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DESCRIPCIÓN 
 

Bacteria Streptococcus thermophilus 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere, entre otras cosas, a una bacteria acidoláctica de acidificación rápida con 
propiedades texturizantes mejoradas. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
La industria alimentaria utiliza bacterias para mejorar el sabor y la textura de alimentos y también para prolongar la 
vida útil de estos alimentos. En el caso de la industria láctea, las bacterias lácticas se utilizan habitualmente para, 
por ejemplo, acidificar la leche (por fermentación) y texturizar el producto en el que se incorporan: entre las bacterias 
lácticas normalmente utilizadas en la industria alimentaria, como ejemplos se incluyen los géneros Streptococcus, 15 
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobticterium. 
 
Las bacterias acidolácticas de la especie Streptococcus thermophilus se utilizan ampliamente en solitario o en 
combinación con otras bacterias para la producción de productos alimentarios, en particular productos fermentados. 
En particular se utilizan en la formulación de fermentos utilizados para la producción de leches fermentadas, por 20 
ejemplo, yogures. Determinadas bacterias desempeñan una función dominante en el desarrollo de la textura del 
producto fermentado. Esta característica está estrechamente relacionada con la producción de polisacáridos. Entre 
las cepas de Streptococcus thermophilus es posible diferenciar las cepas que son texturizantes de las que no lo son. 
 
Además, en la industria alimentaria se utilizan ampliamente cultivos - tales como cultivos iniciadores - en la 25 
fabricación de productos fermentados incluyendo productos lácteos (tales como yogur, mantequilla y queso), 
productos cárnicos, productos de panadería, productos vinícolas y vegetales. La preparación de cultivos es 
laboriosa, ocupa mucho espacio y requiere equipos y entraña un riesgo de contaminación considerable con las 
bacterias de descomposición y/o fagos durante la etapa de propagación. El fracaso de los cultivos bacterianos por 
infección y multiplicación de bacteriófagos (fagos) es un problema principal con el uso industrial de los cultivos 30 
bacterianos. Hay muchos tipos de fagos diferentes con diversos mecanismos para atacar a las bacterias. 
Adicionalmente, aparecen nuevas cepas de bacteriófagos. 
 
Como estrategias utilizadas en la industria para minimizar la infección por bacteriófagos, y por tanto minimizar el 
fracaso de un cultivo bacteriano, se incluyen el uso de: (i) cultivos iniciadores mixtos; y (ii) el uso alternativo de cepas 35 
que tienen diferentes perfiles de susceptibilidad a fagos (rotación de cepas). 
 

(i) Tradicionalmente, los cultivos iniciadores en la industria láctea son mezclas de cepas de bacterias 
acidolácticas. La composición compleja de cultivos iniciadores mixtos garantiza que haya un determinado nivel 
de resistencia contra el ataque de fagos. Sin embargo, el subcultivo repetido de cultivos de cepas mixtas 40 
conduce a cambios impredecibles en la distribución de cepas individuales y eventualmente a dominancia de 
cepas no deseadas. A su vez esto puede conducir a una susceptibilidad aumentada contra el ataque por fagos y 
a un riesgo de que se produzcan fracasos durante la fermentación.  
 
(ii) La rotación de cepas bacterianas seleccionadas que son sensibles a diferentes fagos es otra estrategia para 45 
limitar el desarrollo de los fagos. Sin embargo, es difícil y engorroso identificar y seleccionar una cantidad 
suficiente de cepas que tengan perfiles de tipos de fagos diferentes para proporcionar un programa de rotación 
fiable y eficaz. Además, el uso continuado de cepas requiere una atenta supervisión de nuevos fagos infecciosos 
y la necesidad de sustituir rápidamente una cepa que esté infectada con el nuevo bacteriófago por una cepa 
resistente. En las plantas de fabricación, donde se preparan con antelación grandes cantidades de cultivos 50 
iniciadores a granel, normalmente dicha respuesta rápida no es posible. 

