroides spp. y Prevotella spp.; y

(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxondémico
en dicha muestra de prueba difiere del valor de referencia o corresponde a él, en donde una cantidad de
bacterias en el grupo taxonémico Clostridium sp., o Eubacterium halli que es mayor que los valores de
referencia, o una cantidad de bacterias del grupo taxonémico Bacteroides spp. y Prevotella spp., que es inferior
a los valores de referencia, es indicativo de que el sujeto responderé al FMT, y/o

(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo
taxon6mico en dicha muestra de prueba es mayor o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde una
cantidad de bacterias en el grupo taxonémico Clostridium sp., o Eubacterium hallii que es mayor que dicho
valor de corte de mediana para dichas bacterias, o una cantidad de bacterias en el grupo taxondmico
Bacteroides spp. y Prevotella spp., que es menor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias,
es indicativo de que el sujeto responderé al FMT.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un método in vitro para determinar la probabilidad de que un
sujeto con sindrome del intestino irritable (IBS) responda al tratamiento con un trasplante de microbiota fecal
(FMT), comprendiendo dicho método

(i) determinar para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo mixto que
va a ser tratado con FMT, la cantidad de bacterias de al menos un grupo taxonémico seleccionado de

* Clostridium sp.
* Bacteroides spp. y Prevotella spp., y
* Dialister invisus; y
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(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS y determinar si la cantidad de dicha bacteria bacterias de dicho al menos un grupo
taxonémico en dicha muestra de prueba difiere de, o corresponde a, el valor de referencia, en donde una
cantidad de bacterias en el grupo taxonémico Clostridium sp., que es mayor que los valores de referencia, o
una cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos Bacteroides spp. y Prevotella spp., y Dialister invisus que
es inferior a los valores de referencia, es indicativo de que el sujeto respondera al FMT, y/o

(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo
taxon6mico en dicha muestra de prueba es mayor o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde una
cantidad de bacterias en el grupo taxondémico Clostridium sp., que es mayor que dicho valor de corte de
mediana para dichas bacterias, o una cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos Bacteroides spp. y
Prevotella spp., y Dialister invisus que es menor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias, es
indicativo de que el sujeto respondera al FMT.

La abreviatura "spp." es utilizada en el presente documento para indicar una pluralidad de especies. De acuerdo
con la invencidn, una referencia a un grupo taxonémico que porta la abreviatura spp. es una referencia a un
grupo que comprende una pluralidad de especies. Este puede considerarse como un grupo consistente en
bacterias del mismo género. La abreviatura "sp." denota una sola especie.

"Determinar la probabilidad" puede incluir "determinar la probabilidad" o "verificar la probabilidad" o "evaluar la
probabilidad". Como quedara claro a continuacién, los resultados de estas evaluaciones pueden ser numéricos,
graficos o ilustrativos y, a su vez, cada uno puede ser semicuantitativo o cuantitativo.

También se verd que el método puede predecir si un sujeto con IBS respondera o no al tratamiento con una
dieta de intervencién para IBS o FMT, por ejemplo, si el IBS o sus sintomas o complicaciones en un sujeto con
IBS mejoraran o es probable que mejoren, o si se retrasara o evitara el desarrollo del IBS, o dicha complicacién
o sintoma del IBS, o si es probable que se retrase o evite, después del tratamiento con una dieta de intervencién
para el IBS o FMT. El método también puede identificar, detectar, diagnosticar, clasificar o estratificar a
pacientes con IBS que probablemente respondan al tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT.

"Mejora", cuando es usado en relacién con el IBS o las complicaciones y sintomas del mismo, es usado
ampliamente en el presente documento para incluir cualquier cambio positivo o reduccién en la gravedad del
IBS o la complicacién o sintoma en cuestién o indicador del mismo. Asi se incluye, por ejemplo, una mejora en
cualquier signo de IBS o complicacién o sintoma del mismo, o en cualquier indicador clinicamente aceptado de
IBS o complicacién o sintoma del mismo en el sujeto (por ejemplo, dolor abdominal, diarrea, estrefiimiento,
hinchazén, distensién abdominal, espasmos, flatulencia, tenesmo y urgencia intestinal). La mejora no requiere
necesariamente la erradicacién total de la complicaciéon o sintoma. La gravedad del IBS y sus sintomas y
complicaciones pueden ser controlados mediante IBS-SSS. En ciertas realizaciones, se puede considerar que
la mejora es una reduccién del IBS-SSS de un sujeto de al menos aproximadamente un 10 %, por ejemplo al
menos aproximadamente 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 % o0 70 %. En
ciertas realizaciones, se puede considerar que la mejora es una reduccién del IBS-SSS de un sujeto en al
menos aproximadamente 50 puntos, por ejemplo al menos aproximadamente 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95, 100, 105, 110, 115, 120, 130, 140 o 150 puntos.

"Retraso", cuando es utilizado en relacién con el IBS y sus complicaciones o sintomas, pretende incluir
cualquier retraso, limitacion o reduccién en la aparicién o desarrollo de cualquier efecto del IBS, una
complicacién o sintoma del mismo, o una o0 més indicaciones del mismo, o a la aparicién o desarrollo del IBS,
una complicacién o sintoma del mismo, o una o mas indicaciones del mismo, por ejemplo en relacién con el
IBS, complicacién, sintoma o indicacién del mismo antes del tratamiento.

Por el contrario, "prevencién" se refiere a la prevencién absoluta de la aparicién o desarrollo de complicaciones
o sintomas del IBS en sujetos con IBS que aln no presentan (o ain no han adquirido) la complicacién o sintoma
en cuestion. También se puede considerar que la prevencidén incluye una reduccién del riesgo de que un
paciente con IBS adquiera o desarrolle la complicacién o sintoma en cuestién del IBS.

En ciertas realizaciones, la "mejora" o "retraso" de acuerdo con la invencién, o los signos clinicos de la misma,
pueden ser observados dentro de 14 dias, por ejemplo, 10 dias, 7 dias, 5 dias, 3 dias, 2 dias, 1 dia 18 horas,
12 horas o 6 horas después de comenzar el tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o FMT.

Puede darse el caso de que el estado de un sujeto con IBS como paciente que probablemente responda al
tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o FMT, pueda cambiar a lo largo del tiempo. Por ejemplo,
los sujetos con IBS de los que se determina que probablemente responden, a lo largo del tiempo pueden ya no
responder. De manera similar, los sujetos con IBS de los que se determina que probablemente no responden,
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a lo largo del tiempo pueden responder. Estas transiciones entre estados de respuesta y no respuesta pueden
ocurrir repetidamente. De acuerdo con ello, se pueden realizar los métodos de la invencién repetidamente en
relaciéon con el mismo sujeto a lo largo del tiempo. Esto puede incluir el realizar los métodos de la invencién
durante o después del tratamiento de un sujeto con una dieta de intervencién para el IBS o FMT, por ejemplo
antes de comenzar un nuevo curso de tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o FMT (para
confirmar la probabilidad de respuesta). En otros casos, se pueden realizar los métodos de la invencién en
relacién con un sujeto después de un periodo de tiempo apropiado, después de un resultado que muestra una
probable falta de respuesta y/o un curso de tratamiento fallido con una dieta de intervencién para el IBS o FMT.
En tales realizaciones, los resultados recién generados del paciente también se pueden comparar (como se
define en el presente documento) con resultados anteriores.

Por tanto, en ciertas realizaciones el sujeto con IBS es un sujeto que no ha recibido tratamiento con una dieta
de intervencién para IBS o FMT. En otras realizaciones, el sujeto con IBS es un sujeto que se somete a, o que
ha recibido, tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT. El sujeto con IBS puede ser un sujeto
que respondid a dicho tratamiento o un sujeto que no respondié a dicho tratamiento. En aln otras realizaciones,
el sujeto con IBS es un sujeto que ha sido previamente identificado como un sujeto que probablemente
respondera al tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT o un sujeto que ha sido previamente
identificado como un sujeto que probablemente no responderé a dicho tratamiento.

En ciertas realizaciones, se determinan las cantidades de bacterias en al menos 2, 3, 4 o todos los grupos
taxonémicos mencionados anteriormente y en el paso (ii)(a) se realiza una comparaciéon con valores de
referencia para dichos grupos taxonémicos preparados a partir de al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto no sintomatico para IBS.

En ciertas realizaciones, se determinan las cantidades de bacterias en al menos 2, 3, 4 o todos los grupos
taxonémicos mencionados anteriormente y en el paso (ii)(b) se realiza una comparacién con los valores de
corte para dichos grupos taxonémicos preparados de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al
menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS y del que previamente se ha demostrado que responde a
dicho tratamiento.

De acuerdo con la invencién, el término "cantidades" de bacterias también puede ser expresado como "niveles",
"abundancia" y similares. Estos términos se utilizan de manera intercambiable en este documento.

En realizaciones del paso (ii)(@a) en el que se determinan las cantidades de bacterias de mas de uno de los
grupos taxondémicos citados anteriormente, los datos/informacién resultantes pueden ser considerados como
un patrén o un perfil de los grupos seleccionados y en estas realizaciones se puede hacer la comparacién con
un patrén de referencia correspondiente (perfil) preparado a partir de al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto no sintomatico para IBS. Una diferencia significativa (falta de correlacion)
entre el patron de la muestra de prueba y el patrén de referencia es indicativa de que un sujeto con IBS
respondera al tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT. Sin querer estar atados a ninguna
teoria, la extensién de cualquier diferencia puede ser indicativa del grado de respuesta. Asimismo, cuanto
mayor sea la correlacién, menos probable sera que el sujeto responda al tratamiento.

En realizaciones del paso (ii)(b) en las que se determinan las cantidades de bacterias de méas de uno de los
grupos taxondémicos citados anteriormente, los datos/informacién resultantes pueden ser considerados como
un patrén o un perfil de los grupos seleccionados y en estas realizaciones se puede hacer la comparacién con
un patrén de referencia correspondiente (perfil), preparado a partir de valores de corte de mediana para cada
grupo taxonémico que han sido determinados a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al
menos un sujeto con IBS con el mismo subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado que responde
a dicho tratamiento. En estas realizaciones, la comparacidén puede implicar determinar para uno o més de los
grupos taxonémicos probados, si la cantidad de bacterias de dicho grupo taxonémico probado en dicha muestra
de prueba es mayor o menor que dicho valor de corte de mediana.

En ciertas realizaciones mas especificas de lo anterior, se puede atribuir una puntuacién al perfil de prueba en
funcién de (i) el nimero de casos en los que los valores de prueba para la cantidad de bacterias en los grupos
taxonémicos mencionados anteriormente que estan presentes en cantidades aumentadas en los sujetos con
IBS con el mismo subtipo de IBS y que previamente han demostrado que responden al tratamiento con una
dieta de intervencién para IBS o FMT (segUn sea apropiado), en comparacién con los sujetos con IBS que no
responden del mismo subtipo de IBS, son mayores que los valores de corte de mediana para dichas bacterias
en dichos sujetos con IBS que respondieron, y (ii) el nUmero de casos en los que los valores de prueba para la
cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos mencionados anteriormente que estédn presentes en
cantidades disminuidas en sujetos con IBS con el mismo IBS subtipo y de los que previamente se ha
demostrado que responden al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o FMT (segln sea
apropiado), en comparacién con sujetos con IBS que no responden con el mismo subtipo de IBS, son menores
que los valores de corte de mediana para dichas bacterias, en dichos sujetos con IBS que responden. Después,
se compara esta puntuacién con el nimero de grupos taxonémicos evaluados en general y si la puntuacién es
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igual o superior al 30 %, por ejemplo igual o mayor al 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75
%, 80 %, 85 % o0 90 %, del niumero de grupos taxondmicos probados, esto es indicativo de que el sujeto con
IBS responderé al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o FMT.

