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DESCRIPCION
Procedimiento para mejorar la conservacion de lactococos

La presente invencion se refiere a cepas de Lactococcus lactis con caracteristicas de conservacion mejoradas y
tolerancia mejorada a acidos y sales biliares. Mas especificamente, la invencion se refiere a una cepa de L. lactis
que comprende un gen de trehalosa-6-fosfato sintasa y/o un gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa heterélogos, que
da como resultado una acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o en la membrana citoplasmatica. Se refiere
adicionalmente a una cepa de L. lactis en la que dicha acumulacién de trehalosa da como resultado una
concentracion interna de trehalosa de al menos 10 mg por g de células (ph).

Lactococcus lactis es una bacteria acidolactica fermentadora mesdfila y microaerdéfila. Aparece cominmente en la
naturaleza, especialmente en material vegetal. La bacteria se usa extensamente en fermentaciones alimentarias,
especialmente en la industria lactea. Ademas, existe un interés creciente por su uso en nutracéuticos, como
medicacion para tratar infecciones vaginales o como portador para el suministro de moléculas activas biolégicas. En
todos estos casos, existe la necesidad de cultivos iniciadores altamente viables o de formulaciones farmacéuticas
que comprendan una alta proporcion de bacterias viables. Sin embargo, uno de los inconvenientes principales de L.
lactis es su rapida caida de viabilidad durante el almacenamiento, o durante el procesamiento para la formacion de
comprimidos. La caida de viabilidad es aiin mas drastica cuando la bacteria después de liofilizacion se somete a una
tensién adicional tal como una alta acidez o la presencia de sales biliares.

Se han propuesto varios procedimientos para superar este problema. Los intentos de mejorar la viabilidad se
realizan tanto al nivel de condiciones de cultivo de las bacterias como al nivel de procesamiento. Gaudu et al. (2002)
dan a conocer que lactococos cultivados por respiracion sobreviven notablemente mejor después de un largo tiempo
de almacenamiento que las células fermentadoras. Este largo tiempo de supervivencia es probablemente debido a la
induccion de citocromos que pueden proteger a las células del estrés oxidativo. Li et al. (2003) demostraron que la
presencia de glutation intracelular, que es también protector contra el estrés oxidativo, puede dar también como
resultado una viabilidad mejorada tras el almacenamiento. Otro enfoque para mejorar la viabilidad de lactococos tras
el almacenamiento se basa en la adaptacion del proceso de secado por pulverizacion y en el uso de auxiliares de
procesamiento tales como celulosa microcristalina, carboximetilcelulosa, hidroxipropimetilcelulosa acetato succinato
o alginato de sodio, que pueden usarse para recubrir las particulas bacterianas.

Aunque estos procesos conducen ciertamente a una mejora del almacenamiento, ninguna de las soluciones es
suficiente, y existe la necesidad adicional de procedimientos que puedan conducir a un almacenamiento mejorado
de lactococos, especialmente en aquellos casos en que la bacteria se usa para el suministro de compuestos activos
bioldgicos en aplicaciones médicas.

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-1,1-a-D-glucopirandsido) es un disacarido no reductor que aparece en una gran
variedad de organismos, en el intervalo de bacterias a animales invertebrados. La trehalosa, a veces en
combinacion con dextrano, se usa a menudo como crioconservante afnadido externamente. La trehalosa afiadida
externamente funciona como matriz de sacarido (Conrad et al., 2000), y ejerce su efecto protector especialmente
durante la liofilizacién, donde actia como formador de cristal. Ademas, la trehalosa esta bien reconocida como
metabolito del estrés, y se ha estudiado extensamente en hongos, especialmente en Saccharomyces cerevisiae. Las
altas concentraciones internas de trehalosa mejoran la capacidad de almacenamiento y dan como resultado una
mayor viabilidad tras la crioconservacion. Sin embargo, es importante observar que la trehalosa afadida
externamente raramente conduce a una acumulacion interna de trehalosa en microorganismos, porque no se capta
0 porque se metaboliza rapidamente después de la captacion.

La trehalosa afadida externamente se ha usado, entre otros, para la conservacion de lactobacilos durante la
liofilizacion (Conrad ef al., 2000) y para la estabilizacion de lactococos durante la congelacion (documento EP
1441027). Sin embargo, aunque el papel de la trehalosa interna en células eucarioticas esta bien documentado, no
existen datos disponibles sobre un papel positivo en la conservaciéon de procariotas.

Padilla et al. (2004) han mostrado recientemente que puede obtenerse una sobreproduccion de trehalosa en la
bacteria grampositiva productora y secretora de trehalosa Corynebacterium glutanicum expresando los genes otsA 'y
otsB de Escherichia coli en esta especie. Sin embargo, en este caso, la expresion de genes de E. coli conduce a un
aumento de las actividades sintasa y fosfatasa enddgenas y a un aumento de la produccion de la trehalosa
enddgena existente. Ademas, el efecto de la sobreproduccion de trehalosa sobre el almacenamiento de C.
glutanicum es desconocido.

Lactococcus lactis es capaz de utilizar trehalosa (Andersson et al., 2001), pero hasta ahora no se ha descrito una
cepa de Lactococcus lactis sintetizadora de trehalosa. Es mas, no se han identificado genes de trehalosa-6-fosfato
sintasa ni trehalosa-6-fosfato fosfatasa, que son etapas esenciales en la produccién de trehalosa a partir de glucosa-
6-fosfato, un metabolito que esta presente en L. lactis. Sorprendentemente, se ha encontrado que, mediante la
transferencia y expresion en L. lactis de los genes otsA (trehalosa-6-fosfato sintasa) y otsB (trehalosa-6-fosfato
fosfatasa) de Escherichia coli, puede obtenerse una acumulacion significativa de trehalosa. Adn mas
sorprendentemente, esta acumulacién de trehalosa conduce a una mejora importante de la viabilidad en condiciones



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2439 698 T3

de estrés y durante el almacenamiento en varias condiciones de almacenamiento. Por lo tanto, la acumulacion
interna de trehalosa parece un procedimiento ideal para mejorar las caracteristicas de almacenamiento y resistencia
al estrés de Lactfococcus sp en general y L. lactis en particular.

La presente invencién proporciona un objeto como se expone en una cualquiera de (i) a (xiii) a continuacion:

(i) Una cepa de Lactococcus sp. aislada que comprende:
(a) un gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa heterdlogo, o
(b) un gen de trehalosa-6-fosfato sintasa y un gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa
heterdlogos,

en la que la actividad trehalosa-6-fosfato fosforilasa esta inactivada.

(ii) Una cepa de Lactococcus sp. aislada segun (i), en la que uno o ambos genes de (a) o (b) estan
ligados operativamente al promotor de L. /actis inducible por nisina.

(iii) Una cepa de Lactococcus sp. aislada segun (i), en la que uno o ambos genes de (a) o (b) estan
ligados funcionalmente al promotor P1 constitutivo.