 
J. R. Broadbent et al. (J. Dairy Sci. 86:407-423, 2003) es una revisión de las aplicaciones bioquímicas, genéticas y 
de producción de exopolisacáridos en Streptococcus thermophilus. 
 55 
El documento WO9962316A enseña una bacteria acidoláctica que produce exopolisacáridos. La página 
http://www.bam-rotholz.atldoku- mente/msbkulturen/ep27kulturen a.pdf supuestamente desvela una especificación 
del producto de Saurewecker LF7. 
 
M. Viscardi et al. (Journal of Microbial Methods 55, 2003, 109-119) enseñan la selección de mutantes resistentes a 60 
bacteriófagos de Streptococcus thermophilis. 
 
Existe una continua necesidad en la técnica de proporcionar cepas bacterianas mejoradas para su uso en la 
industria alimentaria/del pienso animal - tales como cepas bacterianas que tienen propiedades texturizantes 
mejoradas. Las cepas bacterianas mejoradas que son resistentes a fagos son particularmente deseables. 65 
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Sumario de la presente invención 
 
La bacteria acidoláctica de acidificación rápida descrita en el presente documento tiene numerosas ventajas. Como 
ejemplo, la bacteria acidoláctica de acidificación rápida tiene ventajas en cuanto a la texturizacion de medios en los 
que se incorpora. Como ejemplo adicional, esto hace posible obtener geles, por ejemplo, de leches fermentadas, 5 
que sean espesas, cohesivas, con película, fibrosas resistentes a la agitación y/o no granulares.  
 
Ventajosamente, la bacteria acidoláctica de acidificación rápida es una bacteria resistente a bacteriófagos por lo cual 
se minimiza la infección por bacteriófagos y por tanto el fracaso del cultivo bacteriano. Esta es una propiedad 
importante de la bacteria acidoláctica descrita en el presente documento porque reduce el riesgo de incidentes 10 
causados por fagos durante la producción, que puede detener la producción durante un periodo de tiempo para la 
descontaminación. 
 
Más ventajosamente, la bacteria acidoláctica de acidificación rápida descrita en el presente documento tiene 
propiedades texturizantes ventajosas y también es resistente a fagos. 15 
 
Aspectos del sumario de la presente invención 
 
En las reivindicaciones adjuntas se presentan aspectos de la presente invención. 
 20 
En un primer aspecto, se proporciona una bacteria acidoláctica Streptococcus thermophilus de acidificación rápida 
que genera una viscosidad en la leche fermentada superior a 62 Pascales-segundo ( Pa.s) después de 14 días de 
almacenamiento a 6°C, en el que dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 o un homólogo 
de la misma con al menos 90 % de identidad con la misma, o un fragmento de SEQ ID N.º 19 que comprende al 
menos 90 % de la secuencia SEQ ID N.º 19 y en la que dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID 25 
N.º 20 o un homólogo de la misma con al menos 99 % de identidad con la misma. 
 
En un aspecto particularmente preferido se proporciona una bacteria acidoláctica de acidificación rápida que genera 
una viscosidad en leche fermentada superior a aproximadamente 62 Pa.s y cuya bacteria es resistente a fagos.  
 30 
En un aspecto adicional, se proporciona una cepa de Streptococcus thermophilus aislada depositada según el 
Tratado de Budapest por Danisco Deutschland Niebull GmbH, Buch-Johannsen Strasse.1, Niebull -D-25899, 
Alemania en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D 
- 38124 Braunschweig) con el número de depósito 18344 el 14 de junio de 2006. Se confirma por la presente que el 
depositante ha autorizado al solicitante hacer referencia al material biológico depositado en esta solicitud y que le ha 35 
otorgado un consentimiento sin reserva e irrevocable para que el material depositado esté disponible al público. 
 