En otras realizaciones mas especificas de lo anterior, se puede atribuir una puntuacién al perfil de prueba
basandose en (i) el nimero de casos en los que los valores de prueba para la cantidad de bacterias en los
grupos taxonémicos mencionados anteriormente que estan presentes en cantidades aumentadas en los sujetos
con IBS con el mismo subtipo de IBS y que previamente han demostrado que responden al tratamiento con
una dieta de intervencién para IBS o FMT (seguln sea apropiado), en comparacidén con los sujetos con IBS que
no responden del mismo subtipo de IBS, son menos que los valores de corte de mediana para dichas bacterias
en dichos sujetos con IBS que responden, y (ii) el nUmero de casos en los que los valores de prueba para la
cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos mencionados anteriormente que estédn presentes en
cantidades disminuidas en sujetos con IBS con el mismo subtipo de IBS y de los que previamente se ha
demostrado que responden al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o FMT (segln sea
apropiado), en comparacién con sujetos con IBS con el mismo subtipo de IBS que no responden, son mayores
que los valores de corte de mediana para dichas bacterias en dichos sujetos con IBS que responden. Después,
se compara esta puntuacién con el nimero de grupos taxonémicos evaluados en general y si la puntuacién es
igual o superior al 30 %, por ejemplo igual o mayor al 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75
%, 80 %, 85 % o0 90 %, del niumero de grupos taxondmicos probados, esto es indicativo de que el sujeto con
IBS no respondera al tratamiento con una dieta de intervencién para IBS o FMT.

Las divulgaciones anteriores que detallan qué grupos taxonémicos son indicadores de respuesta a una dieta
de intervencién para IBS o FMT cuando las cantidades de los mismos estan presentes en el sujeto de prueba
en o por encima o por debajo de los valores de corte de mediana, aplican mutatis mutandis a estas
realizaciones.

De acuerdo con la invencidn, las cantidades de bacterias de los grupos taxonémicos seleccionados se pueden
determinar junto con (junto con) las cantidades de bacterias no objetivo u otras bacterias que posteriormente
se pueden determinar que son igualmente indicativas de la respuesta de un sujeto con IBS a una intervencién
de dieta para IBS o FMT. En otras palabras, se pueden obtener datos relacionados con la abundancia de las
bacterias objetivo mencionadas anteriormente en una muestra del tracto gastrointestinal o ser proporcionados
con datos relacionados con la abundancia de otras bacterias.

A este respecto, las cantidades de bacterias en los siguientes grupos taxondémicos pueden ser ciertas
adicionalmente y comparadas con valores de referencia para muestras del tracto gastrointestinal de sujetos
normobibdticos o valores de corte de mediana para muestras del tracto gastrointestinal de sujetos con IBS, que
previamente han demostrado responder a tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o FMT (segun
sea apropiado): Acinetobacter junii, Firmicutes, Shigella spp. y Escherichia spp., Bacteroides fragilis,
Ruminiclostridium, Streptococcus, Actinomycetales, Anaerotruncus, Clostridiales y Eubacterium.

En ciertos aspectos, los valores de prueba para Acinetobacter junii, Firmicutes, Shigella spp. y Escherichia spp.,
Bacteroides fragilis, Ruminiclostridium, Streptococcus, Actinomycetales, Anaerotruncus, Clostridiales y
Eubacterium que difieren de los valores de referencia normobiébticos son indicativos de que un sujeto con IBS
respondera al tratamiento con una dieta baja en FODMAP. Por el contrario, los valores de prueba para
Acinetobacter junii, Firmicutes, Shigella spp. y Escherichia spp., Bacteroides fragilis, Ruminiclostridium,
Streptococcus, Actinomycetales, Anaerotruncus, Clostridiales y Eubacterium que corresponden a valores de
referencia normobiéticos son indicativos de que un sujeto con IBS no respondera al tratamiento con una dieta
baja en FODMAP.

En ciertos aspectos, valores de prueba para Acinetobacter junii, Bacteroides fragilis, Ruminiclostridium.
Streptococcus y Eubacterium que son mayores que los valores de referencia normobiéticos, o que son mayores
que los valores de corte de mediana de sujetos con IBS que previamente han demostrado responder al
tratamiento con una dieta baja en FODMAP, son indicativos de que un sujeto con IBS respondera al tratamiento
con una dieta baja en FODMAP.

En ciertos aspectos, los valores de prueba para Firmicutes, Shigella spp. y Escherichia spp., Actinomycetales,
Anaerotruncus y Clostridiales que son inferiores a los valores de referencia normobiéticos, o que son inferiores
a los valores de corte de mediana de sujetos con IBS que previamente han demostrado responder al tratamiento
con una dieta baja en FODMAP, son indicativos de que un sujeto con IBS respondera al tratamiento con una
dieta baja en FODMAP.

En ciertos aspectos, valores de prueba para Acinetobacter junii, Bacteroides fragilis, Ruminiclostridium.
Streptococcus y Eubacterium que son inferiores a los valores de corte de mediana de sujetos con IBS que
previamente demostraron responder al tratamiento con una dieta baja en FODMAP, son indicativos de que un
sujeto con IBS no respondera al tratamiento con una dieta baja en FODMAP.
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En ciertos aspectos, los valores de prueba para Firmicutes, Shigella spp. y Escherichia spp., Actinomycetales,
Anaerotruncus y Clostridiales, que son mayores que los valores de corte de mediana de sujetos con IBS que
previamente demostraron responder al tratamiento con una dieta baja en FODMAP, son indicativos de que un
sujeto con IBS no respondera al tratamiento con una dieta baja en FODMAP.

El tracto gastrointestinal, también conocido como tracto digestivo o canal alimentario (y cuyos términos pueden
usarse de manera intercambiable con tracto gastrointestinal) es la serie continua de érganos que comienza en
la boca y termina en el ano. En concreto esta secuencia estad formada por la boca, la faringe, el eséfago, el
estémago, el duodeno, el intestino delgado, el intestino grueso y el ano. Estos érganos se pueden subdividir
en el tracto gastrointestinal superior, que consiste en la boca, la faringe, el eséfago, el estémago y el duodeno,
y el tracto gastrointestinal inferior, que consiste en el yeyuno, el ileon (en conjunto, el intestino delgado), el
ciego y el colon, el recto (junto con el intestino grueso) y el ano.

Una muestra del tracto gastrointestinal de uso de acuerdo con la invencién puede incluir, pero no se limita a,
cualquier fluido o sélido tomado del lumen o superficie del tracto gastrointestinal o cualquier muestra de
cualquiera de los tejidos que forman los érganos del tracto gastrointestinal. Por lo tanto, la muestra puede ser
cualquier contenido luminal del tracto gastrointestinal (por ejemplo, contenido estomacal, contenido intestinal,
moco y heces/excremento, o combinaciones de los mismos), asi como muestras obtenidas mecanicamente del
tracto gastrointestinal, por ejemplo. mediante hisopo, enjuague, aspiracién o raspado de una cavidad o
superficie del tracto gastrointestinal o mediante biopsia de un tejido/érgano del tracto gastrointestinal. Se
prefieren las muestras fecales. La muestra también se puede obtener de parte de un tejido/6rgano del tracto
gastrointestinal que se ha retirado quirdrgicamente. La muestra puede ser una porcién del tejido/érgano
extirpado. En realizaciones en las que la muestra es una muestra de un tejido/6rgano del tracto gastrointestinal,
la muestra puede comprender una parte de la mucosa, la submucosa, la muscular externa, la adventicia y/o la
serosa del tejido/érgano del tracto gastrointestinal. Estas muestras de tejido pueden obtenerse mediante
biopsia durante un procedimiento endoscépico. Preferiblemente, la muestra se obtiene del tracto
gastrointestinal inferior, es decir, del yeyuno, el ileon, el ciego, el colon, el recto o el ano. Més preferiblemente
la muestra es una muestra mucosa o luminal. Las muestras fecales pueden recolectarse mediante hisopo,
enjuague, aspiracién o raspado del recto o el ano o, mas simplemente, la recolecciéon de heces durante o
después de la defecacién.

La muestra puede ser utilizada de acuerdo con la invencién en la forma en que se recuper6 inicialmente. La
muestra también puede haber soportado algiin grado de manipulacién, refinaciéon o purificacién antes de ser
usada en los métodos de la invencién. Por tanto, 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, ha
experimentado una transcripcién inversa. Ademas se incluye el producto del cultivo microbiano de dicha
muestra.

La purificacidén puede ser leve, por ejemplo, no superior a la concentracién de los sélidos o células de la muestra
hasta un volumen mas pequefio, o la separacidn de células de parte o la totalidad del resto de la muestra. Las
técnicas representativas de aislamiento de células son descritas en los documentos WO98/51693 y
WO01/53525.

En ciertas realizaciones, de acuerdo con la invencidn se utiliza una preparacién del acido nucleico a partir de
las muestras mencionadas anteriormente, preferiblemente una preparacion en la que los acidos nucleicos han
sido marcados. Dichas preparaciones incluyen productos de transcripcién inversa y/o productos de
amplificacién de dichas muestras o preparaciones de acidos nucleicos de las mismas. Puede ser ventajoso que
el acido nucleico predominante de la preparacién de acido nucleico sea ADN. Estas preparaciones incluyen
preparaciones de &cidos nucleicos relativamente puras o parcialmente purificadas.

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 literatura. Las técnicas descritas
en los documentos WO98/51693 y WO01/53525 también pueden ser empleadas para preparar acidos
nucleicos a partir de las muestras mencionadas anteriormente.

El método puede incluir un paso de recoleccién de muestras y/o procesamiento y/o cultivo de muestras, en
particular un paso de amplificacién de acidos nucleicos, por ejemplo amplificacién genémica de é&cidos
nucleicos, en particular la amplificacién de acidos nucleicos que portan secuencias de nuclebtidos
caracteristicas de un microorganismo o grupo de microorganismos.

A menos que el contexto lo indique de otro modo, el término "muestra correspondiente" es utilizado en el
presente documento para referirse a muestras del mismo tipo que han sido de diferentes sujetos y/o en
diferentes momentos, esencialmente de la misma manera, y en las que ha tenido lugar cualquier procesamiento
0 manipulacién sustancial de las mismas, esencialmente de la misma manera.
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Los métodos para determinar la cantidad de bacterias de un grupo taxondémico objetivo en una muestra del
tracto gastrointestinal incluyen, pero no estan limitados a, andlisis de &cidos nucleicos (por ejemplo,
aproximaciones de determinacién de secuencia de acidos nucleicos, aproximaciones basadas en sondas de
hibridacién de oligonucleétidos, aproximaciones de amplificacién de &cidos nucleicos basada en cebador),
anticuerpos u otras aproximaciones basadas en ligandos de afinidad especificos, aproximaciones protedmicas
y metabolémicas. Preferiblemente, el anélisis de la muestra se realizara mediante analisis de secuencia de
acido nucleico y puede tomar la forma de una técnica de determinacién de secuencia. El método de
determinacién de secuencia de didesoxinucleétidos de Sanger es una técnica bien conocida y ampliamente
utilizada para determinar la secuencia de acidos nucleicos. Sin embargo, mas recientemente se han
generalizado las llamadas aproximaciones de determinacién de secuencia de "préxima generacién” o "segunda
generacién”" (en referencia al método de didesoxinucleétido de Sanger como aproximacion de "primera
generacién"). Estas técnicas mas nuevas se caracterizan por altos rendimientos, por ejemplo como
consecuencia del uso de reacciones de determinaciéon de secuencia paralelas, por ejemplo masivamente
paralelas o mediante pasos que requieren menos tiempo. Diversos métodos de determinacién de secuencia
de alto rendimiento proporcionan determinacidén de secuencia de una sola molécula y emplean técnicas como
pirodeterminacién de secuencia, determinacién de secuencia con terminador reversible, determinacién de
secuencia de sondas escindibles por ligacién, determinacién de secuencia de sondas no escindibles por
ligacidén, nanobolas de ADN y determinacidén de secuencia de una sola molécula en tiempo real, por ejemplo
determinacién de secuencia basada en nanoporos.

