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1 RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial, subrayando la importancia de la deteccién temprana para mejorar las tasas de
supervivencia de los pacientes. En este contexto, se llevd a cabo un proyecto de investigacion
utilizando el andlisis RAID-CRC Screen, una técnica innovadora que combina la extraccion de
ADN fecal con el anélisis de la firma bacteriana mediante qPCR (reaccién en cadena de la

polimerasa cuantitativa en tiempo real).

El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar si la incorporacion del anélisis RAID-CRC
Screen (qPCR de ADN fecal para la firma bacteriana) podria mejorar las caracteristicas del Test
Inmunohistoquimico Fecal (FIT), reduciendo potencialmente la necesidad de realizar pruebas
invasivas. La hipotesis central planteaba que las alteraciones en la firma bacteriana fecal podrian
diferenciar entre casos verdaderamente positivos de CRC y falsos positivos inducidos por otros

factores, como hemorragias gastrointestinales menores.

Para lograr este objetivo, se obtuvieron muestras de pacientes que consintieron participar en el
estudio, seguidas de la extraccion de ADN fecal y el andlisis de la firma bacteriana mediante
gPCR. Esto permiti¢ identificar posibles desequilibrios en la microbiota intestinal asociados con
el CCR.

Los resultados obtenidos concluyeron que el analisis de la microbiota mejora la sensibilidad, pero
sin aportar una mejora significativa sobre la prueba FIT. Ademas, solo se encontr6 una diferencia
significativa entre los diagnosticos entre los cinco grupos de bacterias estudiadas, lo que sugiere

la necesidad de modificar las especies de bacterias analizados para mejorar la prueba.

Palabras clave: Cancer colorrectal, Cribado de cancer colorrectal, ADN fecal, Microbiota
intestinal, qPCR.
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RESUMO

O cancro colorrectal (CCR) € unha das principais causas de morbilidade e mortalidade a nivel
mundial, sublifiando a importancia da deteccion tempera para mellorar as taxas de supervivencia
dos pacientes. Neste contexto, levouse a cabo un proxecto de investigacion utilizando a anélise
RAID-CRC Screen, unha técnica innovadora que combina a extracciéon de ADN fecal coa
andlise da firma bacteriana mediante qPCR (reaccion en cadea da polimerasa cuantitativa en
tempo real).

O obxectivo principal desta investigacion foi avaliar se a incorporacion da analise RAID-CRC
Screen (qPCR de ADN fecal para a firma bacteriana) poderia mellorar as caracteristicas do Test
Inmunohistoquimico Fecal (FIT), reducindo potencialmente a necesidade de realizar probas
invasivas. A hipétese central plantexaba que as alteraciéns na firma bacteriana fecal poderian
diferenciar entre casos verdadeiramente positivos de CCR e falsos positivos inducidos por outros

factores, como hemorraxias gastrointestinais menores.

Para acadar este obxectivo, obtivéronse mostras de pacientes que consentiron participar no estudo,
seguidas da extraccion de ADN fecal e do analise da firma bacteriana mediante qPCR. Isto

permitiu identificar posibles desequilibrios na microbiota intestinal asociados co CCR.

Os resultados obtidos concluiron que a analise da microbiota mellora a sensibilidade, mais non
aporta unha mellora significativa sobre a proba FIT. Ademais, s6 se atopou unha diferenza
significativa nas diagnoses dos cinco grupos de bacterias estudadas, o que suxire a necesidade de

modificar as bacterias analizadas para mellorar a proba.

Palabras chave: Cancro colorrectal, Cribado de cancro colorrectal, ADN fecal, Microbiota
intestinal, qPCR.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the leading causes of morbidity and mortality worldwide,
highlighting the importance of early detection to improve patient survival rates. In this context, a
research project was conducted using RAID-CRC Screen analysis, an innovative technique that
combines fecal DNA extraction with bacterial signature analysis via quantitative real-time
polymerase chain reaction (QPCR).

The main objective of this research was to evaluate whether the incorporation of RAID-CRC
Screen analysis (fecal DNA gPCR for bacterial signature) could enhance the performance of the
Fecal Immunochemical Test (FIT), potentially reducing the need for invasive tests. The central
hypothesis posited that alterations in the fecal bacterial signature could distinguish between true
positive CRC cases and false positives induced by other factors, such as minor gastrointestinal

bleeding.

To achieve this objective, samples were obtained from patients who consented to participate in
the study. These samples underwent, fecal DNA extraction and bacterial signature analysis via
gPCR. This allowed for the identification of possible imbalances in the gut microbiota associated
with CRC.

The results concluded that microbiota analysis improves sensitivity but does not provide a
significant improvement over the FIT. Additionally, a significant difference in diagnoses was
found in only one of the five bacterial groups studied, suggesting the need to modify the bacteria
groups analyzed to improve the test.

Keywords: Colorectal cancer, Colorectal cancer screening, Fecal DNA, Gut microbiota, qPCR.
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2 INTRODUCCION

2.1 CANCERDE CoLON (CCR)

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de cancer més prevalente con casi dos millones de
nuevos casos por afo, y es la segunda causa de muerte con unas cifras de alrededor de 900 000

personas al afo.*

En los ultimos afios, ha surgido un importante problema relacionado con el aumento del CCR en
individuos menores de 50 afios, estimandose un crecimiento de mas del 140% para el afio 2030.
Este hecho se atribuye a una serie de factores, que pueden clasificarse en 3 categorias: factores

externos generales, factores externos especificos y factores internos (Fig. 1).2

Los factores externos generales incluyen elementos como el clima, factores socioeconédmicos,
estrés y educacion. Estos aspectos estan intimamente ligados a la ubicacion geografica y al estatus
social. Los factores externos especificos se refieren a influencias mas directas del entorno, como
infecciones, polucién, dieta, ocupacion, estilo de vida (alcohol, tabaco...), asi como el uso de
antibioticos y medicamentos. Por ultimo, los factores internos son aquellos intrinsecos y Unicos
para cada individuo. Estos incluyen aspectos como el metabolismo, las hormonas enddgenas

circulantes, la morfologia corporal, la inflamacién o la microbiota intestinal.23

Factores internos

Metabolismo,
hormonas, morfologia
corporal, inflamacion o
microbiota intestinal.

Factores externos
especificos

Factores externos
generales

Infecciones, polucion,
dieta, ocupacion, estilo
de vida, antibidticos o
medicamentos.

Individuo Clima, factores
socioecondmicos,

estrés o educacion.

Figura 1. Esquema de los diferentes factores que estan implicados la apariciéon del CCR (adaptada de Rebersek,
M. Gut microbiome and its role in colorectal cancer. BMC Cancer 21, 1325 (2021). https://doi.org/10.1186/s12885-
021-09054-2. Copyright © 2021, The Author(s)).
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El céancer colorrectal puede surgir a través de 3 vias principales; la «secuencia adenoma-

carcinomay, la «via serrada» y la «via inflamatoria» (Fig. 2).

La secuencia adenoma-carcinoma es la via clasica que explica la mayoria de los casos, en ella el
adenoma actia como precursor del CCR. En este modelo, una acumulacion gradual de
alteraciones genéticas y epigenéticas llevan a la transformacion de células normales en pequefios
adenomas, adenomas largos y, finalmente, en cancer. La base molecular de esto es la mutacién
del gen APC (supresor tumoral), que desencadena una desregulacion de vias de sefializacion que
provocan la proliferacion celular desmedida junto con las mutaciones en el oncogén KRAS dando
lugar al crecimiento de los adenomas mediante la inactivacion del gen supresor de tumores
TP53.4°

Otra ruta importante en el proceso de carcinogénesis es la via serrada, en la que el cancer es
producido por la aparicion de adenomas serrados. Esta via se caracteriza por la evolucion desde
células normales a un pélipo hiperplasico, hasta un adenoma serrado y finalmente el CCR. Los
procesos moleculares clave en esta via incluyen la mutacién de oncogén BRAF, que induce una
proliferacion descontrolada por la sobreactivacién de MAPK y la hipermetilacion de las islas CpG

que estimula la transicion de pélipo hiperpléasico a CCR.*®

Por altimo, se ha sugerido una via de carcinogénesis provocada por la inflamacién crénica,
observada en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Ell). En este caso, la proliferacion
del tumor progresa desde una displasia indefinida, pasando por una displasia de bajo y alto grado
hasta la formacion de cancer. Lo distintivo de esta via es la presencia de la displasia en la mucosa
plana con lesiones multifocales, ademas de una diferente secuencia mutagénica en los genes APC
y TP53. Esta via es la menos comdn en la carcinogénesis del CCR ya que explica menos del 2%

de los casos (paciente con EIl).*

Iniciacion Promocion Progresion Metastasis
30-60 aios 10-20 ailos 0-5 aflos
Secuencia adenoma m h ] B
carcinoma o ulmon
— — > _ b \‘
Rataie .
Normal Adenoma pequeiio Adenoma grande Céancer Y\
Via serrada H %‘%‘ :
—_— —_— b e —_— Lo - 9
. ; . R
Normal Pélipo hiperplasico Adenoma serrado sésil Cancer Higado
Via inflamatoria E % : i #—Hueso
<IN A I o —
Normal Displasia indefinida ~ Bajo grado de Alto grado de Cancer
displasia displasia

Figura 2. Diferentes fases de desarrollo del cancer segun el tipo de via por el que se desarrolle (adaptada de Keum,
N., Giovannucci, E. Global burden of colorectal cancer: emerging trends, risk factors and prevention strategies. Nat
Rev Gastroenterol Hepatol 16, 713-732 (2019). https://doi.org/10.1038/s41575-019-0189-8. Copyright © 2019,
Springer Nature Limited.).
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Aunque el cancer colorrectal (CCR) se desarrolla en un érgano especifico, el intestino grueso,
es una enfermedad heterogénea con subtipos de diferente etiologia. Los subtipos de CCR han sido
definidos por la posicidn anatémica del tumor, que puede encontrarse en 3 diferentes secciones
anatomicas: colon proximal (ciego, colon ascendente, flexion hepética y colon transverso), colon

distal (flexion esplénica, colon descendente y colon sigmoideo) y el recto (Fig. 3).