También se proporciona un cultivo celular que comprende la bacteria acidoláctica o la cepa descrita en el presente 
documento. 
 40 
En un aspecto adicional, se proporciona un alimento, un aditivo alimentario, un pienso, un complemento nutricional, 
o un complemento probiótico que comprende la bacteria acidoláctica, la cepa, o el cultivo celular como se describe 
en el presente documento. 
 
Un método para preparar un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional, o complemento 45 
probiótico comprende la etapa de añadir la bacteria acidoláctica, la cepa o el cultivo celular, a dicho alimento, aditivo 
alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico. 
 
Un aspecto adicional proporciona un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento 
probiótico obtenido, o que puede obtenerse, mediante uno cualquiera de los métodos que se enseñan en el presente 50 
documento, en el que dicho alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico 
comprende la bacteria acidoláctica, la cepa o el cultivo celular, como se desvela en el presente documento. 
 
También se describe el uso de la bacteria acidoláctica, de la cepa o del cultivo celular para preparar un alimento, un 
aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico. 55 
 
En un aspecto adicional, se describe un método para modificar la viscosidad de un alimento, un aditivo alimentario, 
un pienso, un complemento nutricional o un complemento probiótico que comprende añadir la bacteria acidoláctica, 
la cepa o el cultivo celular a dicho alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento 
probiótico. 60 
 
También se describe el uso de la bacteria acidoláctica, de la cepa o del cultivo celular para modificar la viscosidad de 
un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico. 
 
En otro aspecto, se describe un método para identificar una bacteria que pertenece al género Streptococcus 65 
thermophilus que comprende la etapa de explorar la bacteria para determinar la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 
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19 o un homólogo de la misma con al menos 90 % de identidad con la misma, o un fragmento de SEQ ID N.º 19 que 
comprende al menos 90 % de la secuencia SEQ ID N.º 19, en la que la Streptococcus thermophilus es la misma que 
la cepa Streptococcus thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el número de depósito 18344 el 14 de junio 
de 2006, o es una Streptococcus thermophilus de acidificación rápida que genera una viscosidad en leche 5 
fermentada superior a 62 Pascales-segundo ( Pa.s) después de 14 días de almacenamiento a 6 ºC. 
 
En otro aspecto, se describe un método para identificar una bacteria que pertenece al género Streptococcus 
thermophilus que comprende la etapa de amplificar el locus CRISPR de una bacteria utilizando al menos un cebador 
oligonucleotídico directo y al menos uno inverso, en el que cada uno de los cebadores flanquea lados opuestos de 10 
uno o más espaciadores CRISPR que están ausentes en Streptococcus thermophilus DSMZ-18344, en el que la 
Streptococcus thermophilus es la misma que la cepa Streptococcus thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el 
número de depósito 18344 el 14 de junio de 2006, o es una bacteria acidoláctica Streptococcus thermophilus de 
acidificación rápida que genera una viscosidad en leche fermentada superior a 62 Pascales-segundo ( Pa.s) 15 
después de 14 días de almacenamiento a 6 ºC. 
 
En el presente documento también se enseña una bacteria que pertenece al género Streptococcus que se identificó 
o que puede identificarse mediante el método.  
 20 
Se describe una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 o un homólogo 
de la misma con al menos 75 % de identidad con la misma. 
 
También se describe una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos, al igual que una 
construcción o un vector que comprende la secuencia de nucleótidos.  25 
 
Se describe una célula hospedadora que comprende la construcción o el vector. 
 
También se describe un cebador oligonucleotídico que puede hibridarse con la secuencia de nucleótidos. 
 30 
Se describe el uso del cebador oligonucleotídico para identificar una bacteria que pertenece al género 
Streptococcus. 
 