El anélisis de la secuencia de é&cidos nucleicos también puede tomar preferiblemente la forma de una
aproximacién basada en una sonda de hibridacién de oligonucleétidos, en el cual se confirma la presencia de
una secuencia de nucleétidos objetivo detectando un evento de hibridacién especifico entre una sonda y su
objetivo. En estas aproximaciones, la sonda de oligonucledtido frecuentemente es proporcionada como parte
de un arreglo mas amplio, por ejemplo un microarreglo de &acido nucleico inmovilizado. Preferiblemente, los
conjuntos de sondas de oligonucleétidos y los métodos asociados de los documentos WO 2012/080754, WO
2011/043654, Vebg et al, Clin Vaccine Immunol, 2011, vol;18(8):1326-35, y Casén, C., et al, Alimentary
Pharmacology and Therapeutics, 42(1):71-83) y/o el Gamap"R (Genetic Analysis AS, Noruega) pueden ser
utilizados para preparar perfiles de microbiota de acuerdo con la presente invencién.

Los datos generados usando los métodos mencionados anteriormente pueden ser analizados usando diversas
técnicas, desde la representacién visual mas basica (por ejemplo, relacionada con la intensidad de la sefial)
hasta la manipulacién de datos mas compleja, que puede ser cuantificada y expresada matematicamente, para
determinar la cantidad de bacterias de un grupo taxondmico objetivo en la muestra del tracto gastrointestinal
y/o para comparar los datos generados inicialmente o después de algln grado de procesamiento de datos de
la muestra de prueba con los valores de referencia del sujeto no sintomatico, y/o los valores de corte de sujetos
con IBS de los que se ha demostrado que no responden al tratamiento con una dieta de intervencién para el
IBS o FMT (segun sea apropiado). Convenientemente, los datos brutos asi generados pueden ser manipulados
mediante procesamiento de datos y métodos estadisticos, particularmente normalizando y estandarizando los
datos. El experto seria consciente de las técnicas estadisticas adecuadas para el uso. Preferiblemente, la
técnica estadistica proporcionara un "valor P" como indicacién de que la tendencia que se observa no es una
tendencia aleatoria. Un resultado estadisticamente significativo, es decir, un resultado que no es atribuible a
una variacién aleatoria en comparacién con su control, tendra un valor de P <0.05, preferiblemente <0.01,
<0.005 o <0.001. Meramente a modo de ejemplo, técnicas adecuadas para medir la significancia estadistica
en los métodos de la invenciéon son ANOVA, prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon (MWW), prueba de Kruskal-
Wiallis y prueba de diferencias honestamente significativas (HSD) de Tukey. Los métodos de prediccién incluyen
métodos de anélisis discriminante, regresién logistica, modelado independiente suave de analogia de clase
basado en analisis de componentes principales, analisis discriminante de minimos cuadrados parciales, etc.
Muchos otros resultarian familiares para el experto. En algunas realizaciones podria ser apropiada una prueba
de permutacién, por ejemplo la descrita por Langsrud (2002, Journal of the Royal Statistical Society Serie D 51,
305-317) y en Vebs et al. (supra) and Casén, et al (supra). El anélisis paralelo de las cantidades de bacterias
en una muestra puede ser descrito como analisis de abundancia diferencial o deteccidn diferencial de rasgos
abundantes. Se puede utilizar cualquier técnica adecuada de acuerdo con la invencién. A este respecto, estan
disponibles publicamente numerosas herramientas de software para tales analisis y la comparacién de dichos
analisis entre muestras de referencia y de prueba. Solamente a modo de ejemplo, se pueden citar DESeq,
MEGAN, STAMP, metagenomeSeq, Myrna, RADs, metaDprof, mcaGUl y METAGENassist. En otras
realizaciones, se pueden aplicar técnicas de aprendizaje supervisado a los datos. Simplemente a modo de
ejemplo, se pueden mencionar las maquinas de vectores de soporte (SVM), las redes neuronales artificiales,
el clasificador Bayes ingenuo, el aprendizaje de érboles de decision, los algoritmos del vecino méas cercano
(KNN), los bosques aleatorios, la estadistica bayesiana y el aprendizaje automatico bayesiano.

De acuerdo con la invencién, dichos valores de referencia (o patrones o perfiles) preparados a partir de al
menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no sintomatico para IBS, son valores
(patrones/perfiles) preparados esencialmente de la misma manera que los valores de prueba /patrones/perfiles
(la cantidad de bacterias en el grupo taxonémico objetivo, o patrones/perfiles del mismo), preferiblemente
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usando el mismo equipo con los mismos ajustes y con las mismas condiciones experimentales, de una muestra
del tracto gastrointestinal de esencialmente la misma parte del tracto gastrointestinal como la muestra del
paciente de prueba (o viceversa). En otras palabras, una muestra correspondiente. En realizaciones
convenientes, las muestras de prueba y de referencia son muestras fecales. En realizaciones adicionales, las
muestras de referencia son obtenidas por los mismos medios y procesadas y almacenada esencialmente de la
misma manera que las muestras de prueba (o viceversa). En realizaciones preferidas, el valor de referencia
(patrén/perfil) se puede obtener de més de un (generalmente una cohorte de) sujeto(s) no sintomatico(s) para
IBS y dicho valor se presenta como un valor promedio (por ejemplo, media) o patrén/perfil modelo. Los rasgos
de la preparacidn de dichos valores de corte de mediana (o patrones o perfiles) de al menos una muestra del
tracto gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con el mismo subtipo de IBS que el sujeto de prueba del
que previamente se ha demostrado que responde al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o
FMT, deberian ser interpretados de manera analoga.

Un sujeto que no es sintomatico para IBS es un sujeto al que no se le diagnosticaria IBS, en particular de
acuerdo con los criterios de Roma lll. Dicho sujeto puede mostrar uno o mas sintomas para IBS, pero se ha
descartado que el IBS sea una causa subyacente. |dealmente, un sujeto que no es sintomatico para IBS es un
sujeto en el cual la funcién del tracto gastrointestinal es esencialmente "normal'/'saludable”, es decir, no
disfuncional ni muestra ninguna evidencia de disfuncién. En ciertas realizaciones, el sujeto no tiene disbiosis
del tracto gastrointestinal, por ejemplo, segun lo determinado por la prueba GamapMR. De manera mas general,
el sujeto puede ser un sujeto "normal" o "sano" esencialmente libre de enfermedades o dolencias graves u
otras afecciones médicas, 0 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 enfermedades, dolencias
o condiciones médicas son referencias a una enfermedad, dolencia o condicion médica del tracto
gastrointestinal.

La comparacion del valor de prueba para la cantidad de bacterias de un grupo taxondémico objetivo (o
perfil/patrén del mismo, seglin sea apropiado) con el valor de referencia (o perfil/patrén) y la evaluacién de
cualquier diferencia (o falta de correspondencia) o correspondencia entre los dos puede ser un proceso
semicuantitativo o cuantitativo. En el contexto de la presente invencién, la correspondencia con un valor de
referencia (o perfil/patrén del mismo) debe ser sustancialmente, por ejemplo. esencialmente, igual que (o similar
a) un valor de referencia (o patrén/perfil del mismo). La diferencia deberia ser interpretada de manera coherente
con esto. Por lo tanto, un valor de prueba (o patrén/perfil) corresponde a la referencia si es sustancialmente el
mismo, o si es similar o equivalente, o coincide o se ajusta a la referencia, por ejemplo es estadisticamente
similar o estadisticamente equivalente. Por lo tanto, un valor de prueba (o patrén/perfil) difiere de la referencia
si no es sustancialmente el mismo, o si no es similar o equivalente, o no coincide o no se ajusta a la referencia,
por ejemplo no es estadisticamente similar ni estadisticamente equivalente. Por lo tanto, los pasos de
comparacién de los valores de prueba y de referencia (o patrén/perfil) y el determinar si es apropiado o no (o
difieren) pueden ser realizados usando técnicas matematicas o estadisticas (por ejemplo, usando modelos y
algoritmos predictivos que se han preparado a partir de valores de referencia obtenidos anteriormente), y
generalmente esto se implementara mediante software (es decir, se realizara utilizando un ordenador, es decir,
virtualmente). Los métodos estadisticos o matematicos para realizar tal comparaciéon y determinacién de
correspondencia son bien conocidos y estan ampliamente disponibles en la técnica. Asi, también se entendera
claramente que no es necesario en cada caso preparar un valor de referencia o patrén o modelo (es decir, para
cada prueba).

En una realizacion, la cantidad de bacterias de un grupo taxonémico objetivo (o perfil/patrén del mismo, segun
sea apropiado) en las muestras de prueba y de referencia puede ser expresada como una representacién visual
y en cuyo caso los valores de prueba y de referencia pueden ser comparados visualmente, o con medios
analogos asistidos tecnolégicamente, y luego estimarse la correspondencia (o diferencia) entre los valores de
prueba y de referencia.

En ofra realizacién, se puede analizar la correspondencia (o diferencia) entre una prueba y un valor de
referencia (o patrén/perfil) aplicando dicho valor de prueba (o patrén/perfil) a un modelo matematico generado
usando el(los) valor(es) de referencia (o patrén(es)/perfil(es)). Se puede utilizar un modelo mateméatico de este
tipo para determinar si un valor de prueba se ajusta o coincide con un valor de referencia. Los métodos
matematicos para generar dicho modelo son bien conocidos y pueden, por ejemplo, ser preparados utilizando
técnicas de regresidon lineal. De acuerdo con ello, dicho andlisis puede ser realizado usando un modelo
predictivo de regresidn lineal preparado a partir de una pluralidad de valores de referencia (o patrones/perfiles).

En realizaciones en las que se determinan cantidades de bacterias de dos grupos taxondmicos, la
correspondencia entre una prueba y un patron/perfil de referencia es analizada mediante la representacién de
los patrones de prueba y de referencia como puntos Unicos en un sistema de coordenadas cartesiano
bidimensional, teniendo dichos puntos coordenadas que son los valores para las cantidades de bacterias en
los dos grupos taxondémicos objetivo, por ejemplo, como un diagrama de dispersidén 2D (gréfico), pero esto no
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es esencial. La colocacién de los puntos de datos sugiere que el sujeto no respondera al tratamiento. La falta
de colocacién sugiere que el sujeto responderd al tratamiento.

Se puede considerar que ocurre la colocacién del punto de datos de prueba con un punto de datos de
referencia, si el punto de datos de prueba esta dentro de un area definida que tiene el punto de datos de
referencia en su centro y tiene una longitud y un ancho (dimensiones x e y) que atraviesan dicho punto central,
que es igual a o menor que el 50 % del valor de la coordenada relevante en el punto de datos de referencia (es
decir, la cantidad de bacterias en el grupo taxonémico objetivo que esta en la misma dimensién que la longitud
o el ancho del area) . En realizaciones adicionales, dicha longitud y/o ancho del area es igual a 0 menor que
40 %, por ejemplo igual a o inferior a 30 %, 20 %, 10 % o 2 % de la coordenada relevante.

En otras realizaciones en las que se determinan cantidades de bacterias de tres grupos taxonémicos, la
correspondencia entre una prueba y un patrén/perfil de referencia se analiza mediante la representacién de los
patrones de prueba y de referencia como puntos Unicos en el espacio euclidiano que tienen coordenadas que
son |los valores de las cantidades de bacterias en los tres grupos taxonémicos objetivo, por ejemplo, como un
diagrama de dispersién 3D (grafico), pero esto no es esencial. La colocacién de los puntos de datos sugiere
que el sujeto no responderéd al tratamiento. La falta de colocacién sugiere que el sujeto respondera al
tratamiento.