También se ha visto que los factores de riesgo son diferentes en funcion de la localizacion
anatémica del tumor y que, ademas, la elevada heterogeneidad etiolégica del CCR en las
diferentes partes del intestino grueso pueden deberse a las variaciones de la microbiota intestinal
y las caracteristicas morfoldgicas de cada seccion.

Colon transverso

Angulo/. ) l e .\ Angulo

hepatico Y ; esplénico
: \ N i |
Colon /‘ | R | .\ Colon
ascendente | .\ )/ ( descendente

Ciego/ 7\ _(CU)
Recto /. ’ .\ Colon sigmoide

Figura 3. Anatomia del intestino grueso (adaptada de Ternes, D., Karta, J., Tsenkova, M., Wilmes, P., Haan, S., &
Letellier, E. (2020). Microbiome in Colorectal Cancer: How to Get from Meta-omics to Mechanism? In Trends in
Microbiology (Vol. 28, Issue 5, pp. 401-423). Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/j.tim.2020.01.001. © 2020 The
Authors. Published by Elsevier Ltd.).

2.2 CRIBADO DE CANCER DE COLON

El cancer colorrectal representa uno de los mayores desafios en la salud publica debido a su
deteccion tardia, lo que conduce a tratamientos mas agresivos y una menor respuesta, elevando
asi la tasa de mortalidad. En respuesta a este problema, se han establecido estrategias clave para
mejorar la supervivencia y la prevalencia de esta enfermedad, centrdndose en la deteccion

temprana.

En Espafia, varios organismos, incluyendo la Sociedad Espafiola de Medicina Familiar y
Comunitaria y la Asociacion Espafiola de Gastroenterologia, proponen una estrategia de cribado
basada en el FIT cada dos afios, junto con medidas para aumentar la participacion de los

pacientes.’
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La prueba FIT detecta sangre oculta en las heces, identificando hemoglobina en concentraciones
muy bajas que podrian indicar la presencia de lesiones cancerosas o0 precancerosas. La evidencia
muestra que los niveles de sangre oculta aumentan con la gravedad de la lesién, siendo

significativamente elevados en casos avanzados de adenomas y cancer colorrectal.®

Ademés de su eficacia diagnostica, la prueba FIT es préctica y conveniente para los pacientes,
quienes reciben el kit en casa, lo realizan y lo envian por correo al hospital para su analisis. Este
enfoque ha demostrado una sensibilidad del 75% y una especificidad del 94% en la deteccion del
cancer colorrectal, en comparacion con la colonoscopia, considerada el estandar de oro en el

diagnostico de esta enfermedad.®°

Los programas de cribado para la deteccion precoz del cancer colorrectal tienen un impacto
directo en la salud publica. Estudios de modelizacion sugieren una mejora del 59% en la
mortalidad y del 15% en la incidencia. Ademas, estudios observacionales respaldan este impacto

positivo en la mortalidad y la incidencia del cancer colorrectal .®

La deteccion temprana del cancer colorrectal es fundamental para mejorar los resultados del
tratamiento y reducir la mortalidad. Para optimizar la implementacién de programas de deteccion
basados en FIT, resulta crucial abordar estrategias para mejorar la participacion y considerar las

barreras potenciales a nivel nacional y comunitario.

2.3 MICROBIOTA INTESTINAL ASOCIADA A CCR
2.3.1 Microbiota intestinal

2.3.1.1 Introduccion

Aunque la microbiologia como ciencia data del siglo XV1I, no fue hasta principios de los afios 90
gue comenzaron los primeros estudios sobre la microbiota. El cientifico ruso Eli Metchnikoff,
logré asociar la longevidad de personas que vivian en zonas rurales con el consumo de productos
con leche fermentada. Metchnikoff postuléd que las bacterias acido-lacticas presentes en estos
productos de leche fermentada que consumian, les proporcionaba un efecto antienvejecimiento.
Propuso la hip6tesis de que la presencia de bacterias «saludables» mediante el consumo de
productos lacteos podria vencer a las bacterias dafiinas y prolongar la vida, siendo el primer
cientifico que sugeria que es posible modificar la microbiota reemplazando malas bacterias por

buenas bacterias.?

El descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming desvié la atencion hacia la
busqueda de antibidticos que pudiesen combatir las bacterias. Sin embargo, con el paso de los
afios, la investigacion y desarrollo de nuevos antibiéticos se estancaron, lo que devolvio el foco

al estudio de la microbiota.°
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Como demostracion del interés global en la microbiota, tenemos el Proyecto del Microbioma
Humano (Human Microbiome Project, HMP) que mediante analisis multibmicos de alto
rendimiento ha analizado la estructura y funciéon de la microbiota humana en 300 adultos,
logrando aislar y secuenciar méas de 1300 cepas de referencia. Este proyecto ha generado una
enorme base de datos enorme sobre la complejidad de la microbiota humana, ayudando asi a

comprender su relacion con la salud y la enfermedad.!

Este complejo sistema, conocido como microbiota, estd compuesto por microorganismos como
bacterias, hongos, virus y arqueas, que se distribuyen a lo largo del tracto gastrointestinal (Fig.
4). Antes del HMP, el Proyecto del Microbioma del Intestino Humano ya habia aumentado
nuestro conocimiento sobre los ecosistemas de microorganismos que habitan en nuestro tracto

gastrointestinal !

Estomago y duodeno ' \
10' - 10° CFU/mL
Lactobacilli \>
Streptococei &
Yeasts

Yeyuno e ileon

Colon 10* - 10* CFU/ML
10%- 10 CFUmML Lactobacili

Bacteroides Coliform bacteria
Bifidobacteria Streptococci
Streptococcl Bacteroides
Eubacteria Bifidobacteria
Fusobactera /(' Fusobacteria
Clostridia

Veilonella
Coliform bactenia
Lactobaciii
Proteus
Staphylococci
Pseudomonades
Yeasts

Protozoa

Figura 4: llustracion de la diferencia en las poblaciones bacterianas a lo largo del aparato digestivo, tanto en
concentracion como en la presencia de diferentes especies. (adaptada de The human gut microbiota. Illustration by
David Schumick, BS, CMI. Reprinted with the permission of the Cleveland Clinic Center for Medical Art &
Photography © 2015. All rights reserved. CCF, Cleveland Clinic Foundation; CFU, colony-forming units).

Sabemos que la microbiota intestinal estd formada por entre 10 a 10 microorganismos,
suponiendo que haya aproximadamente 10 veces mas células bacterianas que células humanas y

unas 100 veces mas genes que en el genoma humano.*?

En términos generales, la microbiota intestinal estd compuesta por dos filos principales:
Bacteroidetes y Firmicutes, que representan aproximadamente el 90% de la microbiota intestinal.

Dentro del filo Bacteroidetes, los géneros mas abundantes e importantes son Bacteroides y
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Prevotella, mientras que en el filo Firmicutes predominan géneros como Clostridium, Roseburia,

Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus y Ruminococcus.®

2.3.1.2 Factores que influyen en la microbiota

Aunque se ha sugerido la existencia de una «microbiota core», que consistiria en la presencia de
los mismos microorganismos mas abundantes, la realidad es que hay una enorme variabilidad
entre cada individuo. Esta variacion se debe a una serie de factores (Fig. 6) que modifican la
microbiota y la hacen caracteristica de cada persona. Entre estos factores se incluyen la dieta, los
medicamentos, la procedencia, la etapa de la vida, el modo de nacimiento, el tipo de lactancia 'y
el estrés (ya sea por ejercicio, enfermedad o estrés psicolégico). 014

e Dieta

La dieta (Fig. 5) se ha convertido en uno de los factores mas estudiados en relacién con la
microbiota. Los cambios mas significativos relacionados con la composicion de la microbiota
intestinal se deben a alteraciones dietéticas, especialmente el consumo de fibra proveniente de
frutas, vegetales y otros alimentos de origen vegetal. Estas dietas se asocian con una mejora de la
diversidad microbiana, mientras que las dietas altas en grasas, azlcares y proteinas, y bajas en
fibra, se relacionan con una menor diversidad microbiana y un mayor riesgo de enfermedades

metabdlicas o cancer.1°

( )

EL PLATO PARA COMER SALUDABLE

Use aceites saludables
(como aceite de oliva o
canola) para cocinar, en
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nueces; limite las carnes rojas y el queso;
evite la tocineta (“bacon”), carnes frias
(fiambres), y otras carnes procesadas.
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Harvard T.H. Chan School of Public Health
The Nutrition Source
www.hsph.harvard.edu/nutritionsource

Figura 5. El Plato para Comer Saludable. Fue creado por expertos de la Universidad de Hardvard para crear comidas
saludables y balanceadas que ayudaria a mantener una adecuada microbiota intestinal (El Plato para Comer Saludable
(Spanish). (2024, May 9). The Nutrition Source. Hardvard University. Copyright © 2024 The President and Fellows of
Harvard College).
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e Tratamiento médico