(iv) Una cepa de Lactococcus sp. aislada segun cualquiera de (i)-(iii), en la que el gen de trehalosa-6-
fosfato sintasa heterdlogo es el gen OtsA de Escherichia coli.

(v) Una cepa de Lactococcus sp. aislada segun cualquiera de (i)-(iv), en la que el gen de trehalosa-6-
fosfato fosfatasa heterdlogo es el gen OtsB de Escherichia coli.

(vi) Una cepa de Lactococcus sp. aislada segun cualquiera de (i)-(v) precedentes, en la que dicho
Lactococcus sp. es Lactococcus lactis.

(vii) El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de
Lactococcus sp. para mejorar sus caracteristicas de almacenamiento, para mejorar su resistencia a
condiciones acidas, para mejorar su resistencia a sales biliares o para mejorar su resistencia al
estrés combinado, en el que dicha cepa de Lactococcus sp. aislada comprende:

(a) un gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa heterélogo, o
(b) un gen de trehalosa-6-fosfato sintasa y un gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa
heterdlogos.
(viii) El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de

Lactococcus sp. para mejorar la resistencia al estrés combinado segun (vii), en el que dicho estrés
combinado es una combinacion de liofilizacién con condiciones acidas y/o sales biliares.

(ix) El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de
Lactococcus sp. segun cualquiera de (vii)-(viii), en el que la actividad trehalosa-6-fosfato fosforilasa
esta inactivada.

(x) El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de
Lactococcus sp. segun cualquiera de (vii)-(ix), en el que el gen de trehalosa-6-fosfato sintasa
heterélogo es OtsA de Escherichia coli.

(xi) El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de
Lactococcus sp. segun cualquiera de (vii)-(x), en el que el gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa
heterdlogo es el gen OtsB de Escherichia coli.

(xii) El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de
Lactococcus sp. segun cualquiera de (vii)-(xi), en el que dicho Lactococcus sp es L. lactis.

(xiii) El uso de una cepa de Lactococcus aislada segun cualquiera de (i)-(vi) para la preparacion de un
medicamento para el suministro de una molécula profilactica y/o terapéutica.

El objeto proporcionado por la invencion pertenece por tanto especificamente a la divulgacion, descripcion y
ensefianzas de la presente invencion.

Un primer aspecto de la memoria descriptiva describe una cepa aislada de Lactococcus sp., preferiblemente L.
lactis, que comprende una concentracion interna de trehalosa de al menos 10 mg de trehalosa, preferiblemente 30
mg de trehalosa, mas preferiblemente 40 mg de trehalosa, lo mas preferiblemente 50 mg de trehalosa, por g de peso
himedo de células (concretamente, 50 mg de trehalosa, preferiblemente 150 mg de trehalosa, mas preferiblemente
200 mg de trehalosa, lo mas preferiblemente 250 mg de trehalosa, por g de peso humedo de células). La
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concentracion interna de trehalosa como se usa aqui significa que la trehalosa se sintetiza o capta por las bacterias,
y esta presente en el citoplasma y/o en la membrana citoplasmatica de las bacterias. La trehalosa interna difiere
claramente de la trehalosa exdgena afiadida al medio, que puede adherirse al exterior de la pared bacteriana pero
no se incorpora a las bacterias. Preferiblemente, dicha trehalosa interna es trehalosa sintetizada endégenamente.

Un aspecto adicional de la memoria descriptiva describe una cepa aislada de Lactococcus sp, preferiblemente L.
lactis, que comprende un gen de trehalosa-6-fosfato sintasa y/o trehalosa-6-fosfato fosfatasa heterélogos. Un gen
como se usa aqui es una secuencia de ADN que comprende al menos las secuencias de codificaciéon de una
proteina funcional. Preferiblemente, dichos genes estan ligados operativamente con un promotor que es funcional en
L. lactis. Ligado operativamente hace referencia a una yuxtaposicion en la que los componentes asi descritos estan
en una relacion que les permite funcionar de la manera pretendida. Una secuencia promotora “ligada
operativamente” con una secuencia de codificacion esta ligada de tal modo que se consiga la expresion de la
secuencia de codificacion en condiciones compatibles con la secuencia promotora. Dicho promotor puede ser un
promotor inducible o un promotor constitutivo. Ambos genes pueden ligarse operativamente con un solo promotor,
como un operodn, o pueden disponerse bajo el control de dos promotores, que pueden ser idénticos o diferentes. Un
aspecto preferido es una cepa aislada de Lactococcus sp, preferiblemente una cepa de L. lactis, en el que dichos
genes se disponen bajo el control del promotor de L. /actis inducible por nisina. Otro aspecto preferido es una cepa
de L. lactis en la que dichos genes se disponen bajo el control del promotor constitutivo P1. Preferiblemente, dicho
gen de trehalosa-6-fosfato sintasa es el gen otsA de E. coli, y el gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa es el gen otsB
de E. coli. Son conocidos procedimientos para la transformaciéon de Lactococcus sp por los especialistas en la
materia e incluyen, pero sin limitacién, electroporacion. Los genes heterélogos pueden estar situados en un plasmido
autorreplicante, o pueden integrarse en el genoma bacteriano.

Otro aspecto de la memoria descriptiva describe el uso de la acumulacién interna de trehalosa en Lactococcus sp
para mejorar las caracteristicas de almacenamiento de lactococos. Preferiblemente, dicho Lacfococcus sp. es L.
lactis. Acumulacion de trehalosa como se usa aqui significa una concentracion interna de trehalosa de al menos 10
mg de trehalosa, preferiblemente 30 mg de trehalosa, mas preferiblemente 40 mg de trehalosa, lo mas
preferiblemente 50 mg de trehalosa, por g de peso humedo de células. Preferiblemente, la acumulacion interna de
trehalosa se obtiene mediante la expresion de un gen de trehalosa-6-fosfato sintasa y/o trehalosa-6-fosfato fosfatasa
heterdlogos, aun mas preferiblemente mediante la expresion del gen otsA y/o otsB de E. coli.