Se puede considerar que ocurre la colocacién del punto de datos de prueba con un punto de datos de
referencia, si el punto de datos de prueba estd dentro de un volumen euclidiano definido por tener el punto de
datos de referencia en su centro y bordes (o limites) que corren en las mismas tres dimensiones que las tres
coordenadas del punto de datos de referencia, en donde la longitud de dichos bordes es igual a o menor que
el 50 % de la coordenada relevante que constituye el punto de datos de referencia (es decir, la cantidad de
bacterias en el grupo taxonémico objetivo que estid en la misma dimensién que el borde en cuestidén). En
realizaciones adicionales, dicha longitud del borde es igual a 0 menor que 40 %, por ejemplo igual a o inferior
aun 30 %, 20 %, 10 % o 2 % de la coordenada relevante.

En ciertas realizaciones, se compara el Unico punto de datos de prueba con una pluralidad de puntos de datos
de referencia y se puede considerar que ocurre la colocacién, si el punto de datos de prueba esta
sustancialmente, por ejemplo esencialmente, en o dentro de los limites mas externos formados por el grupo de
puntos de referencia. Esto puede ser determinado mediante cualquier técnica o algoritmo de anélisis de grupos
conveniente (que también puede denominarse algoritmo de grupos), que puede ser 2D o 3D, por ejemplo,
analisis jerarquico de grupos que utiliza la distancia euclidiana como medida de distancia y un método de
construccién de arbol "promedio”.

Se puede considerar que ocurre correspondencia entre una prueba Unica y un valor Unico de referencia, si el
valor de la prueba es igual a 0 menor que una desviacién positiva o negativa del 25 % del valor de referencia.
En realizaciones adicionales, dicha desviacién positiva o negativa es igual a o menor que el 20 %, por ejemplo
igual a 0 menor que 15 %, 10 %, 5 % 0 1 %.

Un sujeto con IBS (sujeto con IBS, sujeto que padece IBS) es un sujeto al que se le ha diagnosticado IBS, en
particular de acuerdo con los criterios de Roma IlI. A los sujetos con IBS pueden asignarse subtipos sobre la
base de su sintoma digestivo predominante, como diarrea, estrefiimiento o subtipos mixtos. La gravedad de
los sintomas del IBS del sujeto puede ser expresada en forma de puntuacién de gravedad de los sintomas del
IBS (IBS-SSS; como se define en Francis CY, Aliment Pharmacol Ther. abril de 1997; 11(2):395-402). La
puntuacién maxima alcanzable de este inventario es 500 puntos, lo que permite clasificar la gravedad de los
sintomas de la siguiente manera: leve (75-175 puntos), moderada (175-300 puntos) y grave (>300 puntos). De
acuerdo con la invencién, puede definirse un sujeto con IBS que responde a una intervencion (por ejemplo, una
intervencién dietética o FMT) como un sujeto en el que hay al menos un 30 %, por ejemplo al menos un 40 %,
45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 % o 70 %, en particular al menos un 50 %, de reduccion del IBS-SSS total desde
la linea base, hasta después de la intervencién. Alternativamente, de acuerdo con la invencién, un sujeto con
IBS que responde a una intervencidn (por ejemplo, una intervencién dietética o FMT) puede ser definido como
un sujeto en donde hay al menos 50, por ejemplo al menos 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 o0 150, en
particular al menos 100 puntos de reduccién en el IBS-SSS total desde la linea base hasta después de la
intervencién.

Los valores de corte de mediana se derivan de una pluralidad de valores para la cantidad de bacterias en un
grupo taxondédmico elegido de la invencién como se menciond anteriormente, de al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS (del mismo subtipo de IBS que el sujeto de la prueba, si es
apropiado), del que se sabe que responde al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS o FMT,
seglin sea apropiado, como se define en el presente documento. Preferiblemente, los valores de corte de
mediana se derivan de valores obtenidos de una pluralidad de muestras de al menos un sujeto con IBS (del
mismo subtipo de IBS que el sujeto de prueba, si es apropiado), del que se sabe que responde al tratamiento
con una dieta de intervencién para IBS o FMT, segln sea apropiado, segln se define en este documento.
Preferiblemente, los valores de corte de mediana se derivan de valores obtenidos de al menos una muestra de
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una pluralidad de sujetos con IBS (del mismo subtipo de IBS que el sujeto de prueba, si es apropiado) de los
que se sabe que responden al tratamiento con una dieta de intervencion para IBS o FMT, segun sea apropiado,
segln se define en este documento. Lo méas preferiblemente, los valores de corte de mediana se derivan de
valores obtenidos de una pluralidad de muestras de una pluralidad de sujetos con IBS (del mismo subtipo de
IBS que el sujeto de prueba, si es apropiado) de los que se sabe que responden al tratamiento con una dieta
de intervencién para IBS o FMT, segln sea apropiado, segln se define en este documento.

La comparacién entre los valores de prueba y los valores de corte de mediana puede ser lograda por cualquier
medio conveniente. En ciertas realizaciones, la comparacién implicard pasos para determinar si el valor de
prueba es o no estadisticamente significativamente mayor (o menor) que el valor de corte de mediana. Por
tanto, la comparacién implicara técnicas matematicas (estadisticas), y esto generalmente se implementara
mediante software (es decir, se realizara utilizando un ordenador, es decir, virtualmente). Los métodos
estadisticos o matematicos para realizar tales comparaciones y determinaciones son bien conocidos y estan
ampliamente disponibles en la técnica, por ejemplo los descritos anteriormente. Por lo tanto, también se
entendera claramente que no es necesario en cada caso preparar un valor de corte de mediana o patrén o
modelo (es decir, para cada prueba).

En ofras realizaciones en las que se determinan las cantidades de bacterias de mas de un grupo taxondmico,
se puede considerar que un patrén/perfil de prueba corresponde a un patrén/perfil de referencia si 2 0 mas, por
ejemplo todos, los valores de prueba son iguales a 0 menores que el 25 % de desviacién positiva o negativa
de los valores de referencia correspondientes. En realizaciones adicionales, dicha desviaciéon positiva o
negativa es igual a o menor que el 20 %, por ejemplo igual a o menor que 15 %, 10 %, 5% o0 1 %.

Una dieta de intervencion para el IBS puede ser cualquier dieta que pueda o de la que se haya demostrado
que (i) trata (mejora) el IBS o un sintoma o complicacién del mismo en un sujeto con IBS, es decir, que tiene
un efecto positivo (beneficioso) en el tracto gastrointestinal del un sujeto con IBS, especificamente la microbiota
del tracto gastrointestinal, u otros sintomas o complicaciones del IBS (por ejemplo, reduciendo su gravedad) o
(ii) previene o retrasa el desarrollo del IBS o una complicacién o sintoma del mismo en un sujeto. Esto incluiria
dietas ricas en prebibticos, dietas restringidas en prebiéticos y dietas ricas en probibticos. Las dietas evaluadas
en la invencién son bajas en FODMAP (también denominadas en el presente documento FODMAP restringido)
y altas en FOS (también denominadas ricas en FOS). Estas dietas son descritas y definidas en Slavin J.
Nutrients. Abril de 2013; 5(4): 1417-1435 y Gearry RB et.al.,, JCC 2008.09.004 8-14) El experto reconoceria
dichas dietas inmediatamente y seria capaz de concebirlas sin una carga indebida de su conocimiento comun
o consultando la literatura, por ejemplo, Slavin y Gearry, supra.

El trasplante de microbiota fecal (también denominado infusién de probiéticos humanos, bacterioterapia fecal,
terapia de restauracion de la microbiota, transfusidn fecal, trasplante fecal, trasplante de heces y enema fecal)
se refiere a un procedimiento en el que se recolecta materia fecal de un donante seleccionado y se administra
a un receptor, después de cierto grado de procesamiento de la muestra. En algunas técnicas, la materia fecal
es mezclada con solucién salina u otra solucién farmacéuticamente aceptable, se cuela y se coloca en un
paciente mediante colonoscopia, endoscopia, sigmoidoscopia 0 enema. En otras técnicas, la materia sélida es
separada de la materia fecal y se liofiliza antes de su administracién mediante colonoscopia, endoscopia,
sigmoidoscopia, enema, catéter rectal o por via oral. Preferiblemente el FMT es como se describe en Francis
CY, Aliment Pharmacol Ther. Abril de 1997; 11(2):395-402 o Betz, C., et al, Z Gastroenterol., 2013, 51(10):1171-
6).

El sujeto puede ser cualquier sujeto humano o animal no humano, pero mas particularmente puede ser un
vertebrado, por ejemplo un mamifero, incluyendo ganado y animales de compafiia. Preferiblemente el sujeto
es un ser humano, en cuyo caso el término "paciente" puede ser usado de manera intercambiable 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 humanos se considera adulto aquel que tiene al menos 16 afios y bebé
hasta los 2 afios. En ciertas realizaciones el sujeto serd un bebé, en otras serd un nifio o un adulto. Un sujeto
(o paciente) con IBS esta con un sujeto (o paciente) con IBS y los términos pueden ser usados de manera
intercambiable en el presente documento. Se puede determinar que el sujeto tiene (se le diagnostica) IBS o un
subtipo del mismo, aplicando los criterios de Roma Ill como se describié anteriormente. Por lo tanto, el método
de la invencién puede incluir un paso en el que se determina que el sujeto de prueba tiene (se le diagnostica)
IBS.

El método de este aspecto de la invencién es un método in vitro, en la medida en que es realizado en una
muestra que ha sido obtenida o aislada del tracto gastrointestinal de un sujeto. En otras palabras, el método
no es realizado in vivo, 0 no es realizado sobre el cuerpo del sujeto.

Por tanto, en este aspecto, el tratamiento del paciente (es decir, el paso de tratar al sujeto con una dieta de
intervencion para el IBS o FMT) no forma parte del método. Asi, por ejemplo, las referencias a los resultados
después del tratamiento son referencias intelectuales a posibles resultados, y el paso de tratar al sujeto con
una dieta de intervencion para el IBS, o administrar FMT, no forma parte de los métodos de este aspecto de la
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invencién. Sin embargo, puede darse el caso de que dichos tratamientos sean administrados al paciente
siguiendo el método descrito en este aspecto.

Por tanto, en un aspecto particular adicional, un método de la invencién puede comprender ademas administrar
una dieta de intervencién para el IBS o FMT al sujeto, si se determina que es probable que el sujeto responda
a la misma (y a la inversa, no administrar una dieta de intervencién para el IBS o FMT al sujeto si el se determina
que no es probable que responda).

La palabra "correspondiente" se utiliza para transmitir el concepto de que el sujeto al que se aplica el término
es el mismo que otra instancia de ese sujeto. Asi, los rasgos esenciales que definen a ese sujeto son
compartidos por el otro sujeto, aunque los detalles precisos puedan ser Unicos. Los términos alternativos

podrian ser "coincidente", "analogo", "concordante”, "equivalente" o "igual que".

En ciertas realizaciones, la "mejoria" o "retraso" de acuerdo con la invencidn, o los signos clinicos de la misma,
pueden ser observados dentro de 14 dias, por ejemplo, 10 dias, 7 dias, 5 dias, 3 dias, 2 dias, 1 dia, 18 horas,
12 horas o 6 horas, después de iniciar el tratamiento con la dieta de intervencion del IBS o FMT segun sea
apropiado.

La Figura 1 muestra un gréafico de clasificacién en 3D utilizando los resultados de Bacteroides spp.,
Acinetobacter junii y Firmicutes del Estudio 1 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el
subgrupo de diarrea del IBS). Gris claro = quienes responden, Gris oscuro = quienes no responden.

La Figura 2 muestra un grafico de clasificacién en 2D utilizando los resultados de Acinetobacter junii y
Firmicutes del Estudio 1 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el subgrupo de diarrea del
IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 3 muestra un grafico de clasificacién en 2D utilizando los resultados de Acinetobacter junii y
Bacteroides spp. del Estudio 1 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el subgrupo de diarrea
del IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 4 muestra un grafico de clasificaciéon en 2D utilizando los resultados de Firmicutes y Bacteroides spp.
del Ejemplo 1, Estudio 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el subgrupo de diarrea del IBS). Gris
claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 5 muestra un gréafico de clasificacién en 3D utilizando los resultados de Acinetobacter junii, Costridium
methylpentosum y Desulfitipora alkaliphila del Ejemplo 1 Estudio 1 (respuesta a la dieta baja en FODMAP en
el subgrupo de IBS) Gris claro = quienes responden, Gris oscuro = quienes no responden (precision del 80 %).