En cuanto a los tratamientos a los que nos podemos someter, uno de los mas agresivos para la
microbiota es el tratamiento con antibioticos. Estos farmacos, disefiados para combatir
microorganismos patdgenos, también afectan a las comunidades microbianas beneficiosas, lo que
puede llevar a una disminucion de la diversidad microbiana. Ademaés, los antibidticos pueden
favorecer el crecimiento de cepas resistentes, actuando como reservorios de genes de resistencia
en el microambiente intestinal. Esto puede tener efectos adversos, ya que muchos
microorganismos dependen de otros para la obtencion de nutrientes, metabolitos secundarios y

para la eliminacion de productos de desecho.’®

Las alteraciones de la microbiota pueden conducir a disfunciones en el sistema inmunoldgico y a
un aumento de la susceptibilidad a enfermedades. No solo los antibiéticos influyen en la
microbiota, sino que esta también juega un papel crucial en la activacion de medicamentos y
compuestos bioactivos a su forma activa. Las variaciones en la absorcion de estos medicamentos
pueden ser atribuibles a diferencias en la microbiota, destacando la importancia de una microbiota

diversa para una respuesta dptima a ciertos tratamientos médicos. 016

o Geografia

Aunque diversos estudios demuestran que en los primeros afios de vida hay caracteristicas
compartidas, la ubicacion geografica ejerce una influencia significativa sobre la composicién y
diversidad de la microbiota intestinal. Las diferencias en la dieta, el entorno, las adaptaciones
fisioldgicas y las practicas culturales entre las poblaciones explican muchas de estas variaciones.
La diversidad microbiana tiende a ser menor en poblaciones de paises desarrollados como Estado
Unidos, mientras en regiones menos desarrolladas como ciertos paises africanos, la microbiota

exhibe una mayor diversidad y se adapta mejor a las dietas locales. 17

Estos hechos subrayan la importancia de considerar el contexto geografico a la hora de hacer

estudios sobre la microbiota para tener en cuenta la caracteristicas especificas de cada poblacion.
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o FEtapadelavida

La composicion de la microbiota intestinal cambia significativamente a lo largo de las diferentes
etapas de la vida y esta fuertemente influenciada por la dieta. Durante los primeros meses de vida,
la alimentacion se basa en la lactancia materna, lo cual enriquece la microbiota con
macroorganismos proporcionados por la leche materna y resulta en una baja diversidad

microbiana.

Alrededor de los 3 afios de edad, la composicion de la microbiota se asemeja a la de un adulto y
permanece relativamente estable hasta la vejez. Sin embargo, durante la infancia, la microbiota
estd predominantemente poblada por Bifidobacterium, los cuales van modulando hacia una

microbiota dominada por Bacteoridetes y Firmicutes en la etapa adulta.

En la vejez, las deficiencias asociadas con la edad como el deterioro de la denticion, la funcion
salival o la digestion, pueden influir en la composicion de la microbiota. Las personas mayores
tienden a tener proporciones mas altas de Bacteroidetes y disminuciones de Bifidobacteria y
Bacteroides en comparacion con los adultos jovenes. La diversidad microbiana también tiende a
disminuir y se observan problemas de salud como la fragilidad, que se relaciona con una menor

diversidad dietética.1018

e Modo de nacimiento

En el proceso del parto, los recién nacidos son expuestos a una amplia gama de microorganismos
que contribuyen a la colonizacion de la microbiota intestinal y, como era de esperar, el modo del

parto afecta a esta composicion de la microbiota.

Durante un parto vaginal, el bebé entra en contacto con la microbiota vaginal, la cual difiere de
la microbiota de la piel presente en los nacimientos por cesarea. Los estudios muestran que los
bebés nacidos por via vaginal tienden a tener una mayor poblacion de Bacteroidetes en

comparacion con Firmicutes, en contraste con los nacidos por cesarea.’

e [Estrés

Podemos definir el estrés como una respuesta organica a las demandas o presiones ambientales.
Tanto la percepcion del estrés como la duracion de sus consecuencias varia entre las persona,
contribuyendo notablemente a la posibilidad de sufrir enfermedades. Tanto los estresores fisicos
como los psicoldgicos activan el llamado eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal (HPA) que provoca

una serie de respuestas hormonales como la liberacion de la hormona liberadora de corticotropina,
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que a su vez estimula la liberacién de la corticotropina a nivel sistémico, promoviendo la sintesis
de glucocorticoides, especialmente el cortisol, en la glandula adrenal. Ademas, se liberan
noradrenalina y adrenalina (catecolaminas) tras la exposicion a estresores fisicos y

psicolégicos. %2

Se sabe que la microbiota intestinal es muy sensible al estrés y a los mediadores del estrés. En
particular, se ha observado que las bacterias entéricas responden a la liberacion de mediadores
quimicos relacionados con el estrés, lo que puede influir en la susceptibilidad a infecciones

bacterianas. 1020

#” =
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. Z )
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Figura 6. Esquema que representa los factores principales que afectan a la microbiota intestinal (adaptada de
David Schumick, BS, CMI. Reprinted with the permission of the Cleveland Clinic Center for Medical Art &
Photography © 2015. Al rights reserved. CCF, Cleveland Clinic Foundation).

2.3.2  Funcién de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal presenta una relacion de simbiosis con la mucosa intestinal,
proporcionando importantes funciones metabdlicas, inmunoldgicas y de proteccion intestinal.
Gracias a la obtencidn de nutrientes a través los componentes dietéticos, podemos considerar la

microbiota como un érgano por si mismo, con una gran capacidad metabélica y de variabilidad.?
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2.3.2.1 Metabolismo de nutrientes

Como se vio anteriormente, la dieta tiene un impacto directo en el desarrollo de la microbiota
intestinal. Este impacto tan grande de la dieta es debido al importante papel que tiene la microbiota

intestinal en el metabolismo de nutrientes.

Las bacterias intestinales producen enzimas que les dan la capacidad de fermentar carbohidratos
complejos, generamos metabolitos como los &cidos grasos de cadena corta (AGCCs), siendo los
mas importantes el propionato, butirato y acetato. Estos AGCCs se absorben rapidamente en el
tracto gastrointestinal donde estan relacionados con los procesos de regulacion celular como la
expresion génica, la diferenciacién, proliferacion y apoptosis. Aunque todos los AGCCs son
importantes, se le atribuye una mayor importancia al butirato, ya que es la molécula encargada de
proporcionarle energia a los colonocitos. El butirato ejerce efectos duales en los colonocitos
normales y tumorales. En los colonocitos normales, funciona como una fuente de energia, siendo
metabolizado a acetil-CoA en el ciclo de Krebs, permitiendo la proliferacién celular.
Alternativamente, en los colonocitos tumorales, debido al efecto Warburg, la glucdlisis
anaerobica es la principal fuente de energia, por lo tanto, el butirato no entra en el ciclo de Krebs
y esta disponible para el ntcleo, modulando la expresion génica a través de la inhibicién de las
HDAC, lo que lleva a la regulacion a la baja de p21 y p27 e inhibe la proliferacion celular,
explicando asi el efecto beneficioso asociado en el cancer (Fig. 7).1421.22

Colonocito normal : Cancer colorrectal
2 =
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BL.‘rJ\L ° ° o pA ase
® ° :
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° Glucose ° o
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)| : B A
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Figura 7. Doble funcidn del butirato en el cancer colorrectal (adaptada de Hanus M, Parada-Venegas D, Landskron
G, Wielandt AM, Hurtado C, Alvarez K, Hermoso MA, Lo” pez-Késtner F and De la Fuente M (2021) Immune System,
Microbiota, and Microbial Metabolites: The Unresolved Triad in Colorectal Cancer Microenvironment. © 2021 Hanus,

Parada-Venegas, Landskron, Wielandt, Hurtado, Alvarez, Hermoso, Lépez-Kdstner and De la Fuente).
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La microbiota también es la encargada de sintetizar la vitamina K y varios componentes de las
vitaminas del grupo B, ayuda a metabolizar de manera mas efectiva las grasas y utiliza proteasas

para la produccion de moléculas sefializadores y péptidos antimicrobianos.

2.3.2.2 Proteccion antimicrobiana

La microbiota intestinal tiene un papel indispensable en la proteccion antimicrobiana. Su
mecanismo béasico es crear una barrera mucosa de dos capas que mantiene los microorganismos
alejados del epitelio. También, diferentes componentes microbianos son capaces de activar
moléculas de defensa, como las proteinas antimicrobianas (PAM), y defensinas para asi destruir

las estructuras de los microorganismos. 2

2.3.2.3 Proteccion de la barrera intestinal

Se sabe con certeza que la microbiota intestinal tiene un papel importante en la proteccion de la
estructura y funcién del tracto gastrointestinal. Los microorganismos presentes en el tracto
gastrointestinal son capaces de secretar moléculas encargadas de mantener los desmosomas en
las microvellosidades, producir moléculas que previenen la apoptosis de las células epiteliales
intestinales y también modular los patrones de glucosilacién de la mucosa, facilitando la

adherencia microbiana en la superficie celular.?:

2.3.2.4 Inmunomodulacion

La microbiota intestinal tiene un papel muy importante en la inmunomodulacién del tracto

gastrointestinal, ya que interacttia con el sistema inmunitario innato y adaptativo.

Los microorganismo presentes en el intestino contribuyen al desarrollo normal del tejido linfoide
asociado al intestino (GALT), influye en las respuestas de los linfocitos T CD4+ y CD8+ v,

ademas, en la produccion de IgA en los linfocitos B.

Las células linfoides responden a sefiales epiteliales y regulan la inmunidad intestinal, ejemplo de
ello son los macrdfagos, que en la lamina propia expresan la interleucina pro-ILB para una

respuesta rapida ante patégenos que es mediada por la microbiota.?

2.3.3 Microbiota relacionada con el CCR

La microbiota intestinal estd compuesta por una gran cantidad de microorganismos que muchas
veces son olvidados a la hora de tatar la salud y la enfermedad humana. Con el aumento de los
estudios sobre la microbiota intestinal, se ha demostrado la relacion entre la disbiosis de la

microbiota intestinal con el desarrollo del cancer colorrectal.
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Sabemos que la alteracion de la microbiota modifica las funciones fisioldgicas dando lugar a
varias enfermedades. En concreto, hablando del CCR, se ha demostrado que hay una diferente
composicién de la microbiota entre pacientes con CCR y personas sanas, presentando una pérdida

de diversidad y riqueza en la microbiota intestinal.