Como alternativa, puede obtenerse mediante adicion externa de trehalosa al medio de crecimiento, y reemplazando
el gen de trehalosa-6-fosfato fosforilasa por uno de trehalosa-6-fosfato fosfatasa tal como OtsB, y mediante
crecimiento de esta cepa en trehalosa y otra fuente de carbono, preferiblemente maltosa. Es mas, el crecimiento en
trehalosa como tal no conduce a la acumulaciéon de trehalosa debido a la rapida metabolizacion después de la
captacion. Ademas, en L. lactis, la trehalosa se fosforila durante la captacién proporcionando trehalosa-6-fosfato. Sin
embargo, al permitir la captacion de trehalosa con la fosforilacion concomitante hasta trehalosa-6-fosfato, pero
blogueando el procesamiento posterior convirtiendo la trehalosa-6-fosfato en trehalosa, mientras se inactiva la
actividad trehalosa-6-fosfato fosforilasa, se obtendra una acumulacion interna de trehalosa. Es aun otra posibilidad
para la acumulacion de trehalosa en L. lactis la transformacién de la bacteria con un transportador de trehalosa no
fosforilante heterdlogo, tal como el transportador ABC de trehalosa de Sinorhizobium meliloti codificado por el
operon thuEFGK (niumero de acceso a Genbank AF175299; Jensen et al., 2002), preferiblemente combinado con la
inactivacion de la trehalosa fosfotransferasa y el crecimiento de la cepa transformada en trehalosa y otra fuente de
carbono, preferiblemente lactosa. La mejoras de las caracteristicas de almacenamiento como se usan aqui pueden
ser de cualquier almacenamiento tal como, pero sin limitacién, almacenamiento en medio de crecimiento, por
congelacion, liofilizacion o secado por pulverizacion. Preferiblemente dicho almacenamiento es por liofilizacion. La
mejora del almacenamiento puede medirse cultivando la cepa de L. lactis en condiciones que den como resultado la
acumulacion interna de trehalosa, liofilizando la cepa y midiendo la evolucion de la viabilidad de la cepa durante al
menos 4 semanas durante almacenamiento a 4°C a 10% de HR. Aun otro aspecto de la memoria descriptiva
describe el uso de la acumulacién interna de trehalosa en Lactococcus sp. para mejorar la resistencia al estrés de
Lactococcus sp. Preferiblemente, dicho Lactococcus sp es L. lactis. La resistencia al estrés como se usa aqui puede
ser cualquier clase de estrés. Como ejemplo no limitante, puede ser estrés inducido por frio, estrés por congelacion,
estrés por secado por pulverizacion, estrés por liofilizacion, estrés por pH altamente acido (por debajo de pH 3,5,
preferiblemente por debajo de pH 3,2, ain mas preferiblemente por debajo de pH 3,0), estrés por la presencia de
sales biliares o una combinacién de esos estreses, en paralelo o sucesivamente. Preferiblemente, dicho estrés es
estrés por pH altamente acido, ain mas preferiblemente dicho estrés es estrés por la presencia de sales biliares, lo
mas preferiblemente dicho estrés es estrés por liofilizacién. Es un aspecto adicional el uso de la acumulacion interna
de trehalosa en Lactococcus sp. para mejorar la resistencia al estrés de Lactococcus sp. ante liofilizacion, seguido
de estrés a acido y/o a la presencia de sales biliares. Preferiblemente, dicho Lactococcus sp. es L. lactis. Estas
condiciones de estrés imitan las condiciones que encontraran las bacterias cuando se usen para suministro al
intestino.

Aun otro aspecto de la memoria descriptiva describe el uso de una cepa aislada de Lactococcus sp, preferiblemente
la cepa L. lactis segun la invencion, para el suministro de una molécula profilactica y/o terapéutica. Preferiblemente,
dicho uso es el uso de una cepa aislada de Lactococcus sp., preferiblemente L. lactis, para la preparacion de un
medicamento para el suministro de una molécula profilactica y/o terapéutica. El suministro de polipéptidos activos
bioldgicos se ha descrito en el documento WO97/14806. El uso de una cepa segun la invencion tiene la ventaja de
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que la produccion de la molécula profilactica y/o terapéutica es significativamente mayor, tanto cuando se calcula por
unidad formadora de colonias (ufc) como por ml de cultivo. Es un aspecto preferido el uso de una cepa aislada de
Lactococcus sp., preferiblemente L. lactis, para la preparaciéon de un medicamento para el suministro de una
molécula profilactica y/o terapéutica, en el que dicha cepa porta adicionalmente un rasgo autocontenido, tal como la
mutacion thyA, dado a conocer en el documento WO02/090551.

BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURAS
Figura 1: Mapa del plasmido pNZ8048

Figura 2: Mapa del plasmido pNZEcTre1 en el que el operdn otsB/otsA esta ligado operativamente con el promotor
de nisina.

Figura 3: Evaluacion de la produccién de proteina trehalosa-6-fosfato sintasa (marcada como 53,6 kDa) y trehalosa-
6-fosfato fosfatasa (marcada como 29,1 kDa) en condiciones inducida (+N) y no inducida (-N).

Figura 4: Efecto de la nisina, usada para la induccidon de promotor, sobre la velocidad de crecimiento de las
transformantes y la cepa de control no transformada (+N: inducida, -N: no inducida).

Figura 5: Acumulacién media de trehalosa después de la induccién de NZ9000 de L. /actis [pN-TRE].

Figura 6: Porcentaje de supervivencia de NZ9000 de L. /actis [pNZEcTre1] después de 0,5 h de exposicion a bilis de
buey. Se calcula este porcentaje como ufc después de tratamiento respecto a ufc iniciales.

Figura 7: Porcentaje de supervivencia de NZ9000 de L. /actis [pPNZEcTre1] después de liofilizaciéon y 4 h de
exposicion a bilis de buey. Se calcula este porcentaje como ufc después del tratamiento respecto a ufc iniciales.

Figura 8: Porcentaje de supervivencia de NZ9000 de L. /actis [pNZEcTre1] después de 0,5 h de exposicion a jugo
gastrico. Este porcentaje se calcula como ufc después del tratamiento respecto a ufc iniciales.

Figura 9: Produccién de IL-10 humana después de 8 h a 37°C, después de liofilizacion del cultivo y rehidratacion,
calculada por ml de cultivo, por NZ9000 de L. lactis [pNZEcTre1- hiL10aPxA] inducida (+nisina) y no inducida (-
nisina), en comparacion con el control no acumulador de trehalosa MG1363 [pT1hIL10aPxA].

Figura 10: Produccion de IL-10 humana después de 8 horas a 37°C, después de liofilizacion del cultivo y
rehidratacion, calculada por ufc, por NZ9000 de L. /actis [pNZEcTre1- hiL10aPxA] inducida (+nisina) y no inducida (-
nisina), en comparacion con el control no acumulador de trehalosa MG1363 [pT1hIL10aPxA].

Figura 11: Mapa del plasmido pNZEcTre1-hIL10aPxA en el que el operén otsB/otsA esta ligado operativamente con
el promotor de nisina y el médulo de secrecion de hiL-10 esta ligado operativamente con el promotor P1 lactocécico.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Clonacion de los genes de la biosintesis de trehalosa de Escherichia coli en el plasmido de
expresion lactocécica pNZ8048

Se recuperan las secuencias de ADN que codifican los genes de la biosintesis de trehalosa en Escherichia coli de
GenBank (n°. acc. X69160) (Kaasen et al. 1994).