También se describe una bacteria acidoláctica, un cultivo aislado, un cultivo celular, un alimento, un aditivo 
alimentario, un pienso, un complemento nutricional, un complemento probiótico, un método, un uso, una secuencia 35 
de ácido nucleico, una construcción, un vector, una célula hospedadora, una secuencia de aminoácidos, o un 
cebador oligonucleotídico como se ha descrito anteriormente en el presente documento con referencia a la 
descripción y a las figuras acompañantes. 
 
Otros aspectos de la presente invención se presentan en las reivindicaciones acompañantes y en la siguiente 40 
descripción y análisis. Estos aspectos se presentan en los encabezamientos de los distintos apartados. Sin 
embargo, debe entenderse que las enseñanzas de cada uno de los encabezamientos de los apartados no se limitan 
necesariamente a ese encabezamiento del apartado particular. 
 
Realizaciones preferidas 45 
 
Preferentemente, la bacteria es resistente a fagos. 
 
La bacteria es Streptococcus thermophilus. 
 50 
Preferentemente, la Streptococcus thermophilus pertenece al grupo genético CL0189. 
 
Preferentemente, la bacteria acidoláctica comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 20. 
 
Preferentemente, el cultivo celular es un cultivo iniciador, un cultivo probiótico o un complemento dietético. 55 
 
Preferentemente, el cultivo comprende una o más bacterias acidolácticas adicionales seleccionadas de los géneros 
que consisten en Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobacterium. 
 
Preferentemente, el cultivo comprende una o más bacterias acidolácticas adicionales seleccionadas de las especies 60 
que consisten en Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y/o 
Bifidobacterium. 
 
Preferentemente, el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional, o complemento probiótico es un 
alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional, o complemento probiótico, lácteo, cárnico o basado 65 
en cereales. 
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Preferentemente, el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional, o complemento probiótico lácteo, 
es leche, yogur, crema, crema madura, queso, queso fresco, una bebida láctea, un queso procesado, un postre 
cremoso, requesón o leche infantil. 
 
Preferentemente, la leche comprende leche de origen animal y/o vegetal. 5 
 
Preferentemente, el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico 
comprende o consta de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico 
fermentado.  
 10 
Preferentemente, el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico 
comprende o consta de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico 
lácteo.  
 
Preferentemente, el cebador oligo nucleotídico directo se hibrida con SEQ ID N.º 1 y el cebador oligonucleotídico 15 
inverso se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 2, SEQ ID N.º 3, SEQ ID N.º 4, SEQ ID N.º 5, SEQ ID N.º 6, SEQ ID 
N.º 7, SEQ ID N.º 8, SEQ ID N.º 9, SEQ ID N.º 10, SEQ ID N.º 11, SEQ ID N.º 12, SEQ ID N.º 13, SEQ ID N.º 14, 
SEQ ID N.º 15, SEQ ID N.º 16 y/o SEQ ID N.º 17. 
 
Preferentemente, el cebador oligonucleotídico directo se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 2, SEQ ID N.º 3, SEQ 20 
ID N.º 4, SEQ ID N.º 5, SEQ ID N.º 6, SEQ ID N.º 7 y/o SEQ ID N.º 8 y un cebador oligonucleotídico inverso se 
hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 9, SEQ ID N.º 10, SEQ ID N.º 11, SEQ ID N.º 12, SEQ ID N.º 13, SEQ ID N.º 
14, SEQ ID N.º 15, SEQ ID N.º 16 y/o SEQ ID N.º 17. 
 
Preferentemente, el cebador oligonucleotídico directo se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 2, SEQ ID N.º 3, SEQ 25 
ID N.º 4, SEQ ID N.º 5, SEQ ID N.º 6, SEQ ID N.º 7 y/o SEQ ID N.º 8 y el cebador oligonucleotídico inverso se 
hibrida con SEQ ID N.º 18. 
 
Preferentemente, el cebador oligonucleotídico directo se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 9, SEQ ID N.º 10, 
SEQ ID N.º 11, SEQ ID N.º 12, SEQ ID N.º 13, SEQ ID N.º 14, SEQ ID N.º 15, SEQ ID N.º 16 y/o SEQ ID N.º 17 y el 30 
cebador oligonucleotídico inverso se hibrida con SEQ ID N.º 18. 
 