Este conocimiento sobre la variacion de la microbiota ha llevado a la asociacion de varias especies
de bacterias con la aparicion de CCR. Por el momento, no se ha llegado a un consenso sobre la
estructura de la microbiota, pero si se puede decir con certeza algunos de los microorganismos

con mayor presencia y efecto sobre el desarrollo del cancer colorrectal.

Los géneros de bacterias Fusobacterium, Peptostreptococcus, Porphyromonas, Prevotella,
Parvimonas, Bacteroides, y Gemella aumentan su concentracion en el CCR.2* En cambio, los
géneros Rosaburia, Clostridimun, Faecalibacteirum y Bifidobacterium decrecen en pacientes con

esta condicion.®

El desarrollo del cancer viene provocado por un cambio en la estructura de la microbiota
intestinal, con variaciones de una o varias especies. Para entender mejor esto, se han postulado

dos hipotesis acerca de cdmo ocurre:
e La hipdtesis de Alpha-Bug o Bacteria-Alfa

Esta hipotesis integra la relacion entre una especie y la comunidad bacteriana del intestino en
la carcinogénesis. La bacteria alfa no sélo induce a tumores directamente, sino que también
remodela la comunidad bacteriana a una que promueva la respuesta inmune de la mucosa
intestinal y la alteracion de la células epiteliales del intestino hasta provocar cancer. Ademas,
estas Bacterias-Alfa pueden aumentar la carcinogénesis desplazando a las bacterias que

protegen al intestino contra el cancer.'22¢
¢ El modelo Conductor-Pasajero

En este modelo se establecen dos categorias de bacterias: las bacterias conductoras y las
bacterias pasajeras. Por un lado, las bacterias conductoras son las bacterias intestinales
autdctonas que producen sustancias genotoxicas que dafian el ADN de las células epiteliales,
pudiendo iniciar el desarrollo del CCR. Por otro lado, las bacterias pasajeras son oportunistas,

pues proliferan en el entorno del tumor y median en la tumorigénesis.

En este modelo, se sugiere que las bacterias conductoras inician el proceso de tumorigénesis
para luego perder su ventaja de crecimiento y ser sustituidas por las pasajeras, que terminaran

con el desarrollo del tumor.12%
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2.4 BIOMARCADORES DE CCR

Consideramos un biomarcador como una molécula biol6gica presente en el organismo que se
puede medir o evaluar como un indicador de algin proceso normal o anormal, de una afeccion o
de una enfermedad. Estos biomarcadores pueden ser moléculas, genes, enzimas, metabolitos u

otro tipo de sefiales biologicas.

Segun la utilidad del biomarcador, lo podemos dividir en 3 categorias:
e Biomarcador diagnostico

Son utilizados para detectar o confirmar la presencia de una enfermedad. Ejemplo: presencia
del gen 16S de una bacteria implicada en el cancer colorrectal.

e Biomarcador pronéstico

Ayudan a predecir la progresion de una enfermedad. Ejemplo: anlisis de la expresion de
ciertos ARNm para pronosticar el deterioro clinico de pacientes con COVID-19.

e Biomarcadores predictivos

Ayudan a predecir como va a responder un paciente a un tratamiento especifico. Ejemplo:
presencia de biomarcadores de cancer para poder prescribir tratamientos mas precisos.

El aumento del interés en el estudio de la microbiota intestinal ha permitido seleccionar diversos
biomarcadores que facilitan la prevencion y tratamiento del cancer colorrectal. Varias
investigaciones han encontrado alteraciones en la microbiota de muestras fecales de pacientes con
CCR, también ocurre en pacientes con adenomas avanzados. Por lo tanto, el uso de estos
biomarcadores en pacientes con adenomas podria ser una herramienta Util para tratar de prevenir

las lesiones cancerosas.?

Ademas de las técnicas convencionales como la colonoscopia (gold estandar), se ha
implementado el uso de pruebas no invasivas como el Test Inmunohistoquimico Fecal (FIT). Sin
embargo, este tipo de pruebas tiene una sensibilidad de aproximadamente el 80% para la deteccion
de CCR y sélo el 25% para la deteccion de adenomas avanzados. Para mejorar la sensibilidad,
eficiencia y seguridad de los resultados, varios estudios han demostrado el potencial de combinar

el andlisis de microbiota fecal con FIT.?®

A pesar del esfuerzo de la comunidad cientifica por encontrar asociaciones entre biomarcadores
bacterianos y CCR, hasta la fecha no se ha identificado un marcador universal para la deteccion
del CCR. No obstante, la combinacion de biomarcadores indicadores de la presencia de algunas
especies asociadas con CCR han demostrado una alta sensibilidad para la deteccion de cancer

colorrectal .2
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2.5 RAID-CRC

El proyecto RAID-CRC se basa en realizar un estudio clinico centrado en evaluar y mejorar la
precisién diagnostica para el cancer colorrectal (CCR) y de los adenomas avanzados gracias a la
identificacion de alteraciones en la microbiota intestinal mediante la prueba RAID-CRC Screen.
Como se ha tratado en puntos anteriores, el desequilibrio en la composicion de la microbiota se
ha asociado con un mayor riesgo de desarrollar CCR.

Con este analisis de microbiota, los resultados son analizados a través de la plataforma GoodGut-
Test® (https://goodgut-test.eu/auth/login) que, con un algoritmo matematico que utiliza

“machine learning”, integra los resultados aplicando diferentes puntos de corte para cada
marcador bacteriano, maximizando la especificidad y precision del diagnostico.

En el estudio se compara la capacidad diagndstica del RAID-CRC Screen (combinacion del FIT
y analisis bacteriano) con la del FIT solo, esperando reducir la tasa de falsos positivos en un 20%

sin perder la sensibilidad para el diagnostico de CCR.

El proyecto es un estudio observacional y transversal, realizado en un Gnico centro (Complexo
Hospitalario Universitario de Ourense), dirigido a participantes del programa de cribado del
cancer colorrectal con resultados positivos en el FIT.
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3 HIPOTESIS

3.1 HIPOTESIS PRINCIPAL

El uso combinado del anélisis de la firma bacteriana con RAID-CRC Screen y la prueba FIT
reduce significativamente la tasa de falsos positivos en comparacion con el uso exclusivo de la
prueba FIT. Las alteraciones en la firma bacteriana fecal detectadas mediante RAID-CRC Screen
permiten distinguir entre casos verdaderamente positivos de cancer colorrectal y falsos positivos,
existiendo una relacién entre la variacion en la concentracién de ciertas especies bacterianas y el
aumento del valor de FIT.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRIMARIO

Evaluar la capacidad diagnostica de la evaluacion de la firma bacteriana de ADN fecal como
herramienta complementaria al FIT, para el diagnostico del cancer colorrectal. La capacidad
diagndstica obtenida con la combinacion de FIT y RAID-CRC Screen (evaluacion de la firma
bacteria) sera comparada con la obtenida solo con el FIT.

4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Buscar variaciones significativas de abundancia relativa entre las bacterias estudiadas y

el diagndsticos de los pacientes.

2. Encontrar una posible relacion entre el valor de la prueba FIT y la abundancia relativa de

las especies bacteriana estudiadas.

5 MATERIAL Y METODOS

5.1 TIPODEESTUDIO

El estudio en el que esta incluido este trabajo sobre la evaluacién de la firma bacteriana de ADN
fecal como herramienta complementaria en la deteccion temprana de CCR, es un estudio

unicéntrico prospectivo de pruebas diagndsticas para el uso del RAID-CRC Screen.
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5.2 DISENO EXPERIMENTAL
5.2.1 Procedimientos preanaliticos

Los procedimientos preanaliticos en este estudio se centraron en la seleccion de participantes y
en el almacenamiento de las muestras. El circuito general del estudio clinico, refiriéndonos a los

procedimientos preanaliticos, consta de las siguientes fases:

1. Almacenaje de las muestras con un resultado positivo del FIT en el laboratorio de

analisis del Complexo Hospitalario Universitario de Ourense.

Aquellas muestras que hayan obtenido un resultado positivo se guardaron de inmediato a -20°C.

2. Notificacion de los resultados FIT positivos al centro hospitalario.

Desde el laboratorio clinico se notificd a los investigadores el codigo de barras de las muestras
FIT positivas para que en el momento en que se programase la colonoscopia se le pueda informar

también del estudio clinico.

3. Recogida de datos de las personas que acepten participar en el estudio.

Una vez seleccionado, cada paciente complet6 el cuaderno de recogida de datos y fue incluido en
el registro de pacientes, identificado por el cddigo de barras de su muestra FIT del programa de

cribado.

4. Notificacion codigos asociados a las personas que acepten participar en el estudio.

Los investigadores informaron al laboratorio sobre los codigos de las personas que aceptaron
participar y aquellas que no. En los casos de no aceptacion, el laboratorio descartd las muestras

correspondientes.

5.2.2  Seleccion de pacientes

Los pacientes incluidos en el estudio debian cumplir con una serie de requisitos para asegurar la
validez y significatividad de los resultados. El estudio se llevé a cabo en el Complexo Hospitalario
Universitario de Ourense (Ourense, Galicia). Las personas reclutadas en este estudio tienes que

cumplir estos 3 requisitos basicos:

1. Participado en el programa gallego de deteccion precoz del cancer colorrectal.
2. Obtener un resultado positivo de la prueba del FIT.