La cepa DH5a de Escherichia coli (Woodcock et al., 1989) sirve como fuente de los genes de la biosintesis de
trehalosa ofsA y otsB, que codifican trehalosa-6-fosfato sintasa y trehalosa-6-fosfato fosfatasa, respectivamente. Se
purifica el ADN genomico de 10° células con el kit comercialmente disponible Qiagen DNeasy (Qiagen, Hilden,
Alemania) segun el protocolo del suministrador.

La secuencia de ADN que engloba ofsB-ofsA se amplifica por PCR con ADN polimerasa Vent® (New England
Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.) y las siguientes secuencias cebadoras:

cebador directo: 5’-GCCCATGGGTGACAGAACCGTTAACCGAAACC- 3, en que GTG es el coddn iniciador del
cistron otsB y la secuencia CCATGG es un sitio de restriccion de Ncol,

cebador inverso: 5-GCTCTAGACTACGCAAGCTTTGGAAAGGTAGC-3', en que CTA es el complemento del codén
de terminacion TAG del cistrén ofsA y la secuencia TCTAGA es un sitio de restriccion de Xbal.

Se digiere el fragmento de ADN de 2216 pb amplificado con Ncol y Xbal, se liga en el vector pNZ8048 abierto con
Ncol-Xbal (Ruyter et al., 1996) (Fig. 1) y se transforma mediante electroporacion en la cepa NZ9000 de L. /actis
(Wells et al., 1993). Se obtienen transformantes a 30°C en placas GM17 (véase a continuacion) que contienen 5 ug
de cloranfenicol por ml. Se prepara ADN de plasmido a partir de los transformantes usando un procedimiento de lisis
alcalina por SDS adaptado para L. /actis; antes de la produccion de un lisado aclarado, se pretratan las células con
lisozima (5 mg/ml) y mutanolisina (100 U/ml). La digestién con enzimas de restriccion combinadas Bglll y Xbal
permite la identificacion del plasmido recombinante deseado, designado pNZEcTre0. En esta construccion
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plasmidica intermedia, se clonan los genes otsB-otsA en 3’ del promotor Pps, pero el gen otsB no se fusiona con la
lectura correcta del coddén iniciador ATG. La secuencia en esta region se lee: 5-
GGCACTCACCATGGGTGACAGAA- 3, en que ACA codifica el 22 residuo aminoacidico de OtsB. Se obtiene la
fusion correcta de ACA con ATG después de 3 etapas de amplificacion por PCR consecutivas con ADN polimerasa
Vent®.

Etapa 1.
Cebador directo: 5-GGCACTCACCATGACAGAACCGTTAACC- 3.

Cebador inverso: 5° -GCTCTAGACTACGCAAGCTTTGGAAAGGTAGC- 3’, en que CTA es el complemento del
codon de terminacion TAG del cistron ofsA y la secuencia TCTAGA es un sitio de restriccion de Xbal.

El fragmento de ADN de 2216 pb amplificado engloba la region de codificacion de otsB-otsA.

Etapa 2.

Cebador directo: 5-GCGTCGACGGCAATAGTTACCCTTATTATCAAG- 3’, en que GTCGAC coincide con el sitio de
restriccion de Sall en pNZEcTreO.

Cebador inverso: 5-GGTTAACGGTTCTGTCATGGTGAGTGCC-3, en que CAT es el complemento del codén
iniciador que precede a otsB.

El fragmento de ADN de 1256 pb amplificado engloba el gen de resistencia a cloranfenicol, el promotor P, el sitio
de unidn a ribosoma nisA y el codon iniciador ATG fusionado con la regién de codificacion de otsB.

Etapa 3.

Se mezclan el fragmento de ADN de 2216 pb de la etapa 1 y el fragmento de ADN de 1256 pb de la etapa 2 en
cantidades equimolares y se someten a amplificacion por PCR con ADN polimerasa Vent®, usando 5'-
GCGTCGACGGCAATAGTTACCCTTATTATCAAG-3* y 5-GCTCTAGACTACGCAAGCTTTGGAAAGGTAGC-3
como cebadores de codificacion e inverso, respectivamente. Se digiere el fragmento de ADN de 3444 pb amplificado
con Sall y Xbal y se liga con un fragmento Sall-Xbal que lleva el replicon de pNZ8048. Se obtienen transformantes
en NZ9000 y se aislan sus plasmidos como se describe anteriormente.

Se designa un plasmido representativo, cuya estructura puede identificarse mediante analisis por enzimas de
restriccion con Sall, Xbal, Bglll, Ncol y combinaciones de las mismas, como pNZEcTre1 (Fig. 2). Finalmente, se
verifica la secuencia de la regidon que engloba el promotor Py;s, €l sitio de unién a ribosoma nisA y la conexion del
ATG iniciador con la regién de codificacion de otsB.

Ejemplo 2: Induccion del operéon de biosintesis de trehalosa clonado en L. lactis

Se cultivan las cepas NZ9000 de L. lactis [pNZEcTre1] y NZ9000 de L. /actis como cultivos en reposo a 30°C durante
una noche en medio M17 (Difco, Detroit, EE.UU.) suplementado con 0,5% de glucosa (=medio GM17). Se diluyen
los cultivos 100 veces con medio reciente y se incuban durante otras 3 h a 30°C. Se recogen las células mediante
centrifugacion y se resuspenden en el volumen original de medio BM9G (medio M9 tamponado a pH 8,5 y que
contiene 0,5% de glucosa; Schotte et al., 2000). Se afiade nisina (Aplin&Barrett) a una concentracion final de 0,4
pg/ml y se incuban los cultivos adicionalmente durante hasta 48 h. En varios puntos temporales, se toman muestras,
se recogen las células mediante centrifugacion y se lisan mediante la adiciéon de lisozima (5 mg/ml) y mutanolisina
(100 U/ml). La PAGE-SDS revela la induccién dependiente de nisina (Kuipers et al., 1998) de dos bandas de
proteinas adicionales en NZ9000 de L. /actis [pPNZEcTre1]. Sus masas moleculares de 53,6 kDa y 29,1 kDa cuadran
con la masa molecular de trehalosa-6-fosfato sintasa (OtsA) y trehalosa-6-fosfato fosfatasa (OtsB) de E. coli
respectivamente (Fig. 3). Estan ausentes de NZ9000 de L. /actis, independientemente de la adicion de nisina. La
velocidad de crecimiento de NZ9000 [pNZEcTre1] inducida se rebaja en gran medida tan pronto como 3 h después
de la adicién de nisina (Fig. 4). La cepa NZ9000 no esta afectada en su velocidad de crecimiento en presencia de
nisina.