La Figura 6 muestra un grafico de clasificacién en 2D utilizando los resultados de Acinetobacter junii y
Desulfitipora alkaliphil del Ejemplo 1 Estudio 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el subgrupo de
estrefiimiento de IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 7 muestra un grafico de clasificacién en 2D utilizando los resultados de Acinetobacter junii y
Clostridium methylpentosum del Ejemplo 1 Estudio 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el subgrupo
de estrefiimiento de IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 8 muestra un gréafico de clasificacién en 2D utilizando los resultados de Desulfitipora alkaliphila y
Clostridium methylpentosum del Ejemplo 1 Estudio 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el subgrupo
de estrefiimiento de IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 9 muestra un gréfico de clasificacién en 3D utilizando resultados de Shigella spp. y Escherichia spp.,
Dorea spp. y Eubacterium siraeum del Estudio 2 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el
subgrupo de diarrea del IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden (precisién
90,9 %).

La Figura 10 muestra un gréfico de clasificacién en 2D utilizando Dorea spp. y Shigella spp. y Escherichia spp.
resultados del Estudio 2 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el subgrupo de diarrea del
IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 11 muestra un gréafico de clasificacién en 2D utilizando resultados de Eubacterium siraeum y Shigella
spp. y Escherichia spp. del Estudio 2 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta baja en FODMAP en el subgrupo de
diarrea del IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 12 muestra un grafico de clasificacién en 2D utilizando resultados de Eubacterium siraeum y Dorea

spp. del Ejemplo 1 Estudio 2 (respuesta a FODMAP en el subgrupo de diarrea de IBS). Gris claro=quienes
responden, Gris oscuro=quienes no responden.
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La Figura 13 muestra un gréfico de clasificacién en 3D utilizando resultados de Eubacterium siraeum, Firmicutes
y Bacteroides spp. y Prevotella spp. del Estudio 2 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta alta en FOS en el
subgrupo de diarrea del IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden (precisién 100
%).

La Figura 14 muestra un gréfico de clasificacion en 2D utilizando resultados de Firmicutes y Bacteroides spp.
y Prevotella spp. del Estudio 2 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta alta en FOS en el subgrupo de diarrea del
IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 15 muestra un grafico de clasificacion en 2D utilizando resultados de Eubacterium siraeum y
Bacteroides spp. y Prevotella spp. del Estudio 2 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta alta en FOS en el
subgrupo de diarrea del IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 16 muestra un grafico de clasificacién en 2D utilizando los resultados de Eubacterium siraeum y
Firmicutes del Estudio 2 del Ejemplo 1 (respuesta a una dieta alta en FOS en el subgrupo de diarrea del IBS).
Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden. Subgrupo de diarrea

La Figura 17 muestra un grafico de clasificacién en 3D utilizando resultados de Bacteroides spp. y Prevotella
spp., Eubacterium hallii y Clostridium sp. del Ejemplo 1 Estudio 3 (respuesta a FMT en el subgrupo de diarrea
de IBS). Gris claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden (precisién 100 %).

La Figura 18 muestra un grafico de clasificacién en 2D utilizando resultados de Bacteroides spp. y Prevotella
spp., Y Eubacterium hallii del Ejemplo 1 Estudio 3 (respuesta a FMT en el subgrupo de diarrea del IBS). Gris
claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 19 muestra un grafico de clasificacién en 2D utilizando resultados de Bacteroides spp. y Prevotella,
y Clostridium sp. del Ejemplo 1 Estudio 3 (respuesta a FMT en el subgrupo de diarrea de IBS). Gris
claro=quienes responden, Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 20 muestra un grafico de clasificacién en 2D utilizando resultados de Eubacterium hallii y Clostridium
sp. del Ejemplo 1 Estudio 3 (respuesta a FMT en el subgrupo de diarrea de IBS). Gris claro=quienes responden,
Gris oscuro=quienes no responden.

La Figura 21 muestra un PCA de tres factores de la composicién de la microbiota intestinal, segln lo evaluado
por la Prueba de Disbiosis GAmapMR, en pacientes con IBS clasificados como quienes responden (circulos; n
= 32) y quienes no responden (tridngulos; n = 29) a una dieta restringida en FODMAP de 4 semanas, como se
describe en el Ejemplo 2.

La Figura 22 muestra la asociacién entre el indice de respuesta, basado en los resultados de la composicién
de la microbiota intestinal, y la respuesta a los sintomas, evaluada como porcentaje de reduccién en IBS-SSS
desde los valores de linea base, como se describe en el Ejemplo 2 (quienes responden (circulos; n = 32);
quienes no responden ( triangulos; n = 29)) Las variables estan significativamente correlacionadas (rho = 0,39,
p < 0,001).

Ejemplo 1 - Identificacién de grupos taxonémicos bacterianos capaces de discriminar pacientes con
IBS que responden a una dieta baja en FODMAP, una dieta alta en FOS o FMT de pacientes que no
responden

Métodos

Se realizaron estudios clinicos para identificar grupos taxondémicos dentro de la microbiota del tracto
gastrointestinal que pueden servir como marcadores para pacientes con IBS que responden a una dieta baja
en FODMAP (como se define en Gearry RB y otros, JCC 2008.09.004 8-14), una dieta alta en FOS (como se
define en Slavin J. Nutrients. Abril de 2013; 5(4): 1417-1435) FMT (como se define en Francis CY, Aliment
Pharmacol Ther. abril de 1997;11(2):395-402).

Los pacientes fueron reclutados de acuerdo con los criterios ROMA Il para el diagnéstico del IBS. A los
pacientes se asignaron subtipos de IBS sobre la base de su sintoma predominante en los siguientes subtipos:
Diarrea, Estrefiimiento o Mixto. Se prepararon perfiles de microbiota a partir de muestras fecales de cada
paciente utilizando la prueba de disbiosis GAmapMR (Genetic Analysis AS, Oslo, Noruega) antes del tratamiento
y después de 3 a 6 semanas en los estudios de intervencién de dieta y después de 1 y 3 semanas en los
estudios de FMT. En ese momento, los pacientes proporcionaron una puntuacién de gravedad de los sintomas
del IBS (IBS-SSS; como se define en Francis CY, Aliment Pharmacol Ther. 1997 abril;11(2):395-402), se registra
y esta puntuacién es utilizada para definir a los que responden/no responden en funcién de los cambios en la
puntuacién.
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La prueba GAmapMR se basa en técnicas convencionales de biologia molecular, que comprenden la
homogeneizacién y la alteracién mecénica de células bacterianas de muestras fecales humanas; extraccién
automatizada de ADNg bacteriano total mediante perlas magnéticas; amplificacién de ADN por PCR de ARNr
16S que cubre V3-V9; etiquetado de sonda mediante extensién de un solo nucleétido; hibridacién con sondas
complementarias acopladas a perlas magnéticas; y deteccién de sefiales utilizando el analizador BioCode
1000A 128-Plex (Applied BioCode, Santa Fe Springs, CA, EE. UU.). GAmapTM consta de 54 sondas de ADN
que se dirigen a = 300 bacterias en diferentes niveles taxonémicos y que han sido seleccionadas sobre la base
de la capacidad de distinguir entre pacientes con IBS y pacientes sanos (es decir, pacientes no sintométicos
para IBS). El modelo evalia mediante algoritmos el relativo, proporciona asi un perfil de la microbiota en la
muestra y puede determinar posibles desviaciones clinicamente relevantes en el microbioma de la normobiosis,
es decir, la disbiosis (Casén, C., et al, Alimentary Pharmacology and Therapeutics, 42(1):71-83).

Se realiz6 un analisis discriminante paso a paso sobre los resultados de GamapMR, utilizando los valores de la
sonda bacteriana previos a la intervencion (linea de base) como variables candidatas para caracterizar a los
que responden y no responden a la intervencién (baja en FODMAP, alta en FOS, FMT). El procedimiento
seleccioné las bacterias candidatas que mejor separaban a los pacientes que respondieron de los que no
respondieron. Se definié que un paciente que responde tenia al menos una reduccién del 50 % (intervenciones
dietéticas) o una reduccion de al menos 100 puntos (FMT) en la puntuacién total del IBS desde la linea base
hasta después de la intervencién. Luego, se utilizaron las variables seleccionadas en una funcién discriminante
lineal de Fisher, para cuantificar el impacto de las variables seleccionadas y estimar la precisidn, incluida la
sensibilidad y la especificidad de la regla de clasificacién.

Los coeficientes de la funcién discriminante fueron elegidos para maximizar la diferencia en la puntuacién de
la funcién discriminante para los dos grupos (es decir, una puntuacién discriminante positiva indica un paciente
que responde mientras una puntuacién negativa indica un paciente que no responde). La interpretacién de un
valor "alto" o "bajo" para una bacteria en la funcién discriminante lineal es una medida relativa entre los grupos.
Un valor alto para una bacteria contribuira a clasificar al paciente como paciente que responde, mientras que
un valor bajo hara lo contrario, cuando se organiza de manera que un paciente que responde da un valor de
funcién positivo.

Resultados
Estudio 1 (IBS01-1302) - Pacientes con IBS y diarrea con dieta restringida en FODMAP

Anélisis discriminante en la visita 1 para el subgrupo Diarrea (n=32, 16 + 16) en los grupos de quienes
responden/quienes no responden para las 54 sondas de bacterias (se clasificaron como quienes responden
aquellos con una reduccidén de al menos el 50 % en la puntuacion total del IBS desde la linea base hasta la
semana 4 de dieta restringida en FODMAP):

Las siguientes 6 sondas bacterianas fueron seleccionadas en un proceso de seleccién por pasos discriminante*
entre las 54 candidatas:

Bacteroides spp.

Bacteroides stercosis

Bacteroides zoogleoformans

Acinetobacter junii

Firmicutes

Veillonella spp., Helicobacter spp., and Clostridia

* Se aplicé una seleccién de variables por pasos utilizando un nivel de significancia de 0.10 como punto de
corte para la inclusién y exclusion.

Los pacientes que responden tendieron a tener las siguientes caracteristicas de linea base:

. Valores mas bajos de Bacteroides spp.

. Valores mas altos de Bacteroides stercosis

. Valores mas altos de Bacteroides zoogleoformans

. Valores mas altos de Acinetobacter junii

. Valores mas bajos de Firmicutes

. Valores mas bajos de Veillonella spp., Helicobacter spp. y Clostridia

De 32 pacientes con IBS y Diarrea, 31 (97 %) fueron clasificados correctamente segun lo anterior: 16/16
pacientes que responden (100 %) y 31/32 pacientes que no responden (94 %)
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Estudio 1 (IBS01-1302) - Pacientes con IBS y estrefiimiento con dieta restringida en FODMAP

Anélisis discriminante en la Visita 1 para el subgrupo Estrefiimiento (n=10, 5 + 5) en los grupos que
responden/no responden para las 54 sondas bacterianas (se clasifican como pacientes que responden aquellos
con una reduccién de al menos el 50 % en la puntuacién total del IBS desde el inicio hasta la semana 4 de
dieta restringida en FODMAP):

Las siguientes 4 sondas bacterianas fueron seleccionadas en un proceso de seleccién por pasos discriminante*
entre las 54 candidatas:

» Eubacterium siraeum

* Acinetobacter junii

* Clostridium methylpentosum
* Desulfitipora alkaliphila

* Se aplicé una seleccién de variables por pasos utilizando un nivel de significancia de 0.10 como punto de
corte para la inclusién y exclusion.