3. Aceptar la evaluacion de la colonoscopia.
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Después de esto, los pacientes reclutados (edad entre 50 y 69 afios) debieron firmar el formulario
de consentimiento informado, cumplir con todos los criterios de inclusion para garantizar la
homogeneidad del grupo de estudio y ninguno de los de exclusion para evitar la inclusion de
personas con condiciones o0 antecedentes que podrian afectar a la validez de los resultados (Tab.
1).

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion para la seleccién de pacientes en el estudio.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

v" Personas entre 50 y 69 afios, ambos incluidos. x  Embarazo en el momento de la inclusion.

v Personas que acepten la realizaciéon de una x  Haber recibido tratamiento con antibiotico el
colonoscopia por haber obtenido un resultado mes anterior a la inclusion en el estudio.
positivo del FIT en el marco del programa de x  Haber recibido quimioterapia y/o radioterapia
cribado del cancer colorrectal y obtengan un los 6 meses anteriores a la inclusién en el
diagndstico vélido. estudio.

v' Consentimiento  informado  debidamente x  Presentar efectos gastrointestinales adversos
firmado. por haber recibido quimioterapia o0

radioterapia (recibida > 6 meses anteriores a la
inclusion en el estudio) que pueda
comprometer la funcion del tracto digestivo.

x  Presentar comorbilidad severa de acuerdo con
criterios clinicos.

x  Antecedentes personales de CCR, adenomas
colorrectales avanzados, poliposis colorrectal
o0 enfermedad inflamatoria intestinal.

x  Otras enfermedades, trastornos y/o cirugias
previas que comprometan el transito

digestivo.

Con esto, Los pacientes aceptados recibieron un namero/cédigo Unico para preservar su
confidencialidad. Todos los datos se recogieron electronicamente a través de la plataforma web

RedCap del Instituto de Investigacion Sanitaria Galicia Sur (redcap.ticl-iisgaliciasur.es/).

Es importante sefialar que los resultados de la prueba RAID-CRC Screen no fueron comunicados

a los participantes y no se utilizaron para la gestion clinica de los mismos.

5.2.3 Tamafio muestral

Se incluird un minimo de 1280 participantes al programa de cribado del cancer colorrectal con un
resultado positivo del FIT y con un diagndstico valido de la colonoscopia. La N ha sido calculada
para asegurar una sensibilidad de la prueba en la deteccion de CCR superior al 95% y para
asegurar la reduccion del numero de colonoscopias un 15%. La formula utilizada para el calculo

es la siguiente:
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Tamafio de muestra inicial (n):

. Zczz/zp(l -p)
n= S

Tamaiio de muestra ajustado (n’):

!

_ n
"= 0,054554

Donde,

e z,/, eselvalor critico de la distribucion normal estandar para un nivel de confianza dado.
e pes laproporcién estimada de la caracteristica de interés.

e des el margen de error deseado.
Calculo:
d=0,05-0,02=0,03 d?=0,0009
0=0,90 z2,= 1,645 x 1,645 = 2,706

p=0,02 p * (1-p) = 0,02+0,98 = 0,0196

_ 2,706+ 0,0196

n' = S e = 58931
_ 58931 _
"= 0054554

5.2.4 Clasificacion de lesiones

Todas las personas que han participado en el estudio se han sometido a una colonoscopia para
saber las condiciones en las que se encuentra su colon. Acorde con el examen de la colonoscopia

y los resultados del analisis anatomopatoldgico, el diagnéstico ha sido clasificado en 4 grupos:

e Colonoscopia normal: en la colonoscopia no hay ningin hallazgo o pdlipos
hiperplasicos menores a 10 mm en el colon sigmoideo y/o recto.

e Adenomas no avanzados (ANA): presencia de adenomas tubulares menores de 10 mm
con bajo grado de displasia y polipos serrados menores a 10 mm sin displasia.

e Adenomas avanzados (AA): presencia de adenomas mayores de 10 mm, con
componente velloso o con alto grado de displasia, p6lipos serrados mayores de 10 mm o
con displasia, y adenocarcinoma in situ.

e Cancer colorrectal.
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5.2.5 Consideraciones éticas

El estudio clinico se realizara con la conformidad de las normas internacionales aplicables (ISO
14155:2020) y los requisitos reglamentarios, asi como con los principios éticos de la Ultima
revision de la Declaracion de Helsinki, aprobada por la Asociacién Médica Mundial. El protocolo
de estudio fue aprobado por el Comité de ética de la investigacion con medicamentos de Galicia
(CEIM-G) con codigo de aprobacion 2023/243.

5.3 ANALISIS DE SANGRE OCULTA EN HECES

El andlisis de prueba de sangre oculta en heces (FIT) se ha hecho en el Complexo Hospitalario
Universitario de Ourense utilizando la misma muestra que se usa en el andlisis de firma
bacteriana. Las muestras utilizadas para determinacion de hemoglobina (Hb) en heces se hacen
usando el tubo colector del OC-Sensor.

Consideramos test positivos a los que la concentracion de hemoglobina en heces sea igual 0 mayor
a 100 ng/ml (20 pg Hb/g de heces; FIT100).

5.4 EXTRACCION DE ADN FECAL

Para comenzar con la extraccidn, se retiran los contenedores FIT de sus cajas de almacenamiento
y se dejan descongelar a temperatura ambiente durante 20-30 minutos para garantizar una

homogeneizacion adecuada de la muestra y asegurar la calidad 6ptima de la misma.

La extraccion del ADN seguird el guion (Fig. 8) establecido en el protocolo del DNAeasy®
PowerSoil ® Pro Kit (QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, GERMANY) o

mediante la Guia rapida proporcionada por GoodGut SLU.

El primer paso implica transferir el contenido del contenedor a un tubo estéril de 1,5 ml,
posteriormente centrifugarlo para eliminar la mayor parte del sobrenadante, y luego resuspender
el pellet para concentrar la muestra. Después de esto, se agitara en un tubo con bolas de latex y
buffer de lisis para romper las células. Durante el proceso, se realizaran varias centrifugaciones y
filtraciones para obtener, en Gltima instancia, aproximadamente 100 microlitros de una disolucién
de ADN.

Por ultimo, todas las muestras seran debidamente rotuladas y etiquetadas para su almacenamiento

en el congelador a -20°C hasta su uso para realizar la qPCR.
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Figura 8. Esquema por pasos del proceso de extraccion de ADN (creado con BioRender

https://www.biorender.com/ ).

5.5 ANALISIS DE MICROBIOTA POR QPCR

La PCR cuantitativa (JPCR) o PCR en tiempo real, es una técnica basada en una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) que combina la amplificacion de una secuencia de ADN con la
cuantificacion de la concentracion de esta. Gracias al uso de fluoro6foros en la mezcla de reaccion,
podemos monitorizar los aumentos de los productos de amplificacion durante la reaccion (Fig.
9). En esta reaccion, los fluoréforos unidos a las sondas emiten fluorescencia después de unirse a

la diana durante la sintesis de ADN.

Para este andlisis utilizamos el RAID-CRC Screen gPCR Kit, optimizado para ensayos multiplex
usando cebadores especificos y sondas marcadas con fluorescencia. Este producto se basa en la
actividad de la 5’ exonucleasa de la ADN polimerasa. La actividad de esta enzima genera un
incremento en la sefial de fluorescencia que es proporcional a cantidad de la secuencia objetivo.
Este kit necesita 3 ensayos qPCR de cada muestra para obtener un diagnéstico; en los screening

Ay B se realiza un ensayo multiplex y el screening C uno singleplex.

9000 T T T e e T e e T
8000 . ‘ »
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6000
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3000
2000

1000

Unidades Relativas de Fluorescencia

0

Ciclos

Figura 9. Curvas de fluorescencia obtenidas. En la imagen observamos las curvas de fluorescencia codificadas por
colores, cada una correspondiente a una sonda diferente del analisis. Ademas, se pueden ver lineas rectas en la parte

inferior, que representan la linea del umbral.
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5.5.1 Descripcion del analisis

En esta etapa del proceso, obtenemos los datos necesarios para determinar la concentracion de
bacterias de cada tipo presentes en cada muestra. Para ello, las secuencias especificas de bacterias
se clasificaron en 2 grupos (Tab. 2): Eubacterias como el total de bacterias; B46 (el mejor BLAST
de S. variabile), B48 (mejor BLAST con Raminococcus, Roseburia, Coprococcus) y F.
Prausnitzii como biomarcadores de bacterias productoras de butirato, y B. fragilis y G.

morbillorum como patégenos oportunistas.

Tabla 2. Esquema de clasificacion de las diferentes especies de Eubacterias segn sus caracteristicas.

Eubacterias

Bacterias productoras de butirato Bacterias patégenas oportunistas

B48
B. fragilis

B46

L. G. morbillorum
E Prausnitzzi

La cuantificacion de los biomarcadores del CCR implica la preparacion de una mezcla de reaccion
que contiene la Master Mix, agua libre de DNAsas, asi como cebadores y sondas especificas (Tab.
3) para cada reaccion. Se realizaron tres reacciones: en la screening A, se analizaron las sondas
FAM (Eubacterias), HEX (F. prausnitzii) y ROX (G. morbillorum); en la screening B, se
analizaron las sondas HEX (B46) y CY5 (B. Fragilis); y, en la screening C, FAM (B48).

Tabla 3. Secuencia de los cebadores y marcadores utilizadas en el anélisis.