Ejemplo 3: Protocolo de induccién optimizada para la biosintesis de trehalosa en L. lactis

Se cultiva la cepa NZ9000 [pNZEcTre1] hasta saturaciéon como cultivo en reposo a 30°C en GM17Cm (= GM17 que
contiene 5 pg de cloranfenicol por ml) y se diluye 3 veces con medio reciente que contiene 0,4 ug de nisina/ml. Se
continda la incubacién a 30°C con agitacion a 200 rpm durante 8 h. La velocidad de crecimiento del cultivo no esta
afectada por la adicion de nisina. Se alcanza la saturacion después de 3 h de incubacion. La induccion de OtsA y
OtsB puede identificarse claramente por PAGE-SDS. Se determina la concentracién de trehalosa convirtiendo la
trehalosa en glucosa con trehalasa (cortesia de J. Thevelein, Dept. of Molecular Microbiology, VIB-K.U.Leuven,
Bélgica), que se mide mediante un protocolo de ensayo de glucosa (Trinder, 1969).

Se lisan las células con lisozima y mutanolisina mediante incubacién en Na,CO3; 0,25 M durante 1 hora a 37°C y
durante 20 min a 95°C. Se retira el desecho celular mediante centrifugacion a 13.200 rpm. Se afiaden a un volumen
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de sobrenadante 0,5 voliumenes de HAc 1 My 0,5 volumenes de tampon, consistente en NaAc 300 mM y CaCl, 30
mM, pH 5,5. Se incuba la mezcla durante 2 h a 37°C en presencia de trehalasa. Después de centrifugar a 13.200
rpm, se suplementa el sobrenadante con reactivo de Trinder (glucosa oxidasa, fenol y 4-aminofenazona; Dialab,
Austria) y se incuba con agitacion durante 15 min a 30°C, después de lo cual se registra automaticamente la DOsgs
en un lector de microplacas ajustable de 96 pocillos VersaMax (Molecular Devices, USA). Se leen las
concentraciones experimentales de trehalosa de una curva de calibracion, obtenida con trehalosa pura (Sigma-
Aldrich Corp. St. Louis, EE.UU.), mostrando una correlacion lineal entre el valor de DOsgs y la concentracion de
trehalosa hasta trehalosa 10 mM. Se muestra en la Fig. 5 la acumulacién de trehalosa en NZ9000 [pNZEcTre1]
inducida con nisina como se describe anteriormente. Se alcanza la concentracion maxima después de 3 h y coincide
con el punto temporal en que el cultivo alcanza la saturacion.

Ejemplo 4: Liofilizacion de cultivos de L. lactis y condiciones de almacenamiento

Se cultiva la cepa NZ9000 [pNZEcTre1] hasta saturacion como cultivo en reposo a 30°C en GM17Cm y se diluye 3
veces con medio reciente con o sin nisina (0,4 pg/ml). Se continda la incubacion a 30°C con agitacién a 200 rpm
durante 3 h. Se recogen las células mediante centrifugacion a 5000 rpm, se resuspenden en el volumen original de
leche desnatada al 10% (p/v) (Difco, Becton Dickinson) y se mantienen en hielo hasta que estan listas para
liofilizacion.

Se efectuaron todas las tandas de liofilizacién por ftriplicado. Se rellenan con una muestra que contiene
aproximadamente 2 g de células (peso humedo) viales estériles (vidrio de tipo 1, Gaash Packaging, Mollem,
Bélgica). Se cubren los viales con un terminador de liofilizacion (V9032 FM 257/2 SAF1, bromobutilo con silicato de
magnesio como relleno, Helvoet Pharma, Alken, Bélgica). Se cargan los viales en la camara de produccion
preenfriada (-25°C) del liofilizador (Leybold GT4, Finn-aqua, Santasalo, Sohlberg, Alemania) antes de enfriar a -45°C
durante un periodo de 105 min a 100 kPa. Se efectua el secado primario (12 h) a -15°C y a 0,08 a 0,1 kPa; el secado
secundario (9 h) a 10°C y 0,01 a 0,02 kPa. Después de liofilizar, se cierran los viales a vacio.

Se almacenan los viales en diferentes condiciones: (a) 8°C y 10% de humedad relativa (HR), (b) 8°C y 60% de HR
(c) 20°C y 10% de HR.

Se determina el contenido de agua del cultivo liofilizado usando un titulador Mettler DL35 Karl Fisher (Mettler-Toledo,
Beersel, Bélgica). Se agitan las mezclas en el medio de reaccion durante 60 s. Después de ello, se titula el agua con
Hydranal® Composite 5 (Riedel-de Haén, Seelze, Alemania). Se efectua el analisis por triplicado.

Ejemplo 5: Viabilidad de muestras liofilizadas de cultivos inducidos y no inducidos en diferentes
condiciones de almacenamiento.

Para determinar la viabilidad en el polvo liofilizado, se disuelven 0,1 g de polvo en 1 ml de agua estéril. Se determina
la viabilidad de las bacterias siguiendo el crecimiento en un Bioscreen (Labsystems). Con este fin, se realizan
diluciones en serie de los cultivos, se inoculan a 1/100 en GM17c reciente y se cargan por triplicado en los pocillos
del Bioscreen. Se registran automaticamente los valores de DOgqp a los intervalos dados durante un periodo de 21 h.
Se calcula el tiempo necesario para alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm (DOesgo) a mitad de camino entre la
DOeoo minima y maxima (50% del tiempo) basandose en la fase de crecimiento exponencial. Se representa este
50% del tiempo frente al logaritmo natural de la viabilidad y se calcula la ecuacion de la curva patrén. Se determina
la viabilidad de la muestra liofilizada basandose en la curva patron del cultivo de partida y se expresa como
porcentaje del tedrico. Los valores de viabilidad de las muestras como se determinan por este procedimiento
corresponden muy bien con los resultados obtenidos sembrando y contando colonias.

La Tabla 1 resume la viabilidad medida de cultivos de NZ9000 [pNZEcTre1] inducidos (que contienen trehalosa) o no
inducidos (exentos de trehalosa), liofilizados y almacenados en diferentes condiciones de temperatura y humedad
relativa. La viabilidad se expresa como el porcentaje de viabilidad del cultivo respectivo antes de la etapa de
liofilizacion.

Ejemplo 6: La acumulacion interna de trehalosa protege a L. lactis ante la exposicion a bilis de buey