Los pacientes que responden tendieron a tener las siguientes caracteristicas de linea base:

* Valores mas altos de Eubacterium siraeum

* Valores mas bajos de Acinetobacter junii

* Valores mas altos de Clostridium methylpentosum
* Valores mas bajos de Desulfitipora alkaliphila

De 10 pacientes con INS-Estrefiimiento, los 10 (100 %) fueron clasificados correctamente segln lo anterior.
Estudio 2 (COP1602) - Pacientes con IBS y diarrea con dieta restringida FODMAP

Anélisis discriminante utilizando bacterias de linea base para el subgrupo IBS y Diarrea en los grupos de
quienes responden/quienes no responden (n=11, 7/4) para las 54 sondas de bacterias.

(Se clasificaron como pacientes que responden aquellos con una reduccién de al menos el 50 % en la
puntuacién total del IBS desde la linea base hasta la semana 3 de la dieta restringida FODMAP):

Las siguientes 3 sondas bacterianas fueron seleccionadas en un proceso de seleccién directa discriminante*
entre las 54 candidatas:

* Dorea spp.
» Eubacterium siraeum
* Shigella spp. y Escherichia spp.

* Se aplicé una seleccién de variables directas utilizando un nivel de significancia de 0.10 como punto de corte
para la inclusién.

Los pacientes que responden tendieron a tener las siguientes caracteristicas de linea base:
* Valores méas altos de Dorea spp.
* Valores mas altos de Eubacterium siraeum

* Valores mas bajos de Shigella spp. y Escherichia spp.

De 11 pacientes con IBS y Diarrea, 10 (90,9 %) fueron clasificados correctamente segln lo anterior: 6/7
pacientes que responden (85,7 %) y 4/7 pacientes que no responden (100 %)

Estudio 2 (COP1602) - Pacientes con IBS y diarrea con una dieta alta en FOS
Anélisis discriminante para los grupos que responden/no responden a una dieta alta en FOS para las 54 sondas
bacterianas (se clasifican como pacientes que responden aquellos con una reduccién de al menos el 50 % en

la puntuacién total del IBS desde la linea base hasta la semana 6 de la dieta FOS)

Las siguientes 3 sondas bacterianas fueron seleccionadas en un proceso de seleccién por pasos discriminante*
entre las 54 candidatas:

* Eubacterium siraeum

* Firmicutes
 Bacteroides spp. y Prevotella spp.
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* Se aplicé una seleccién de variables por pasos utilizando un nivel de significancia de 0.10 como punto de
corte para la inclusién y exclusion.

Los pacientes que responden tendieron a tener las siguientes caracteristicas de linea base:

* Valores mas altos de Eubacterium siraeum
* Valores mas altos de Firmicutes
* Valores mas altos de Bacteroides spp. y Prevotella spp.

De 11 pacientes con IBS y Diarrea, los 11 (100 %) fueron clasificados correctamente segun lo anterior.
Estudio 3 (COP1609) - Pacientes con IBS y Diarrea tratados con trasplante de microbiota fecal

Anélisis discriminante utilizando bacterias de referencia para el subgrupo de IBS y Diarrea en los grupos de
quienes responden/quienes no responden (n=8, 4/4) para las 54 sondas de bacterias (se clasificaron como
pacientes que responden aquellos con una reduccién de al menos 100 en la puntuacién total de IBS desde la
linea base hasta la semana 3 después del trasplante fecal) (3 pacientes utilizaron W1 como linea base):

Las siguientes 3 sondas bacterianas fueron seleccionadas en un proceso de seleccién directa discriminante*
entre las 54 candidatas:

* Clostridium sp.
» Eubacterium hallii
» Bacteroides/Prevotella

* Se aplico una seleccién de variables directa utilizando un nivel de significancia de 0,10 como punto de corte
para la inclusién.

Los pacientes que responden tendieron a tener las siguientes caracteristicas de linea base:

* Valores mas altos de Clostridium sp.
* Valores mas altos de Eubacterium hallii
* Valores mas bajos de Bacteroides / Prevotella

Los 8 pacientes con IBS y diarrea fueron clasificados correctamente segln lo anterior
Estudio 3 (COP1609) - Pacientes con IBS y Diarrea e IBS Mixto tratados con trasplante de microbiota fecal

Anélisis discriminante utilizando bacterias de linea base para el subgrupo Diarrea/Mixto en los grupos de
quienes responden/quienes no responden (n=13, 5/8) para las 54 sondas de bacterias (se clasificaron como
pacientes que responden aquellos una reduccién de al menos 100 en la puntuacién total del IBS desde la linea
base hasta semana 3 después del trasplante fecal) (3 pacientes utilizaron W1 como linea base):

Los pacientes que responden tendieron a tener las siguientes caracteristicas de linea base:

* Valores mas altos de Clostridium sp.
* Valores mas bajos de Dialister invisus
* Valores mas bajos de Bacteroides / Prevotella

Los 13 pacientes con diarrea/mixto fueron clasificados correctamente segun lo anterior.

Ejemplo 2: Exploracién de la composicion de la microbiota intestinal como indicador de la respuesta
clinica a la restriccion dietética de FODMAP en pacientes con sindrome del intestino irritable

Materiales y métodos
Pacientes

Los pacientes con IBS fueron reclutados consecutivamente en una clinica ambulatoria de atencién secundaria
(Hospital Diaconal Lovisenberg, Oslo, Noruega) entre abril de 2013 y octubre de 2014. En resumen, todos los
pacientes cumplian los criterios de Roma Ill para el IBS y fueron examinados minuciosamente por el mismo
gastroenterélogo experimentado para excluir enfermedades orgénicas. Es de destacar que todos los pacientes
se sometieron a una Prueba de aliento con '3C-D-xilosa para excluir mala absorcién en el intestino delgado, y
solo se incluyeron pacientes con niveles altos de excrecién de 3CO; a continuacién de la ingestion de '3C-D-
xilosa.
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Restriccion dietética de FODMAP

Todos los pacientes fueron remitidos a asesoria nutricional por parte de un nutricionista experimentado,
formado en el concepto de bajo FODMAP. Las dietas de linea base fueron evaluadas cuidadosamente para
garantizar que ninguno de los pacientes tuviera una dieta particularmente restringida en comparacién con la
dieta noruega promedio antes de ingresar al estudio. Es de destacar que la dieta baja en FODMAP no era muy
conocida en Noruega en el momento de su inclusién. Después se instruyd a los pacientes para que eliminaran
estrictamente todos los alimentos que contengan cantidades excesivas de FODMAP, de acuerdo con los
principios dados por la Universidad de Monash (Melborne, Australia). Por lo tanto, se instruyé a los pacientes
para evitar alimentos que contengan galactooligosacaridos (por ejemplo, judias, lentejas, guisantes, etc.),
fructanos (por ejemplo, trigo, repollo, cebolla, etc.), lactosa (por ejemplo, leche, yogur, productos lacteos, etc.)
y polioles (por ejemplo, champifiones, coliflor, albaricoques, etc., incluidos los alimentos endulzados con
polioles), asi como alimentos que contienen fructosa en exceso de glucosa (por ejemplo, manzanas, peras,
frutos secos, etc.). Se sugirieron alimentos con bajo contenido de FODMAP, como naranjas, bananos, arroz,
avena, carne, pescado, huevos y productos lacteos sin lactosa, como alternativas a los alimentos con alto
contenido de FODMAP. La duracién de la intervencidn dietética fue de 4 semanas. A lo largo del estudio, se
garantizé el cumplimiento de la dieta mediante un seguimiento estrecho por parte del nutricionista, incluidas
consultas personales, teléfono y correspondencia por correo electrénico, y dieta se evalué el cumplimiento de
la mediante la evaluacién de los diarios de alimentos que se pidié a los pacientes que completaran.

Evaluacién de sintomas y definicién de respuesta a la dieta.

Se evalud la gravedad de los sintomas abdominales antes y después de la intervencién dietética, mediante el
sistema de puntuacion de la gravedad del intestino irritable (IBS-SSS), de acuerdo con Francis et al. (supra).
La puntuacion méaxima alcanzable de este inventario es 500 puntos, lo que permite clasificar la gravedad de
los sintomas de la siguiente manera: leve (75-175 puntos), moderada (175-300 puntos) y grave (>300 puntos).
Segun lo recomendado por el Comité de Disefio de Ensayos de Tratamiento de Roma, se definié que los
pacientes que responden a la intervencion dietética son aquellos pacientes que informaron una disminucién =
50 % en el IBS-SSS. De acuerdo con ello, se definié que los pacientes que no responden son aquellos pacientes
que informaron una disminucién <50 % en el IBS-SSS.

Ademés de la evaluacién de los sintomas abdominales, se evalué la gravedad de los sintomas extraintestinales
en la linea base, utilizando la Escala Hospitalaria de Ansiedad y Depresiéon (HADS) para evaluar la ansiedad y
la depresién, y la Escala de Impacto de la Fatiga (FIS) para evaluar la fatiga crénica.

Anélisis de la composicién de la microbiota intestinal

Los pacientes recogieron muestras fecales antes y después de la intervencion dietética utilizando contenedores
designados (Genetic Analysis, Oslo, Noruega). Se les indicé cuidadosamente que congelaran las muestras
inmediatamente a -20 °C en casa y que llevaran los contenedores congelados al hospital tan pronto como fuera
posible. Posteriormente, se almacenaron las muestras a -80 °C y no se descongelaron hasta el analisis. Para
evaluar la composicion microbiana intestinal, se utilizé la Prueba de disbiosis GAmap"R (supra). Los resultados
fueron proporcionados como abundancia relativa de bacterias de acuerdo con los 54 marcadores bacterianos
objetivo, medidos como "intensidad de la sefial de fluorescencia", y como un indice de disbiosis (DI; intervalo
0-5), donde DI >2 es indicado como "disbibtico".

Métodos estadisticos

Debido a un tamafio de muestra limitado, todas las variables continuas fueron comparadas entre los que
respondieron y los que no respondieron, mediante el uso de pruebas no paramétricas; prueba de Mann-\Whitney
Wilcoxon cuando se compararon variables no relacionadas, y prueba de intervalos con signo de Wilcoxon
cuando se compararon mediciones antes y después del tratamiento. Las posibles asociaciones entre pares de
variables categéricas fueron evaluadas mediante la prueba de Chi cuadrado o la prueba de McNemar al
comparar proporciones antes y después del tratamiento. La correlacién fue calculada utilizando la rho de
Spearman. Para explorar la capacidad de discriminacién de todos los marcadores bacterianos medidos para
distinguir entre los que responden y los que no responden, se realizé un anélisis de componentes principales
(PCA) utilizando una matriz de covarianza. La probabilidad de ser un paciente que responde fue calculada
mediante regresion logistica y los resultados fueron expresados como proporciones impares (OR) con
intervalos de confianza (IC) del 95 %. Ademés, se calcularon las probabilidades dadas las covariables
seleccionadas. El valor predictivo positivo (PPV) fue calculado como lo describe Altman (Altman DG, et al,
Statistics with confidence. 22 ed. Nueva York: BMJ Books; 2000). Debido a un tamafio de muestra limitado, no
se pudo dividir nuestros datos en un conjunto de entrenamiento y un conjunto de prueba, por lo que la
evaluacién del modelo fue realizada mediante validaciéon cruzada (CV) de 5 veces (James G, et al, An
introduction to statistical learning. Nueva York: Springer; 2013). Se calcul6 la precisién como una puntuacién
media de CV con un IC del 95 %. Dado que nuestros analisis se consideraron exploratorios, no se realiz
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ninguna correcciéon para pruebas mdltiples y los valores de p <0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos. Todos los andlisis fueron realizados utilizando SPSS versién 22 y R (lenguaje de programacion),
version 3.3.2.