Marcador Cebadores Secuencia 5°—>3’

Eubacterias EUB_F ACT CCT ACG GGA GGC AGC AGT
EUB_R GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC

F. prausnitzii FBPN_F CAACAAGGT AAGTGACGGC

FBPN_.R CGCCTACCTGTGCACTACTC
G. morbillorum  GMLL_F AAG AGT TCC AAG GCGTTCTC
GMLL_R CCATTTCAAGATCCGCTTTCTATTT

B46 B46_F TCC ACG TAAGTC ACAAGCG
B46_R CGC CTACCT GTGCACTACTC
B. fragilis BCTF_F TGAAAGCGT GCTCTTACT ATTG
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BCTF_R TATTGGCTGTTGTGCTTT GT
B48 B48_F GTA CGG GGA GCA GCAGTG
B48_R GAC ACT CTAGAT GCACAGTTTCC

5.5.2 Procedimiento técnico

Para realizar este ensayo, se prepara una mezcla de reaccion para cada screening. Esta mezcla de
reaccion contiene la Multiplex Master Mix 4x, los cebadores y las sondas en cantidades

especificas que vienen definidas por el guion del Kit.

Una vez preparada la mezcla de reaccidn, se procede a cargar los pocillos de la placa de 96
micropocillos. En cada pocillo se colocan 10 uL de solucién, con 8 pL correspondientes a la
mezcla de reaccion y 2 pL al volumen de la muestra de cada screening para analizar los seis
grupos de interés del anélisis. Todo este proceso se lleva a cabo utilizando micropocillos blancos
en una placa de 96 micropocillos, garantizando la reproducibilidad y la precision de los resultados
obtenidos (Fig. 10).

&\
2yl de ADN | et

8ul de Mix de N/ A =

N reaccién : = \ D
Multiplex Master Mix 4X
u k»4»-)( er Mix — .

1. Preparacion del 2. Preparacion de la 3. Realizacion de la
Mix de reacciéon placa de 96 pocillos qPCR

Figura 10. Esquema por pasos de la preparacion de las muestras a analizar (creado con BioRender

https://www.biorender.com/ ).

Es importante incluir controles positivos (C+) y controles negativos (NTC) en cada run de gPCR
(Tab. 4). Para los controles positivos, se pipetean 2 L de cada control, uno de cada screening, en
un pocillo con la mezcla de reaccion. Estos controles se utilizan para verificar el correcto
funcionamiento de la qPCR vy para establecer un punto de referencia para la deteccion de los
grupos de interés. Por otro lado, el control negativo (NTC) se utiliza para detectar posibles
contaminaciones o falsos positivos. En este control, no se afiade muestra de ADN, s6lo la mezcla

de reaccion.
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Tabla 4: Especificaciones técnicas sobre las sondas del kit de gPCR del RAID-CRC Screen.

Marcador Sonda Rango del Control Control Negativo
Positivo (Cq) (Cq)
SCR_ A 1 FAM 14.16-17.30 >21.00
SCR_A_2 HEX 21.79-26.64 >30.00
SCR_A_3 ROX 23.56-28.79 >31.00
SCR_B_1 HEX 21.62-26.43 >30.00
SCR_B_2 CY5 19.59-23.94 >32.00
SCR_C_3 FAM 13.39-16.37 >28.00

Una vez cargados los pocillos con la muestra y los controles, se procede a realizar la amplificacion
en el termociclador CFX OPUS 96 Real Time PCR System de BIO-RAD, el cual permite realizar

la amplificacién de manera controlada y monitorizarla en tiempo real.

El ciclo de amplificacion consiste en una etapa de desnaturalizacién, una de alineacion de

cebadores y una de extensién y sintesis de ADN. Durante este proceso, se mide la fluorescencia

de las sondas especificas en cada ciclo, lo que permite cuantificar la cantidad de ADN presente

en la muestra. El ciclo de PCR que se utiliza viene preestablecido por el protocolo de RAID-CRC
Screen gPCR Kit (Fig. 11).

1

95.0C

95.0C

/ 1:00

0:15
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0:30
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39x

Figura 11. Protocolo de ciclo de qPCR para los ensayos de RAID-CRC Screen (extraida de las especificaciones
del RAID-CRC-SCREEN gPCR KIT).

El ciclo de cuantificacion (Cq) en una gPCR es un pardmetro importante que se refiere al nimero
de ciclos de amplificacién que son necesarios para que la fluorescencia del producto de PCR

alcance un nivel de umbral predefinido.
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Este umbral se establece en una fase en donde la amplificacion del ADN es exponencial, pero
teniendo en cuenta la probable presencia de “ruido” en los primeros ciclos de la amplificacion,
asegurando asi que las medidas sean precisas y reflejen la cantidad inicial de ADN presente en la

muestra (Fig. 12).

La importancia del Cq se debe a una razon principal: su relacion con la concentracion de la diana
genética. El Cq tiene una relacion inversamente proporcional con la cantidad inicial de material
genético diana que hay en la muestras, asi, cuanto menor sea el valor de Cq, mayor serd la cantidad
inicial de material genético diana. Esto se debe a que, cuantas mas copias de ADN hay en la

muestras, menos ciclos hacen falta para alcanzar el umbral de deteccion.

Amplification

8000 R
7000 © ' ' 1
6000 - . 1

5000

RFU

4000 ]

3000

2000 + 3

1000 + .

Cycles
Figura 12. Representacion de como se establece el umbral en el momento del inicio del incremento de la
fluorescencia, donde también se puede observar cdmo se ve un control positivo (C+) y un control negativo (NTC).

El umbral, mencionado anteriormente, se establece a mano para cada sonda, ya que no tenemos
valores predeterminados para ellos. Como cada ensayo puede tener valores ligeramente
diferentes, los corregimos utilizando los valores de referencia descritos anteriormente,

consiguiendo una especie de estandarizacion de los ensayos.

Una vez obtenidos los resultados de la PCR y ajustados los umbrales de cada sonda, los datos
procesados se exportan desde el software de la gPCR a un archivo de Microsoft Excel (.xIsx).
Estos datos incluyen los valores de Cq y la identificacion de la muestra. Luego, se carga este
archivo en la plataforma de la promotora del estudio, GoodGut, que analiza los datos y
proporciona un informe (Fig. 13) con los resultados cuantitativos (numero de copias de ADN por
microlitro) y cualitativos. Los resultados cualitativos indican si el anélisis es positivo (microbiota
compatible con neoplasia avanzada o CCR) o negativo (microbiota no compatible con neoplasia

avanzada o CCR).
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Dye bacteriano Valor Cq N° copias genémicas/pL

Eubacterias

F. prausnitzii
G. morbilforum
B46

B. fragilis

B48

MD = Mo detectado f *MR = Ma Relevante

Diagnéstico

Neoplasia avanzada

{lesion precancerasa o cancer colorrectal)

Figura 13. Modelo de informe producido por la plataforma de andlisis de GoodGut a partir de los datos
importados de la qPCR.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO
5.6.1 Estadistica descriptiva

Por un lado, las variables cuantitativas de los pacientes se presentaron utilizando bien la media y
la desviacion estandar (DS), o la mediana y el rango intercuartilico (RIQ). Por otro lado, las
variables cualitativas se definieron a partir de la frecuencia y los porcentajes (%).

La normalidad de los datos se evalué mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las variables
cuantitativas se compararon con la prueba t-Student o U de Mann-Whitney segun la distribucién
de la variable, y para comparar una variable cuantitativa y otra cualitativa la prueba ANOVA o
Kluskal-Wallis segln la distribucién. Para el estudio de la correlacién del diagnéstico con los

grupos de bacterias, se ha realizado una prueba de Chi-cuadrado.

Estos analisis se realizaron utilizando el programa SPSS 25.0 statistical package (IBM, NYC,
USA), estableciendo unos valores de significancia en un p-valor <0.05.

5.6.2 Evaluacion de las pruebas diagndsticas

Para evaluar la precision diagnostica de la firma bacteriana, se calcularon los valores de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN),

asi como la precision.

Verdaderos positivo

Sensibilidad =
enstbriaa Verdaderos positivos + Falsos negativos
E Ficidad = Verdaderos negativos
specificidad = Verdaderos negativos + Falsos positivos
Verdaderos positivo
VPP

" Verdaderos positivos + Falsos positivos
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Verdaderos negativos
VPN =

Verdaderos negativos + Falsos negativos

L, Verdaderos positivos + Verdaderos negativos
Precision =

Verdaderos positivos + Falsos positivos + Falsos negativos + Verdaderos negativos
5.6.3 Analisis estadisticos complementarios

Para el andlisis de la abundancia relativa de las bacterias se realizaron gréaficos de barras,
representando la abundancia relativa media junto con el intervalo de confianza al 95%. También
se calculé la significancia de las variaciones entre las medias bacterianas de forma global y
comparando entre diagnosticos. Todo esto fue realizado con el programa SPSS 25.0 statistical
package (IBM, NYC, USA), estableciendo los valores de significancia en un p-valor < 0.05.

Para el andlisis de la correlacion entre la abundancia relativa y valores de FIT se ha hecho un
mapa de calor representado los valores obtenidos del andlisis de correlacion de Pearson. Este
andlisis fue hecho con un script propio en el programa Python 3.12 64bit.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 POBLACION DE ESTUDIOS

Inicio
reclutamiento de —— |
pacientes

Muestras totales
n=1940

La cohorte estudiada consta de 232

pacientes (Fig. 14) seleccionados tras un

' '

Muestras no 3 Muestras sin
Muestras validas

condiciones se detallan en la Tabla 1. i n=1551 o

Ademas, se ha realizado la extraccion de

ADN de muestras fecales, seguido de una i l
Muestras sin
consentimiento

informado
n=708

proceso de reclutamiento general, cuyas

gPCR vdlida, y una revision para asegurar
gue cada paciente haya pasado por una

colonoscopia.

Extracciones de Extracciones de
. ADN realizadas ADN por realizar
Es importante destacar que todos los n=6sz =2t

pacientes han sido seleccionados dentro del iﬁ

marco del estudio clinico RAID-CRC

gPCRs qPCRs por
R realizadas realizar
Screen. Tal como se describe en el apartado n=239 n=393

6.2.3, el tamafio muestral total del estudio ‘

es de 1080 pacientes. Por lo tanto, los e
degcanadas
n=2

resultados del analisis de esta cohorte

representan un 21.4% del total de la

poblacién de estudio y corresponden a Y
Pacientes que
resultados preliminares de este estudio en acabandonan el Pacientes ncluidos
n=5
curso.