Se indujo con nisina (0,4 ug/ml) un cultivo de una noche saturado de NZ9000 de L. /actis [pPNZEcTre1] durante 3
horas a 30°C y 200 rpm en un bafio de agua agitada. Se us6 el mismo cultivo, sin adiciéon de nisina, como control. Se
centrifugo el cultivo saturado y se resuspendié en agua estéril doblemente destilada con diferentes concentraciones
fisiolégicas de bilis de buey. Se incubaron las suspensiones durante un total de 4 horas a 37°C y se tomaron
muestras después de 0, 0,5, 2 y 4 horas de incubacién. Se sembraron las muestras en GM17Cm y se incubaron las
placas durante 24 horas a 30°C. Se expresaron los resultados en unidades formadoras de colonia (ufc, tabla 2) o
como porcentaje de colonias viables, respecto a la cantidad inicial de ufc (tabla 3). Se muestra en la Figura 6 una
representacion grafica de los resultados después de 0,5 horas de exposicion a bilis de buey. Se comprobo la
acumulacion de trehalosa en los cultivos inducidos con nisina, y alcanzé una concentracion de 60 mg/g ph. Aunque
la induccién con nisina da como resultado por su parte una reduccion de las ufc en el cultivo inicial, la supervivencia
en presencia de bilis de buey es claramente mejor en el caso de acumulacion de trehalosa.
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Los resultados son aun mas notables si el cultivo se liofiliza antes de aplicar el estrés de bilis de buey. Se indujo con
nisina un cultivo de una noche saturado de NZ9000 de L. /actis [pNZEcTre1] durante 3 h a 30°C y 200 rpm en un
bafio de agua agitada. Se us6 el mismo cultivo, sin adicion de nisina, como control. Se liofilizaron ambos conjuntos
de cultivo y, después de liofilizar, se disolvié el polvo en agua estéril doblemente destilada y se afiadieron diferentes
concentraciones fisiolégicas de bilis de buey. Se incubaron las suspensiones durante un total de 4 horas a 37°C y se
tomaron muestras después de 0, 0,5, 2 y 4 horas de incubacion. Se sembraron las muestras en GM17Cm y se
incubaron las placas durante 24 horas a 30°C. Se expresaron los resultados en unidades formadoras de colonia (ufc,
tabla 4) o como porcentaje de colonias viables, respecto a la cantidad inicial de ufc (tabla 5).

La acumulacion de trehalosa en los cultivos inducidos con nisina era de 58 mg/g ph de células. Las células con
acumulacion interna de trehalosa mantienen mejor su viabilidad, tanto después de liofilizacion como tras exposicion
a bilis de buey (tablas 4 y 5). La Figura 7 muestra el resultado después de 4 horas de exposicion a bilis de buey.

Ejemplo 7: La acumulacion interna de trehalosa protege a L. /actis ante la alta acidez en el medio

Se indujo con nisina (0,4 pg/ml) un cultivo de una noche de NZ9000 de L. /actis [pNZEcTre1] durante 3 horas a 30°C
y 200 rpm en un bafio de agua agitada. Se us6 el mismo cultivo, sin adicion de nisina, como control. Se liofilizaron
ambos conjuntos de cultivo y, después de liofilizar, se disolvio el polvo en agua estéril doblemente destilada y se
afadieron diferentes concentraciones de jugo gastrico (postoperatorio, pH 2,95).

Se incubaron las suspensiones durante un total de 2 horas a 37°C y se tomaron muestras después de 0, 0,05, 1y 2
horas de incubacion. Se sembraron las muestras en GM17Cm y se incubaron las placas durante 24 horas a 30°C.
Se expresaron los resultados en unidades de formacion de colonia (ufc, tabla 6) o como porcentaje de colonias
viables, respecto a la cantidad inicial de ufc (tabla 7). Se da en la Figura 8 una representacion grafica de los
resultados relativos (% de ufc después del tratamiento calculado por las ufc iniciales) después de 0,5 h. La
acumulacion interna de trehalosa protege claramente a L. /actis ante la alta acidez del jugo gastrico.

Ejemplo 8: La trehalosa interna asegura una mayor productividad de una molécula profilactica y/o
terapéutica después de liofilizacién

Construccion de pT1hiL10aPxA

La construccion del plasmido pT1hIL10aPxA es analoga a la del plasmido que contiene IL-10 de murino (Schotte et
al., 2000). Contiene el gen de hlL-10 fusionado con la secuencia lider de secrecion usp45, precedido del sitio de
union a ribosoma del gen 10 del colifago T7 y el promotor P1. La secuencia del gen de IL-10 es una sintética en la
que se adapto el uso de coddn al uso de codon preferido en L. lactis y en la que se reemplazé el residuo de prolina,
el primer aminoacido de la proteina madura en IL-10 humana nativa, por un residuo de alanina. Se transformé el
plasmido en la cepa MG1363 de L. lactis, segun Wells et al., 1993.

Construccion de pNZEcTre1-hiL10aPxA

Se obtiene el plasmido pNZEcTre1-hIL10aPxA mediante amplificacion por PCR con ADN polimerasa Vent® (NEB)
del moédulo de expresion de hlL-10 a partir del plasmido pT1hIL10aPxA vy las siguientes secuencias cebadoras: 5-
GCACTAGTGAATTCGATTAAGTCATCTTACC-3' y 5-CGACTAGTTAGTTTCGTATCTTCATTGTCATGTAG- 3, en
que ACTAGT es un sitio de restriccion de Spel. Se digiere el fragmento de ADN de 796 pb amplificado con Spel, se
liga con el plasmido pNZEcTre1 abierto con Xbal y se transforma mediante electroporacion en la cepa NZ9000 de L.
lactis. Se obtienen transformantes como se describe por Wells ef al. (1993). Se verifica la direccion de la secuencia
del médulo de expresion de hiL-10 clonado (Fig. 11).

Se indujo con nisina (0,4 pug/ml) un cultivo de una noche saturado de NZ9000 de L. /actis [pPNZEcTre1-hIL10aPxA]
durante 3 horas a 30°C y 200 rpm en un agitador orbital. Se usé el mismo cultivo sin nisina como control, asi como
un cultivo no inducido de MG1363 de L. /actis [pT1hIL10aPxA]. Se liofilizaron los cultivos como se describe en el
ejemplo 4. Después de liofilizar, se redisolvié el polvo en el volumen original de COs* 50 mM que comprende 0,5%
de glucosa. Se incubd esta solucion a 37°C. Se tomaron muestras después de 0, 2, 4 y 6 horas y se determiné la
cantidad de hlL-10 mediante un ensayo ELISA (se recubrieron placas Maxisorp F96 (Nunc) durante una noche con
anticuerpo de rata anti-IL-10 humana (BD)). Se bloquearon las placas con una solucion de caseina al 0,1% durante
2 horas. Se cargaron en las placas diluciones en serie y sobrenadantes de patrén de hiL-10 recombinante (BD). Se
detectd la hIL-10 unida con anticuerpo de rata anti-IL-10 humana (BD) y estreptavidina acoplada a peroxidasa de
rabano picante (BD). Se revelaron las placas con sustrato TMB (BD). Se detuvo la reaccion después de 30 minutos
con H2SO4 1 M. Se midi6 la absorbancia a 450 nm con 595 nm como longitud de onda de referencia, asi como las
ufc por siembra. Se muestran en la figura 9 y 10 los resultados de la produccion de hlL-10 en funcién del volumen de
cultivo y el niumero de ufc después de 8 horas de incubacion. La produccion de la cepa acumuladora de trehalosa es
siempre mayor, independientemente del modo de calcular el rendimiento, indicando que no solo la supervivencia es
mejor, sino también la capacidad de produccién por ufc.