5 Resultados
Caracteristicas de los sujetos: quienes responden y quienes no responden

Inicialmente se inscribieron 63 pacientes; sin embargo, se perdieron muestras fecales de 2 pacientes para el
10 anélisis de la composicién de la microbiota intestinal, lo que redujo el nimero total de participantes a 61. Segun
la definicién de paciente que responde (disminuciéon = 50 % en IBS-SSS (13)), se clasificaron 32 pacientes
como quienes responden y 29 pacientes como quienes no responden a la intervencién dietética. Los que
responden y los que no responden no difirieron significativamente con respecto a las caracteristicas clinicas de

linea base (Tabla 1).

corporal (IMC) y la distribucién de los subtipos de IBS también fueron similares; sin embargo, los pacientes que

15 Tabla 1 - Comparacién de las caracteristicas de linea base de pacientes con IBS clasificados como quienes
responden (n = 32) y quienes no responden (n = 29) a una dieta restringida en FODMAP de 4 semanas.
EVariabIe Qulenes responden Qulenes no :Valor p
: iresponden (n = 29) |
Mujeres,n(%) 29091 25(86) o070
[Edad, afios, mediana (intervalo) 325 (1967) 39 (2566) | 005
IMC, kg/m?, mediana (intervalo) ~ 253(17.7-35.8) 234(182:302) 018 |
SuptipodeBS,n (%) 093
{ -IBS-D 16 (50) 16 (55)

-1BS-C 5(16) 5(17)

i -IBS-M 11 (34) 8 (28)
EIBS—SSS, mediana (intervalo) i : :
- Puntuacién total IBS-SSS §294 (174-449) 7;281 (105-459) §O,15
- Puntuacién de dolor §107 (0-173) 87 (0-196) §0,07
- Puntuacién de hinchazén 64 (25-100) 2 (0-97) 50,19
- Puntuacién del habito intestinal 172,5 (34-100) 69 (34-100) §O,49
| - Puntuacién de interferencia de vida 9(44-99) 6 9(35-99) 042
Gravedad del BS,n (%) . 087
Cleve © o
- -Moderada 753 1 665 .
. -Severa 5(47) 3@
HADS, mediana (intervalo)
. - Puntuacién total HADS 45(5:31) 13 (0831) 055
- Puntuacién de ansiedad 0(2-18)  8(018) 068
—Puntuac|ondedepres|on ............................................. : (0_13) ............................ (0_13) .......................... 023 ...........
FISmed|ana(|nterva|o) .................................................... 95(12155) ............... 5(1147) ..................... 057 ............
MG = indice de masa corporal; IBS = sindrome del intestin iritable; IBS-D = IBS con predominio de.
;diarrea IBS-C = IBS con predominio de estrefiimiento; IBS-M = IBS con habitos intestinales mixtos; IBS-
iS8S = sistema de puntuacion de la gravedad del sindrome del intestino irritable; HADS = Escala
:Hospitalaria de Ansiedad y Depresion; FIS = Escala de Impacto por Fatiga.

20 La distribucién por género fue similar en ambos grupos, siendo una gran mayoria mujeres. El indice de masa

responden tendieron a ser ligeramente mas jévenes que los que no responden.
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No hubo diferencias entre los que respondieron y los que no respondieron respecto a ninguna de las mediciones
del IBS-SSS. La distribuciéon de las categorias del IBS-SSS también fue muy similar en ambos grupos, y
ninguno de los pacientes fue clasificado como teniendo IBS-SSS leve antes del tratamiento. Sin embargo,
después del tratamiento, 13 de los 32 que respondieron informaron IBS-SSS leve, mientras que s6lo uno de
los que no respondieron estaba en esta categoria después del tratamiento. Después del tratamiento, ambos
grupos informaron puntuaciones estadisticamente significativas mas bajas de IBS-SSS en comparacién con la
linea base (ambos p <0,01).

Perfil de microbiota intestinal

Se compararon los perfiles bacterianos de los que respondieron y los que no respondieron basédndose en datos
de 54 marcadores bacterianos. La capacidad general de todos los marcadores bacterianos medidos para
distinguir entre quienes responden y quienes no responden fue evaluada mediante el método PCA. La solucién
de tres factores se muestra en la Figura 21. Los que respondieron tenian niveles significativamente més altos
para los siguientes marcadores bacterianos (Tabla 2). Bacteroides fragilis, Acinetobacter junii,
Ruminiclostridium, Streptococcus y Eubacterium (todos p < 0.05). Ademas, los que respondieron tenian niveles
significativamente  mas bajos para los siguientes marcadores bacterianos (Tabla 2):
Clostridia/Negativicutes/Bacilli (Firmicutes), Actinomycetales, Anaerotruncus, Clostridiales y Shigella spp. y
Escherichia spp. (todos p < 0.05).

Tabla 2 - Abundancia bacteriana en muestras fecales de linea base recolectadas de quienes responden y
quienes no responden a una dieta baja en FODMAP. Los resultados son listados como sefial de intensidad
mediana con 25-75 percentiles de los marcadores de ADN bacteriano.

Ermeer— ;'dﬁié'r'ié';Fééﬁéﬁéé'r}""dﬁié'riéé""r'iém'r'éé'ﬁ'c'{rid"é}i""\'/'éi'c;'rué .......
s {(n=31) (n =29)

| Bacteroides fragilis [s] §27-4 (11.1-58.6) 8.0 (5.2-45.7)

.......................................................................................................................................................................................................................................

| Acinetobacter junii 1188.9 (178.9-195.7) 1177.4 (172.5-189.1) 1002

§Rum/n/c/ostr/d/o [a] 51 3 (46.2-63.2) 45 7 (42.9-50.7)

.......................................................................................................................................................................................................................................

EC/ostnd/a [cl],  Negativicutes [cl], Bacilli [cl]i 4863(3856 -597.0) : 622.5(450.3 694.4)
| (Firmicutes)

.......................................................................................................................................................................................................................................

EStreptococcus gl i13.8 (7.9-51.9) i8.5(5.8-11.9)

EActinomyceta/es [o] 58 (1.2-9.6) 10.0 (4.2-20.9)

.........................................................................................................................................................................................................................................

EAnaerotruncus [a] {75.6 (63.7-90.4) i83.7 (77.9-90.4)

Clostridiales [o] 1275.4 (248.4-300.0) |285.5 (275.3-298.2)

.......................................................................................................................................................................................................................................

Eubacterium Il [q] 1325 (11.9-61.0)  :19.4 (10.7-61.4)

.......................................................................................................................................................................................................................................

§Shige//a spp.[g], Escherichia spp. [gramo] §12.2 (8.2-21.6) 15.3 (10.7-22.9)

's = especie; g = género; o = orden; cl = clase
§*Prueba de Mann-Whitney Wilkoxon

Para los 44 marcadores bacterianos restantes, los datos no revelaron ninguna diferencia entre los que
respondieron y los que no respondieron. Las diferencias entre los que respondieron y los que no respondieron
continuaron siendo estadisticamente significativas también después del tratamiento para 8 de los 10
marcadores bacterianos descritos anteriormente. Los dos marcadores bacterianos que no fueron
estadisticamente significativos después de la dieta se focalizaron a Bacteroides fragilis y Acinetobacter junii,
ya que los niveles de estos disminuyeron algo después del tratamiento en el grupo que respondié (mediana de
27.4 a 242 p = 0.16 y mediana de 188.9 a 183.6, p = 0.19, para Bacteroides fragilis y Acinetobacter junil,
respectivamente).

Aproximadamente la mitad de los individuos evaluados fueron clasificados como "disbiéticos" (DI > 2) antes del
tratamiento, siendo las proporciones de quienes responden y quienes no responden similares, 50 % (16/32) y
48 % (14/29), respectivamente. Estas proporciones aumentaron numéricamente, pero no de manera
estadisticamente significativa, después del tratamiento, y permanecieron muy similares para los que
respondieron y los que no respondieron; 56 % (18/32) y 59 % (17/29), respectivamente. Sin embargo, muchos
pacientes, tanto entre los que respondieron como entre los que no respondieron, cambiaron su clasificacién DI
después del tratamiento. Para los que no respondieron, 7 se convirtieron en "disbiéticos" y 5 en "no disbibticos".
El numero de estos pacientes fue ligeramente menor en el grupo que respondié, en el cual 5 se tornaron
"disbiéticos" y 3 tuvieron un valor normal de DI después del tratamiento. Cuando se midieron en una escala de
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1 a 5, las puntuaciones DI se mantuvieron sin cambios tanto para los que respondieron como para los que no
respondieron después del tratamiento. La mediana (intervalo) fue de 3 (1-4) para los que respondieron y de 3
(1-5) para los que no respondieron, tanto antes como después del tratamiento.

indice de respuesta (RI)

De los 54 marcadores bacterianos utilizados para evaluar la composicién microbiana intestinal antes del
tratamiento, 10 fueron significativamente diferentes entre los que respondieron y los que no respondieron (como
se describié anteriormente). Con base en los valores de mediana de los que respondieron para estos
marcadores, se construyé un indice de respuesta (RI) de la siguiente manera:

1. Los valores de mediana de quienes respondieron para los 10 marcadores bacterianos seleccionados fueron
utilizados como niveles de corte.

2. A cada paciente se le asigné un punto cuando su valor para cada marcador seleccionado diferia del valor de
corte. Por cada marcador que era menos abundante en quienes respondieron que en los quienes no
respondieron, se le daba al paciente un punto cuando el nivel de dicho marcador en su muestra era inferior al
nivel de corte. Por cada marcador que era més abundante en quienes respondieron que en los quienes no
respondieron, se le daba al paciente un punto cuando el nivel de dicho marcador era superior al nivel de corte.
3. Los puntos se sumaron, dando un numero del 0 al 10 (puntuacién suma RI). Esta suma fue separada aln
mas: a los pacientes que obtuvieron 3 puntos o0 menos se les asigné el valor 0 (respuesta negativa) y a los
pacientes que obtuvieron 4 o mas puntos se les asigné el valor 1 (respuesta positiva).

4. Finalmente, se valid6 el desempefio de Rl y se calculé la precision como la puntuaciéon media: 0,72, IC 95 %
[0.63; 0.81].

Aunque hubo una gran diversidad en nuestros resultados antes del tratamiento, los que respondieron
alcanzaron sumas de puntuaciones de Rl més altas en comparacién con los que no respondieron (mediana de
4.9 para los que respondieron y 2.6 para los que no respondieron, intervalo de 0 a 9 para ambos). Ademas,
hubo una correlacién estadisticamente significativa entre la puntuacién total de Rl y la disminucién porcentual
en IBS-SSS (rho = 0.39, p < 0.001; Figura 22). La mayoria de los que respondieron alcanzaron puntuaciones
altas de suma RI también después de su tratamiento.

Rl antes del tratamiento

En total, el 60 % (19/32) de los que respondieron obtuvieron 4 puntos 0 méas en la puntuacién suma del RlI,
mientras que sélo el 21 % (6/29) de los que no respondieron tuvieron un Rl positivo. Los que respondieron eran
mas jovenes y tenian un IMC ligeramente mas alto, por lo que los analisis adicionales se ajustaron para estos
posibles factores de confusién. Cuando se ajusté por edad e IMC, solo el ser paciente que responde
permanecié fuertemente asociado estadisticamente con RI positivo (p <0,004). Sin embargo, la edad se
mantuvo en el modelo final. Los pacientes con un Rl positivo tenian 5 veces mas probabilidades de responder
en comparacién con aquellos que obtuvieron una puntuaciéon mas baja (OR = 5.05, IC del 95 % [1.58; 16,10]).
Los pacientes mas jévenes tenian mas probabilidades de responder (p = 0.04). La probabilidad de responder
para los pacientes que tenian un RI positivo fue del 83,4 %, IC del 95 % [61.2 - 94 %]. Ademas, se calculé la
probabilidad de que un paciente responda a la dieta FODMAP dado un Rl positivo, es decir, el valor predictivo
positivo: PPV = 76.0, IC 95 % [61.1-86.9].

RI después del tratamiento

La mayoria de los que respondieron tuvieron un Rl positivo también después del tratamiento. En total, el 56 %
(18/32) de los que respondieron obtuvieron puntuaciones positivas en comparacion con el 14 % (4/29) de los
que no respondieron. Cuando se ajustaron por edad e IMC, los que respondieron tuvieron méas de 7 veces mas
probabilidades de obtener una puntuacién positiva utilizando el RI, en comparacién con los que no respondieron
(OR =7,31, IC del 95 % [1,90-28,23], p = 0,004).