Figura 14. Flujograma que representa la seleccion de pacientes desde el primer paso hasta obtener el nimero

de pacientes incluidos en el estudio.

6.1.1 Caracteristicas de la cohorte

Los pacientes seleccionados en el estudio se han clasificado en cuatro grupos segun el resultado
de la colonoscopia y el andlisis anatomopatoldgico: colonoscopia normal, adenoma no avanzado
(ANA), adenoma avanzado (AA) y CCR. Tras analizar los resultados preliminares de nuestra
cohorte, la distribucién de los pacientes es la siguiente: el 34.9% de los pacientes (81 pacientes)
presentaron una colonoscopia normal, el 19.4% (45 pacientes) fueron diagnosticados adenoma no
avanzado, el 42.2% (98 pacientes) con adenoma avanzado, siendo este el diagndstico mas
prevalente, y el 3.5% (8 pacientes) con CCR (Tab. 5).
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Los resultados mostraron que no hay una relacion significativa entre la edad y el diagndstico (p-
valor = 0.314). Para comparar los datos, dada su distribucion no normal (variable cuantitativa),
se analizaron la mediana y el rango intercuartilico (RIQ) de la edad segln el diagndstico. Los
resultados muestran que, en los pacientes con colonoscopia normal, la mediana de edad es de 61
afios, con un RIQ de entre 53.50 y 64.4 afios; en los pacientes con adenoma no avanzado, la
mediana es de 62 afios, con un RIQ de entre 55 y 66.5 afios; en los pacientes con adenoma
avanzado, la mediana es de 62 afios, con un RIQ de entre 56 y 65 afios; y, en los pacientes con
cancer colorrectal, la mediana de edad es de 67 afios, con un RIQ de entre 61.25 y 67.75 afios
(Tab. 5).

Las diferencias entre sexos son significativas segin el diagnéstico (Tab. 5). El porcentaje de
mujeres con una colonoscopia normal es significativamente mayor, representando el 22% del total
(51 pacientes), mientras que los hombres suponen el 12.9% (30 pacientes). Cuando clasificamos
a los pacientes con algun tipo de lesion, los porcentajes se invierten. En los pacientes con adenoma
no avanzado, el porcentaje de hombres es del 12.9% (30 pacientes), mientras que el de mujeres
es del 6.5% (15 pacientes). En el caso de adenoma avanzado, los hombres tienen un porcentaje
significativamente superior al de las mujeres, con un 31% (72 pacientes) frente al 11.2% de las
mujeres (26 pacientes). Finalmente, en pacientes con cancer colorrectal (CCR), el nimero de

hombres triplica al de mujeres, con un 2.6% (6 pacientes) frente a un 0.9% (2 pacientes).

Tabla 5. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio clasificados segin su diagnéstico.

Colonoscopia Adenoma No | Adenoma CCR p-valor
normal Avanzado Avanzado
n (%) 81 (34.9) 45 (19.4) 98 (42.2) 8 (3.5) -

Edad (mediana, | 61 (53.50- | 62 (55.00-66.50) 62 (56.00-65.00) | 67 (61.25-67.75) | 0.314
RIQ) 64.50)

Sexo <0.001
Hombres (n, %) | 30 (12.9) 30 (12.9) 72 (31.0) 6 (2.6)
Muijeres (n, %) | 51 (22.0) 15 (6.5) 26 (11.2) 2 (0.9
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6.2 RAID-CRC SCREEN

Primero, se analizan los resultados de los pacientes comparando los datos de la colonoscopia con
los obtenidos mediante la prueba RAID-CRC Screen (Tab. 6). En pacientes con diagnostico de
AA, se obtiene una sensibilidad del 89%, una especificidad del 7%, un valor predictivo positivo
del 41%, un valor predictivo negativo del 48% y una precision diagndstica del 42%. En pacientes
con diagnostico de CCR, se obtiene una sensibilidad del 100%, una especificidad del 9%, un valor
predictivo positivo del 4%, un valor predictivo negativo del 100% y una precision diagndstica del
13%. Por ultimo, en pacientes con diagnostico de Neoplasia Avanzada (AA + CCR), se obtiene
una sensibilidad del 90%, una especificidad del 8%, un valor predictivo positivo del 45%, un

valor predictivo negativo del 48% y una precision diagnostica del 45%.

Finalmente, se analizan los resultados de los pacientes comparando los datos de la colonoscopia
con los obtenidos mediante la prueba RAID-CRC Screen en combinacion con la prueba FIT (Tab.
6). En pacientes con diagndstico de AA, se obtiene una sensibilidad del 100%, una especificidad
del 4%, un valor predictivo positivo del 43%, un valor predictivo negativo del 100% y una
precision diagnostica del 44%. En pacientes con diagndstico de CCR, se obtiene una sensibilidad
del 100%, una especificidad del 2%, un valor predictivo positivo del 43%, un valor predictivo
negativo del 100% y una precision diagnostica del 56%. Por ultimo, en pacientes con diagnéstico
de Neoplasia Avanzada, se obtiene una sensibilidad del 100%, una especificidad del 4%, un valor
predictivo positivo del 47%, un valor predictivo negativo del 100% y una precision diagnostica
del 48%.

Tabla 6. Resultados diagnostico de RAID-CRC y RAID-CRC en combinacion con FIT, en la poblacion de
estudio.

Sensibilidad (%) | Especificidad (%) | VPP (%) VPN (%) Precision
RAID CRC
Adenoma 89 7 41 48 42
Avanzado
CCR 100 9 4 100 13
Neoplasia 90 8 45 48 45
Avanzada
RAID CRC + FIT
Adenoma 100 4 43 100 44
Avanzado
CCR 100 2 4 100 56
Neoplasia 100 4 47 100 48
Avanzada
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6.3 ABUNDANCIA RELATIVA DE LA MICROBIOTA

Una vez se han recopilado todos los datos y calculado la abundancia relativa de los grupos
bacterianos, se procede a comparar las abundancias relativas de las especies en funcion del
diagndstico. Para ello, se genera una gréafica que representa la abundancia relativa media de las
especies segun el diagnostico, incluyendo el intervalo de confianza al 95% en cada barra.

En primer lugar, al representar las abundancias relativas del biomarcador correspondiente a la
bacteria Bacteroides fragilis (Fig. 15), se observa que la abundancia relativa se mantiene
practicamente constante: 68.88% en pacientes con colonoscopia hormal, 65.50% en pacientes con
Adenoma No Avanzado, 64.54% en pacientes con Adenoma Avanzado y 72.81% en pacientes
con CCR (p-valor = 0.381).

También se han hecho comparaciones entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos con
Adenoma Avanzado con un p-valor = 0.172 y entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos

con CCR con un p-valor = 0.439.

100,00

T
T

|
o
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60,00

Media B. fragilis

40,00

20,00

Colonoscopia normal Adenoma No Adenoma Avanzado CCR
Avanzado

Diagnoéstico preciso
Barras de error: 95% Cl
Figura 15. Representacion gréafica de la abundancia relativa del biomarcador correspondiente con Bacteroides

fragilis segun los diferentes diagnosticos. n=232, 95% IC, P>0.05.

En segundo lugar, al representar las abundancias relativas del biomarcador correspondiente a la
bacteria B46 (Subdoligranum variable) (Fig. 16), no se observa una variacion considerable en la
abundancia relativa en conjunto: 15.38% en pacientes con colonoscopia normal, 17.85% en
pacientes con Adenoma No Avanzado, 13.93% en pacientes con Adenoma Avanzado y 7.77% en

pacientes con CCR (p-valor =0.109).
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También se han hecho comparaciones entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos con
Adenoma Avanzado con un p-valor = 0.109 y entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos
con CCR con un p-valor = 0.020.
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Figura 16. Representacion gréafica de la abundancia relativa del biomarcador correspondiente con B46 segun
los diferentes diagnésticos. n=232, 95% IC, P>0.05.

En tercer lugar, al representar las abundancias relativas del biomarcador correspondiente a la
bacteria Gemella morbillorum (Fig. 17), se observa que la abundancia relativa se mantiene
practicamente constante: 59.67% en pacientes con colonoscopia normal, 62.46% en pacientes con
Adenoma No Avanzado, 62.91% en pacientes con Adenoma Avanzado y 65.94% en pacientes
con CCR (p-valor = 0.228).

También se han hecho comparaciones entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos con
Adenoma Avanzado con un p-valor = 0.187, y entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos
con CCR con un p-valor = 0.081.
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Figura 17. Representacion grafica de la abundancia relativa del biomarcador correspondiente con Gemella

morbillorum segun los diferentes diagnosticos. n=232, 95% IC, P>0.05.

En cuarto lugar, al representar las abundancias relativas del biomarcador correspondiente a la
bacteria B48 (Fig. 18), se observa que la abundancia relativa se mantiene practicamente constante:
19.62% en pacientes con colonoscopia normal, 22.27% en pacientes con Adenoma No Avanzado,
20.26% en pacientes con Adenoma Avanzado y 20.74% en pacientes con CCR (p-valor = 0.730).

También se han hecho comparaciones entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos con
Adenoma Avanzado con un p-valor = 0.355, y entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos

con CCR con un p-valor = 0.651.