TABLAS

ES 2439 698 T3

Tabla 1: Porcentajes de supervivencia de NZ9000 [pNZEcTre1] después de liofilizacion

Condiciones de almacenamiento Periodo de almacenamiento | Inducida | No inducida
Directamente después de liofilizacion 96% 47%
8°C, 10% de HR 1 semana 100% 49%
4 semanas 109% 37%
8°C, 60% de HR 1 semana 103% 15%
4 semanas 86% 6%
20°C, 10% de HR 1 semana 67% 19%
4 semanas 46% 8%

Tabla 2: Efecto de la acumulacién de trehalosa en cultivos inducidos con nisina sobre la supervivencia a diferentes
concentraciones de bilis de buey, expresado como unidades formadoras de colonia

ufc/ml Después de 0 h Después de 0,5 h Después de 2 h Después de 4 h
-nisina +nisina -nisina +nisina -nisina +nisina -nisina +nisina

Antes de AC 2,68x10° | 1,26x10” | 2,68x10° | 1,26x10° | 2,68x10° | 1,26x10° | 2,68x10° | 1,26x10°
Después de AC 3,16x10° | 1,57x10” | 3,16x10° | 1,57x10” | 3,16x10° | 1,57x10” | 3,16x10° | 1,57x10°
0% de bilis de buey 3,16x10° | 1,57x10” | 3,44x10° | 1,56x10° | 3,29x10° | 1,48x10° | 2,84x10° | 1,36x10°
0,13% de bilis de | 3,38x10° | 1,61x10° | 1,12x10° | 1,07x10° | 2,87x10° | 4,10x10" | 6,00x10* | 1,48x10’
buey

0,33% de bilis de | 3,43x10° | 1,30x10° | 1,12x10" | 1,44x10" | 3,00x10* | 7,00x10* | <1,00x10° | <1,00x10°
buey

0,67% de bilis de | 3,28x10° | 1,41x10° | 3,51x10" | 5,38x10" | 5,06x10° | 2,05x10° | <1,00x10° | <1,00x10°
buey

Tabla 3: Efecto de la acumulacién de trehalosa en cultivos inducidos con nisina sobre la supervivencia a diferentes
concentraciones de bilis de buey, expresado como porcentaje de la concentracion inicial

% Después de 0 h | Después de 0,5 h | Después de 2 h | Después de 4 h
-nisina | +nisina | -nisina | +nisina | -nisina | +nisina | -nisina | +nisina
Antes de AC 100% | 100% | 100% 100% 100% | 100% | 100% | 100%
Después de AC 118% | 124% | 118% 124% 118% | 124% | 118% | 124%
0% de bilis de buey 118% | 124% | 128% 123% 123% | 118% | 106% | 108%
0,13% de bilis de buey | 126% | 128% | 42% 85% 0% 3% 0% 1%
0,33% de bilis de buey | 128% | 103% | 0% 1% 0% 0% 0% 0%
0,67% de bilis de buey | 122% | 112% | 1% 4% 0% 0% 0% 0%




ES 2439 698 T3

Tabla 4: Efecto de la acumulacién de trehalosa en cultivos inducidos con nisina sobre la supervivencia de cultivos
liofilizados a diferentes concentraciones de bilis de buey, expresado como unidades formadoras de colonia

ufc/ml Después de 0 h Después de 0,5 h Después de 2 h Después de 4 h
-nisina +nisina -nisina +nisina -nisina +nisina -nisina +nisina

Antes de lio. 3,33x10° | 1,33x10° | 3,33x10” | 1,33x10” | 3,33x10° | 1,33x10° | 3,33x10° | 1,33x10°

Después de lio. 2,02x10° | 1,28x10° | 2,02x10” | 1,28x10° | 2,02x10” | 1,28x10” | 2,02x10° | 1,28x10”

0% de bilis de buey 2,02x10” | 1,28x10” | 2,16x10° | 1,23x10° | 1,72x10° | 1,20x10° | 1,73x10° | 1,10x10”

0,13% de bilis de buey | 1,71x10° | 1,13x10° | 2,04x10° | 1,09x10” | 1,59x10° | 1,21x10° | 1,65x10° | 1,07x10°

0,33% de bilis de buey | 1,93x10” | 1,11x10” | 1,54x10” | 1,08x10” | 1,31x10” | 1,06x10” | 9,15x10° | 9,05x10°

0,67% de bilis de buey | 1,29x10° | 1,07x10° | 1,14x10° | 1,11x10” | 1,04x10° | 7,53x10° | 8,35x10° | 8,41x10°

Tabla 5: Efecto de la acumulacién de trehalosa en cultivos inducidos con nisina sobre la supervivencia de cultivos
5 liofilizados a diferentes concentraciones de bilis de buey, expresado como porcentaje de la concentracion inicial

% Después de 0 h | Después de 0,5 h | Después de 2 h | Después de 4 h

-nisina | +nisina | -nisina | +nisina | -nisina | +nisina | -nisina | +nisina

Antes de lio. 100% | 100% 100% 100% 100% | 100% 100% | 100%

Después de lio. 61% 96% 61% 96% 61% 96% 61% 96%

0% de bilis de buey 61% 96% 65% 92% 52% 90% 52% 83%

0,13% de bilis de buey | 51% 85% 61% 82% 48% 91% 50% 80%

0,33% de bilis de buey | 58% 83% 46% 81% 39% 79% 27% 68%

0,67% de bilis de buey | 39% 81% 34% 84% 31% 57% 25% 63%
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Tabla 6: Efecto de la acumulacién de trehalosa en cultivos inducidos con nisina sobre la supervivencia de cultivos
liofilizados a diferentes concentraciones de jugo gastrico, expresado como unidades formadoras de colonia

Ufc/ml Después de 0 h Después de 0,5 h Después de 2 h Después de 4 h
-nisina +nisina -nisina +nisina -nisina +nisina -nisina +nisina

Antes de lio. 2,80x10” | 1,20x10” | 2,80x10° | 1,20x10° | 2,80x10° | 1,20x10° | 2,80x10° | 1,20x10°

Después de lio. 2,05x10° | 1,17x10° | 2,05x10° | 1,17x10° | 2,05x10” | 1,17x10” | 2,05x10° | 1,17x10”

0% de jugo gastrico | 2,05x10° | 1,17x10° | 1,82x10° | 1,25x10° | 1,75x10° | 1,38x10” | 1,86x10° | 1,20x10”

25% de jugo gastrico | 2,06x10° | 8,54x10° | 1,55x10° | 7,14x10° | 1,03x10° | 6,77x10" | 6,07x10" | 1,58x10’

50% de jugo gastrico | 1,63x10° | 8,33x10° | 1,06x10° | 5,27x10° | 5,81x10" | 3,61x10" | 3,13x10" | 1,29x10’

75% de jugo gastrico | 2,10x10° | 9,54x10° | 1,26x10" | 2,41x10" | 9,00x10° | 1,37x10° | 4,81x10° | 9,18x10°