Preferentemente, la bacteria que pertenece al género Streptococcus es Streptococcus thermophilus. 
 
Preferentemente, la cepa de Streptococcus thermophilus pertenece al grupo genético CL0189. 35 
 
Preferentemente, la cepa de Streptococcus thermophilus tiene sustancialmente las mismas características que las 
de la cepa de Streptococcus thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el número de depósito 18344 el 14 de junio 
de 2006. 40 
 
Preferentemente, la cepa de Streptococcus thermophilus es la misma que la cepa de Streptococcus thermophilus 
depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, 
D - 38124 Braunschweig) con el número de depósito 18344 el 14 de junio de 2006. 
 45 
La expresión “cepa de acidificación rápida”, como se utiliza en el presente documento, significa preferentemente una 
cepa que tiene las siguientes propiedades: una velocidad de acidificación menor de -0,0100 upH/min y un tiempo 
para alcanzar un pH de 4,6 menor de 540 minutos a 43 ºC cuando la tasa de inoculación es entre 1E6 ufc/ml y 
1E7 ufc/ml de leche (siguiendo el proceso de leche fermentada descrito más adelante en el apartado titulado 
"Proceso de Leche Fermentada"). 50 
 
Figuras 
 

Figura 1 
Comparación de los resultados obtenidos utilizando EPSAD PCR-RFLP para S. thermophilus CNCM I-2423, S. 55 
thermophilus CNCM I-2425 y S. thermophilus DSMZ-18344. 
 
Figura 2 
Organización de los grupos de genes eps de S. thermophilus. Todos los operones eps conocidos constan de una 
parte proximal común (genes epsA- B-C-D) seguida de una parte altamente variable. 60 
 
Figura 3 
Representación esquemática de la secuencia de los espaciadores del locus CRISPR 1 de S. thermophilus 
DSMZ-18344, S. thermophilus CNCM 1-2425, S. thermophilus CNRZ385 y S. thermophilus CNCM I-2423. Cada 
cuadrado representa una secuencia espaciadora. 65 
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Descripción detallada de la invención 
 
Bacterias acidolácticas 
 
Como se utiliza en el presente documento, la expresión “bacterias acidolácticas” se refiere a bacterias Gram 5 
positivas, microaerófilas o anaerobias que fermentan azúcar con la producción de ácidos, incluyendo el ácido láctico 
como el ácido predominantemente producido, el ácido acético, el ácido fórmico y el ácido propiónico. Pertenecen al 
grupo taxonómico de los Firmicutes. Desprovistas de catalasa, las bacterias lácticas constituyen un grupo 
heterogéneo de bacterias en forma de cocos de los géneros Aeroccus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, 
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella, o en forma de bastoncillos de 10 
los géneros Lactobacillus y Carnobacterium. 
 
Las bacterias acidolácticas más útiles desde el punto de vista industrial se encuentran entre los géneros 
Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Propionibacterium. Por 
tanto, en una realización, se prefiere que la bacteria acidoláctica se seleccione de este grupo de géneros. 15 
 
En una realización particularmente preferida, la bacteria acidoláctica pertenece al género Streptococcus. 
 
Una especie preferida de bacteria láctica es Streptococcus thermophilus. Preferentemente, la Streptococcus 
thermophilus que pertenece al grupo genético CL0189. 20 
 
Streptococcus thermophilus es una especie naturalmente presente en la leche y ampliamente utilizada en la 
alimentación, y en particular en la industria láctea porque puede utilizarse para acidificar y texturizar productos, tales 
como la leche. Es una bacteria termófila homofermentativa. 
 25 
Como se describe con más detalle en el presente documento, los cultivos iniciadores de bacterias acidolácticas se 
utilizan comúnmente en la industria alimentaria como cultivos de cepas mixtas que comprenden una o más especies. 
Las mezclas de cepas preferidas incluyen mezclas de la bacteria acidoláctica descrita en el presente documento con 
una o más cepas de Streptococcus – tales como diferentes cepas de Streptococcus thermophilus – o con una o más 
cepas que pertenecen a los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc, 30 
Pediococcus y/o Propionibacterium. 
 