30,00

20,00

Media B48

10,00

Colonoscopia normal Adenoma Mo Adenoma Avanzado CCR
Avanzado

Diagnéstico preciso
Barras de error: 95% CI

Figura 18. Representacién gréafica de la abundancia relativa del biomarcador correspondiente con B48 seguin
los diferentes diagnosticos. n=232, 95% IC, P>0.05.
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Por ultimo, al representar las abundancias relativas del biomarcador correspondiente a la bacteria
Faecalibacterium prausnitzii (Fig. 19), se observa que la abundancia relativa se mantiene
practicamente constante: 25.97% en pacientes con colonoscopia hormal, 28.04% en pacientes con
Adenoma No Avanzado, 26.20% en pacientes con Adenoma Avanzado y 21.33% en pacientes
con CCR (p-valor = 0.882).

También se han hecho comparaciones entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos con
Adenoma Avanzado con un p-valor = 0.374, y entre pacientes con colonoscopia normal y aquellos
con CCR con un p-valor = 0.795.

40,00
30,00

2000

MediaF. prausnitzzi

1000

0,00
Colonoscopia normal Adenoma Mo Adenoma Avanzado CCR
Avanzado

Diagnostico preciso
Barras de error: 95% CI

Figura 19. Representacion grafica de la abundancia relativa del biomarcador correspondiente con
Faecalibacterium prausnitzii segin los diferentes diagnosticos. n=232, 95% IC, P>0.05.

6.4 ESTUDIO DE CORRELACION

Para encontrar un posible correlacion entre las concentraciones de las especies bacterianas
implicadas en el CCR y la concentracion de hemoglobina en el FIT, se ha hecho un mapa de calor
(Fig.20) con los valores obtenidos de realizar la correlacion de Pearson comparando las variables

por pares.

Es de destacar el alto valor entre F. prausnitzzi y B46 con un valor de 0.87, y también los valores
practicamente de 0.00 encontrados entre el valor de FIT y las distintas especies bacterianas

analizadas.

36

——
| —



Trabajo de Fin de Grado Roberto Cuifias Arias

Matriz de correlacién de Pearson

G. morbillorum

B46

B. fragilis F. prausnitzzi

B48

Valor FIT

G. morbillorum B46 F. prausnitzzi B. fragilis B48 Valor FIT

Figura 20. Mapa de calor que representa la correlacion (valores entre 0 y 1) entre las diferentes especies
bacterianay el valor de FIT.

6.5 DISCUSION

La deteccidon temprana de adenoma avanzado y cancer colorrectal mediante la implementacién
del uso de pruebas sencillas, rapidas y de bajo coste es un paso critico para aumentar la
supervivencia de los pacientes y reducir la mortalidad del cancer colorrectal >

Para ello, la técnica ideal seria no invasiva, barata, reproducible y capaz de detectar lesiones
premalignas con alta sensibilidad y especificidad. En este estudio se ha intentado demostrar la
capacidad del andlisis de microbiota fecal como herramienta complementaria a la prueba FIT,
para intentar reducir el nimero de falsos positivos y mejorar los resultados de dicha prueba.

En primer lugar, se ha analizado una cohorte de 232 pacientes con la que se han obtenido
resultados preliminares sobre el uso complementario de la prueba RAID-CRC en personas FIT
positivas, lo cual es una caracteristica importante a la hora de explicar los resultados de este

estudio.

Se ha buscado una posible implicacion de la edad de los pacientes con respecto a los diferentes
diagndsticos, pero se ha encontrado que las diferencias no son significativas (p-valor=0.314),
concluyendo que la edad no esta relacionada con el diagndéstico (Tab. 5).
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También se ha analizado una posible relacion entre el sexo y el diagnostico, encontrando que los
hombres son méas propensos a tener cualquier tipo de lesion neoplésica (p-valor<0.001), siendo
significativamente mayor el nimero de pacientes masculinos con diagndsticos de “Adenoma No
Avanzado”, “Adenoma Avanzado” y “CCR”, mientras que los pacientes con colonoscopia normal

son mayoritariamente mujeres (Fig. 21).

80 Sexo

@ Hombre
B Mujer

60

40

Recuento

20

1 2 3 4

Diagnostico preciso

Figura 21. Representacion gréafica del niumero de pacientes dividido en funcidn del sexo y del diagnéstico.

La mejor estrategia de cribado de CCR aun no ha sido definida, pero la mas utilizada entre los
paises occidentales es el uso de la prueba FIT, que muestra una sensibilidad de un 79.0% y un

valor predictivo negativo del 99.0% para la deteccién de CCR.%

Cuando hablamos de FIT, la limitacion mas comun son los falsos positivos, lo que provocan la
realizacion de pruebas invasivas sin necesidad y costos adicionales.®*% En este estudio, hemos
utilizado el andlisis de microbiota a partir de ADN fecal para complementar el uso de FIT y

conseguir una reduccién de falsos positivos. 334

Los cinco microorganismos que se han seleccionado como biomarcadores son especies que se les
relaciona con el proceso de carcinogénesis, tanto por estudios independientes como por estudios
desarrollados por la propia promotora de este estudio.*#3% Es notable que el uso de la carga
bacteriana total para la normalizacion de datos es crucial para controlar las variables asociadas
con la qPCR, diferenciando asi los cambios bioldgicos verdaderos de las variaciones inducidas

experimentalmente.®
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En este estudio se ha encontrado que, aunque mejora la sensibilidad en un 21% con respecto a
FIT, la especificidad obtenida al combinar la prueba FIT con RAID-CRC Screen es sélo de entre
un 2-4% (Tab. 6), lo que resulta en una capacidad practicamente nula para identificar falsos

negativos.

En base a estos resultados, y en contraste con estudios previos, no se puede concluir que RAID-
CRC tenga una aplicacidn clinica definitiva segun los datos actuales. Sin embargo, dado que el
estudio atin esta en curso, este resultado no puede considerarse concluyente.3+3337

Después de analizar la abundancia relativa de la microbiota, se puede concluir que s6lo una de las
especies estudiadas muestra una diferencia significativa en sus concentraciones segln el

diagnostico de los pacientes.

En primer lugar, B. fragilis (p-valor=0.381), G. morbillorum (p-valor=0.228), B48 (p-
valor=0.730) y F. prausnitzzi (p-valor=0.882) no presentan diferencias significativas en su
abundancia relativa. Segln nuestros andlisis, estas especies no serian marcadores bacterianos
efectivos para el diagnostico de lesiones malignas y premalignas. Asimismo, al analizar las
diferencias en las abundancias relativas entre los diagndsticos "Colonoscopia normal-Adenoma

Avanzado" y "Colonoscopia normal-CCR", no se encontraron valores significativos.

En segundo lugar, aunque B46 no presenta variaciones significativas en conjunto (p-valor=0.109),
si muestra una diferencia significativa en la variacion de la abundancia relativa entre los grupos
"Colonoscopia normal-CCR", lo que sugiere que B46 podria ser un marcador bacteriano adecuado

para la deteccion de CCR.

Seria interesante pensar en el cambio de los biomarcadores en futuros estudios, ya que muchos
de ellos estan relacionados con el céncer colorrectal hereditario, el cual es mucho menos
prevalente que el cancer colorrectal esporadico. Por este motivo, cambiar los biomarcadores de
Bacteroides fragilis o Faecalibacterium prausnitzii por Fusobacterium nucleatum o

Pseudomonas veronii podria mejorar los resultados de la prueba RAID-CRC Screen, 2233940

Al investigar una posible correlacién entre la concentracion de hemoglobina en la prueba FIT y
las abundancias relativas de las especies, con la hip6tesis de que algunas bacterias podrian tener
un papel proinflamatorio y otras antiinflamatorio, encontramos que los valores de FIT no se
correlacionan con la concentracion relativa de bacterias. Sin embargo, observamos una fuerte
correlacion entre F. prausnitzzi y B46. Dado que B46 es un buen biomarcador, esto indica que F.
prausnitzzi también podria serlo debido a su correlacién casi perfecta en abundancia relativa (Fig.
20). 4142
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Por ultimo, una importante limitacion de este estudio es la distribucién de los diagnosticos entre
los pacientes incluidos, ya que la mayoria de ellos (98 pacientes) fueron diagnosticados con
adenomas avanzados, mientras que s6lo 8 se corresponde con pacientes diagnosticados con CCR.
Esta desproporcion puede afectar la generalizacion de los resultados. Al incluir Gnicamente
pacientes positivos en la prueba FIT, debido al alto porcentaje de falsos positivos asociados con
esta prueba, se incrementa significativamente la probabilidad de encontrar resultados falsamente
positivos. También hay que decir que debido a que el estudio aun sigue en marcha, los resultados
de este estudio son preliminares.

De caraal futuro, la irrupcion de las tecnologias 6micas podria impulsar un desarrollo exponencial
en el conocimiento de la microbiota intestinal, permitiendo el uso de un mayor nimero de
biomarcadores bacterianos precisos. La combinacion de la metabolomica, que estudia los
metabolitos, junto con técnicas avanzadas de secuenciacion, podria facilitar una identificacién
temprana del cancer colorrectal, mejorando asi las posibilidades de deteccion y tratamiento

efectivos.
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7 CONCLUSIONES

Pese a lamejora en la sensibilidad, la combinaciéon de la evaluacién de la firma bacteriana
con la prueba FIT no puede concluirse como una mejora significativa en la deteccién de
CCR.

No se encontr6 una correlacion significativa entre la concentracion de hemoglobina en la
prueba FIT y la abundancia relativa de las especies bacterianas. Sin embargo, se observo
una fuerte correlacion entre F. prausnitzzi y B46.

Resulta de gran importancia considerar la implementacion de diferentes biomarcadores
en futuros estudios para mejorar la eficacia de la evaluacién bacteriana.

Los hombres son significativamente mas propensos a tener lesiones neoplasicas en
comparacion con las mujeres, siendo predominantes en diagnosticos de adenoma no
avanzado, adenoma avanzado y CCR. Las mujeres, en cambio, son mayoria en los casos

de colonoscopia normal.
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