Tabla 7: Efecto de la acumulacién de trehalosa en cultivos inducidos por nisina sobre la supervivencia de cultivos
liofilizados a diferentes concentraciones de jugo gastrico, expresado como porcentaje de concentracion inicial

% Después de 0 h | Después de 0,5 h | Después de 2 h | Después de 4 h

-nisina | +nisina | -nisina | +nisina | -nisina | +nisina | -nisina | +nisina

Antes de lio. 100% | 100% 100% 100% 100% | 100% 100% | 100%

Después de lio. 73% 98% 73% 98% 73% 98% 73% 98%

0% de jugo gastrico | 73% 98% 65% 104% 62% 115% | 67% 101%

25% de jugo gastrico | 74% 71% 6% 60% 4% 6% 2% 1%

50% de jugo gastrico | 58% 70% 4% 44% 2% 3% 1% 1%

75% de jugo gastrico | 75% 80% 0% 2% 0% 1% 0% 1%
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<221>
<222>
<223>
<400>

misc_ feature

(3).-(8)
sitio de restriccion de Ncol

1

goccatgggt gacagaaccg tiaaccgaaa oo

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

2
32
ADN

Secuencia artificial

cebador inverso

misc_ feature

3) .- (8)

sitio de restriccion de Xbal

misc_ feature

) .. (11)
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32

complemento del codén de terminacion TAG del cistrén otsA

2

gctctagact acgcaagcett tggaaaggta go

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

3
23
ADN

Secuencia artificial

plasmido recombinante

misc_ feature

(11) .. (13)

el segundo residuo aminoacidico de OtsB

3

ggcacicacc atgggigaca gaa 23

<210>
<211>
<212>

4
28
ADN

32
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<213>
<220>
<223>
<400>
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Secuencia artificial

cebador directo

4

ggcacicacc atgacagaac cgttaacc 28

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

5
32
ADN

Secuencia artificial

cebador inverso

misc_ feature

3) .. (8)

un sitio de restriccion de Xbal

misc_ feature
9)..(11)
complemento del codén de terminacion TAG del cistréon otsA

5

gctctagact acgcaagctt tggaaaggta go 32

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

6
33
ADN

Secuencia artificial

cebador directo

misc_ feature
(3)-.(8)
coincide con el sitio de restricciéon de Sall en pNZEcTre0

6

gcgtcgacgg caatagttac ccitattatc aag 33

<210>
<211>
<212>

7
28
ADN
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<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Secuencia artificial

cebador inverso

misc_ feature

(16) .. (18)
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CAT es el complemento del coddn iniciador que precede a otsB

7

ggttaacggt toctgtcatgg tgagtgoc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

8
33
ADN

Secuencia artificial

cebador

8

gcgtcgacgg caatagttac ccttattatc aag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

9
32
ADN

Secuencia artificial

cebador

9

gotctagact acgcaagctt tggaaaggta go

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

10
31
ADN

Secuencia artificial

28

33

32

cebador para la construccion de pNZEcTre1-hlL10aPxA

10

gcactagtga attcgattaa gtcatcttac c

<210>
<211>
<212>

11
35
ADN

31

15
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para la construccion de pNZEcTre1-hIL10aPxA
<400> 11

cgactagita gittcgtate ticatigica tgtag 35
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa aislada de Lactococcus sp. que comprende:
(a) un gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa heterdlogo, o
(b) un gen de trehalosa-6-fosfato sintasa y un gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa heterologos,

en los que la actividad trehalosa-6-fosfato fosforilasa esta inactivada.

2. Una cepa aislada de Lactococcus sp. segun la reivindicacion 1, en la que uno o ambos genes de (a) o (b)
estan ligados operativamente con el promotor de L. /actis inducible por nisina.

3. Una cepa aislada de Lactococcus sp. segun la reivindicacion 1, en la que uno o ambos genes de (a) o (b)
estan ligados funcionalmente con el promotor constitutivo P1.

4. Una cepa aislada de Lactococcus sp. segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el gen de
trehalosa-6-fosfato sintasa heterélogo es el gen OtsA de Escherichia coli.

5. Una cepa aislada de Lactococcus sp. segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el gen de
trehalosa-6-fosfato fosfatasa heterélogo es el gen OtsB de Escherichia coli.

6. Una cepa aislada de Lactococcus sp. segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicho
Lactococcus sp. es Lactococcus lactis.

7. El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o membrana citoplasmatica de Lactococcus sp.
para mejorar su resistencia a condiciones acidas y/o para mejorar su resistencia a sales biliares, en el que dicha
cepa aislada de Lactococcus sp. comprende:

(a) un gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa heterologo, o
(b) un gen de trehalosa-6-fosfato sintasa y un gen de trehalosa-6-fosfato fosfatasa heterélogos.

8. El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de Lactococcus sp.
segun la reivindicacion 7 para mejorar la resistencia al estrés combinado, en el que dicho estrés combinado es una
combinacion de liofilizacion con condiciones acidas y/o sales biliares.

9. El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de Lactococcus sp.
segun cualquiera de las reivindicaciones 7-8, en el que la actividad trehalosa-6-fosfato fosforilasa esta inactivada.

10. El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de Lactococcus sp.
segun cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en el que el gen de trehalosa-6-fosfato sintasa heterélogo es el gen
OtsA de Escherichia coli.

11. El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de Lactococcus sp.
segun cualquiera de las reivindicaciones 7-10, en el que el gen de trehalosa-6-fosfato sintasa heterélogo es el gen
OtsB de Escherichia coli.

12. El uso de la acumulacién de trehalosa en el citoplasma y/o la membrana citoplasmatica de Lactococcus sp.
segun cualquiera de las reivindicaciones 7-11, en el que dicho Lactococcus sp es L. Lactis.

13. El uso de una cepa aislada de Lactococcus segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para la
preparacion de un medicamento para el suministro de una molécula profilactica y/o terapéutica.
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Fig. 3:
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Porcentaje de supervivencia de N29000 de L. lactis [pNZEcTre1]
después de 0,5 h de exposicion a bilis de buey

160%
140%
120%
100%
80%
60%
40%

20% -

% de supervivencia del cultivo inicial

oY, L
antes

100% 100%

124%
118%

123%

128%

de buey

42%

_de buey

B5%

de buey

Porecentaje de supervivencia de N2900 de L. lactis [pHZEcTred]
después de 4 h de exposicion a bilis de buey

120% 100% 100%

100%
80%
60%
40%

20% -

0%

% de supervivencia del cultivo inicial

antes de lio.

r— T

después de lio.

B3%

0% de bilis
_ debuey

20

B0%

0.13% de by
de buey

iR 1’(%&-’:@"’::-

de buey

[ I
i. -T'IISII131-

g3 +hisina

de buey

!I - nisina
@ +nisina

T 1
ilis 0,33%de bilis 0,67% de bilis

debuey |




ES 2439 698 T3

Fig. 8
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Fig. 10:
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