Discusién

Durante la ultima década, ha surgido cada vez mas evidencia de que la microbiota intestinal desempefia un
papel importante en la patogénesis del IBS. Mientras que la microbiota asociada a la mucosa parece influir
principalmente en el huésped a través del sistema de control regulatorio ubicado dentro de la pared intestinal,
la microbiota luminal parece ejercer efectos principalmente a través de la fermentacién, produciendo gas y otros
metabolitos. Ambos compartimentos parecen estar alterados en pacientes con IBS y dichas alteraciones
pueden estar implicadas en la generacién de sintomas. En el presente estudio, se evalué la composicién de la
microbiota fecal mediante la evaluacién de marcadores de ADN bacteriano.

Los datos actuales sugieren que los niveles previos al tratamiento de marcadores de ADN microbianos

intestinales seleccionados, pueden estar asociados con una mayor probabilidad de responder favorablemente
a la restriccién de FODMAP en la dieta. Aunque a partir del presente estudio no se puede determinar una
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relacién mecanistica entre la composicién de la microbiota intestinal y la generacién de sintomas del IBS, los
resultados sugieren que dichos marcadores de ADN microbiano pueden ser usados antes del tratamiento como
indicadores de la probable respuesta al tratamiento y, por lo tanto, pueden tener un valor significativo en un
ajuste clinico. La incorporacidn de informacién de dichos marcadores a un sistema de puntuacion, por ejemplo
el Rl descrito en el presente documento, puede permitir la aplicacion sencilla, uniforme y repetible de esta
evaluacién en ajustes clinicos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para determinar la probabilidad de que un sujeto con sindrome del intestino irritable (IBS)
responda al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS, en donde dicha dieta de intervencién para
el IBS es una dieta baja en FODMAP, comprendiendo dicho método

(i) determinar para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo de diarrea
o IBS de subtipo mixto que va a ser tratado con una dieta baja en FODMAP, la cantidad de bacterias de al
menos un grupo taxonémico seleccionado de

- Acinetobacter junii

- Bacteroides stercosis

- Bacteroides zoogleoformans

- Dorea spp.

- Eubacterium siraeum

- Clostridium sp.

- Eubacterium halli

- Bacteroides spp.

- Firmicutes

- Veillonella spp., Helicobacter spp. y Clostridia; y
- Shigella spp. y Escherichia spp. y

(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico
en dicha muestra de prueba difiere del valor de referencia o corresponde a él, en donde una cantidad de
bacterias en los grupos taxondmicos Acinetobacter junii, Bacteroides stercosis, Bacteroides zoogleoformans,
Dorea spp., Eubacterium siraeum, Clostridium sp., o Eubacterium hallii, que es superior a los valores de
referencia, o una cantidad de bacterias de los grupos taxonémicos Bacteroides spp., Firmicutes, Veillonella
spp., Helicobacter spp. y Clostridia, o Shigella spp. y Escherichia spp. que es inferior a los valores de referencia,
es indicativo de que el sujeto responderéa a una dieta baja en FODMAP; y/o

(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo
taxon6mico en dicha muestra de prueba es mayor o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde una
cantidad de bacterias en los grupos taxondémicos Acinetobacter junii, Bacteroides stercosis, Bacteroides
zoogleoformans, Dorea spp., Eubacterium siraeum, Clostridium sp. o Eubacterium hallii que es mayor que dicho
valor de corte de mediana para dichas bacterias, o una cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos
Bacteroides spp., Firmicutes, Veillonella spp., Helicobacter spp. y Clostridia, o Shigella spp. y Escherichia spp.,
que es menor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias, es indicativo de que el sujeto
respondera a una dieta baja en FODMAP.

2. Un método in vitro para determinar la probabilidad de que un sujeto con sindrome del intestino irritable (IBS)
responda al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS, en donde dicha dieta de intervencién para
el IBS es una dieta alta en FOS, comprendiendo dicho método

(i) determinar para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo de diarrea
o IBS de subtipo mixto que va a ser tratado con una dieta alta en FOS, la cantidad de bacterias de al menos
un grupo taxondmico seleccionado de

- Eubacterium siraeum
- Firmicutes, y
- Bacteroides spp. y Prevotella spp.; y

(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxondémico
en dicha muestra de prueba difiere del valor de referencia o corresponde a él, en donde una cantidad de
bacterias en los grupos taxonémicos Eubacterium siraeum, Firmicutes o Bacteroides spp. y Prevotella spp. que
es mayor que los valores de referencia, es indicativa de que el sujeto respondera a una dieta alta en FOS; y/o
(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo
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taxonémico en dicha muestra de prueba es mayor que o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde
una cantidad de bacterias en los grupos taxondmicos Eubacterium siraeum, Firmicutes o Bacteroides spp. y
Prevotella spp. que es mayor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias, es indicativo de que
el sujeto respondera a una dieta alta en FOS.

3. Un método in vitro para determinar la probabilidad de que un sujeto con sindrome del intestino irritable (IBS)
responda al tratamiento con una dieta de intervencién para el IBS, en donde dicha dieta de intervencién para
el IBS es una dieta baja en FODMAP, comprendiendo dicho método

(i) determinar para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo de
estrefiimiento que va a ser tratado con una dieta baja en FODMAP, la cantidad de bacterias de al menos un
grupo taxonémico seleccionado de

- Clostridium methylpentosum
-Eubacterium siraeum

- Acinetobacter junii, y

- Desulfitipora alkaliphila; y

(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS, y determinar si la cantidad de dicha bacteria bacterias de dicho al menos un grupo
taxonémico en dicha muestra de prueba difiere del valor de referencia o corresponde a él, en donde una
cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos Clostridium methylpentosum o Eubacterium siraeum que es
mayor que los valores de referencia, o una cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos Acinetobacter junii
o Desulfitipora alkaliphila que es inferior a los valores de referencia, es indicativa de que el sujeto respondera
a una dieta baja en FODMAP; y/o

(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo
taxonémico en dicha muestra de prueba es mayor que o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde
una cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos Clostridium methylpentosum o Eubacterium siraeum que
es mayor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias, o una cantidad de bacterias en los grupos
taxonémicos Acinetobacter junii o Desulfitipora alkaliphila que es menor que dicho valor de corte de mediana
para dichas bacterias, es indicativa de que el sujeto respondera a una dieta baja en FODMAP.

4. Un método in vitro para determinar la probabilidad de que un sujeto con sindrome del intestino irritable (IBS)
responda al tratamiento con un trasplante de microbiota fecal (FMT), comprendiendo dicho método

(i) determinar para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo de diarrea
que va a ser tratado con FMT, la cantidad de bacterias de al menos un grupo taxonémico seleccionado de

- Clostridium sp.
- Eubacterium hallii, y
- Bacteroides spp. y Prevotella spp.; y

(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxondémico
en dicha muestra de prueba difiere del valor de referencia o corresponde a él, en donde una cantidad de
bacterias en el grupo taxonémico Clostridium sp., o Eubacterium halli que es mayor que los valores de
referencia, o una cantidad de bacterias del grupo taxonémico Bacteroides spp. y Prevotella spp., que es inferior
a los valores de referencia es indicativo de que el sujeto respondera al FMT, y/o

(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento y determinar si la cantidad de dicha bacteria de dicho al menos un grupo
taxonémico en dicha muestra de prueba es mayor que o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde
un cantidad de bacterias en el grupo taxonémico Clostridium sp., o Eubacterium hallii que es mayor que dicho
valor de corte de mediana para dichas bacterias, o una cantidad de bacterias en el grupo taxondmico
Bacteroides spp. y Prevotella spp., que es menor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias,
es indicativa de que el sujeto responderé al FMT.

5. Un método in vitro para determinar la probabilidad de que un sujeto con sindrome del intestino irritable (IBS)
responda al tratamiento con un trasplante de microbiota fecal (FMT), comprendiendo dicho método
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(i) determinar para una muestra de prueba del tracto gastrointestinal de un sujeto con IBS de subtipo mixto que
va a ser tratado con FMT, la cantidad de bacterias de al menos un grupo taxonémico seleccionado de

- Clostridium sp.
- Bacteroides spp. y Prevotella spp., y
- Dialister invisus; y

(ii)(a) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de
referencia preparado a partir de al menos una muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no
sintomatico para IBS, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxondémico
en dicha muestra de prueba difiere de, o corresponde a, el valor de referencia, en donde una cantidad de
bacterias en el grupo taxonémico Clostridium sp., que es mayor que los valores de referencia, o una cantidad
de bacterias en los grupos taxonémicos Bacteroides spp. y Prevotella spp., y Dialister invisus que es inferior a
los valores de referencia es indicativa de que el sujeto responderé al FMT, y/o

(ii)(b) comparar la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico con un valor de corte
que ha sido determinado como una cantidad mediana de dichas bacterias en al menos una muestra del tracto
gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS, del que previamente se ha demostrado
que responde a dicho tratamiento, y determinar si la cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo
taxonémico en dicha muestra de prueba es mayor que o menor que dicho valor de corte de mediana, en donde
un cantidad de bacterias en el grupo taxonémico Clostridium sp., que es mayor que dicho valor de corte de
mediana para dichas bacterias, o una cantidad de bacterias en los grupos taxonémicos Bacteroides spp. y
Prevotella spp., y Dialister invisus que es menor que dicho valor de corte de mediana para dichas bacterias, es
indicativa de que el sujeto respondera al FMT.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde se determinan las cantidades
de bacterias en al menos 2, 3, 4 o todos dichos grupos taxonémicos y en el paso (ii)(a) se realiza una
comparacién con valores de referencia para dichos grupos taxonémicos, preparados a partir de al menos una
muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto no sintomatico para IBS, y/o en el paso (ii)(b) se realiza
la comparacién con valores de corte para dichos grupos taxonémicos preparados a partir de al menos una
muestra del tracto gastrointestinal de al menos un sujeto con IBS con dicho subtipo de IBS y del que
previamente se ha demostrado que responde a dicho tratamiento.

7. El método de cualquier reivindicacién precedente, en donde el método comprende ademas determinar
adicionalmente la cantidad de bacterias en al menos un grupo taxonémico seleccionado de Acinetobacter junii,
Firmicutes, Shigella spp. y Escherichia spp., Bacteroides fragilis, Ruminiclostridium, Streptococcus,
Actinomycetales, Anaerotruncus, Clostridiales y Eubacterium, comparando dicha cantidad con un valor de
referencia para una muestra del tracto gastrointestinal de sujetos normobiédticos y/o un valor de corte de
mediana para una muestra del tracto gastrointestinal de sujetos con IBS de los que previamente se ha
demostrado que responden al tratamiento con una dieta de intervencion para IBS o FMT, y determinar si la
cantidad de dichas bacterias de dicho al menos un grupo taxonémico en dicha muestra de prueba difiere de o
corresponde al valor de referencia normobiédtico y/o es mayor o menor que dicho valor de corte de mediana.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la cantidad de bacterias de al
menos un grupo taxonémico es determinada mediante un método de andlisis de Aacidos nucleicos,
preferiblemente determinacién de secuencia de acidos nucleicos, hibridacién de sondas de oligonucleétidos,
amplificacién de acidos nucleicos basada en cebadores; deteccién basada en anticuerpos u otro ligando de
afinidad especifica; analisis proteémico o anélisis metabolémico.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la muestra del tracto
gastrointestinal es seleccionada de entre

(a) contenido luminal del tracto gastrointestinal, preferiblemente contenido estomacal, contenido intestinal,
moco y heces/excremento, o combinaciones de los mismos,

(b) partes de la mucosa, la submucosa, la muscular externa, la adventicia y/o la serosa de un tejido/érgano del
tracto gastrointestinal,

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

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