Se prefieren mezclas de la bacteria acidoláctica descrita en el presente documento con Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis y/o Bifidobacterium. 
 35 
Se prefieren particularmente mezclas de la bacteria acidoláctica descrita en el presente documento con Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus. Dichos cultivos de cepas mixtas se utilizan típicamente como cultivos iniciadores de 
yogur donde existe una relación simbiótica entre las especies (Rajagopal et al. J. Dairy Sci., 73, págs. 894-899, 
1990). 
 40 
Las bacterias acidolácticas y mezclas de las mismas pueden utilizarse en los cultivos descritos en el presente 
documento. 
 
Se proporciona una bacteria acidoláctica de acidificación rápida que genera una viscosidad en leche fermentada 
superior a aproximadamente 62 Pa.s. 45 
 
Además, un aumento en la tasa de acidificación también reduce el riesgo de fracaso durante la fermentación debido 
a infección por fagos. 
 
Adecuadamente dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 o un homólogo de la misma con 50 
al menos 90 % de identidad con la misma. 
 
Adecuadamente, dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 20 o un homólogo de la misma 
con al menos 99 % de identidad con la misma. 
 55 
En un aspecto adicional, se proporciona una bacteria acidoláctica que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID 
N.º 19 o un homólogo de la misma con al menos 90 % de identidad con la misma. 
 
En un aspecto adicional, se proporciona una bacteria acidoláctica que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID 
N.º 20 o un homólogo de la misma con al menos 99 % de identidad con la misma. 60 
 
En un aspecto particularmente preferido, la presente invención se refiere a una cepa de Streptococcus thermophilus 
depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, 
D - 38124 Braunschweig) con el número de depósito 18344 el 14 de junio de 2006. 
 65 
La bacteria acidoláctica puede ser una mutante de la bacteria acidoláctica descrita en el presente documento. 
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Preferentemente, esta bacteria acidoláctica mutante tiene una o más (preferentemente todas) de las características 
de la cepa S. thermophilus de la presente invención, por ejemplo, la bacteria acidoláctica mutante es una bacteria 
acidoláctica de acidificación rápida; y/o la bacteria acidoláctica mutante genera una viscosidad en leche fermentada 
superior a aproximadamente 62 Pa.s, preferentemente aproximadamente 68 Pa.s; y/o la bacteria acidoláctica 
mutante es resistente a fagos; y/o la bacteria acidoláctica mutante pertenece al grupo genético CL0189; y/o la 5 
bacteria acidoláctica mutante comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 20; y/o la bacteria acidoláctica 
mutante comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 u homóloga de la misma con al menos 90 % de 
identidad con la misma. 
 
Actividad acidificante 10 
 
La actividad acidificante se caracteriza típicamente por tres parámetros: los parámetros cinéticos de acidificación, la 
acidez que puede titularse y el pH de fermentación final que determina las características organolépticas del 
producto y su calidad de conservación y la post-acidificación que se desarrolla durante la conservación del producto. 
 15 
Ventajosamente, una tasa de acidificación alta hace posible reducir el periodo durante el cual un producto es 
sensible a contaminantes (pH > 4,7) y en consecuencia reducir el riesgo de contaminación bacteriana. Un aumento 
en la tasa de acidificación también potencia los aspectos económicos del proceso aumentado la productividad y la 
flexibilidad del material industrial. 
 20 
La actividad acidificante de las bacterias acidolácticas puede determinarse utilizando diversos métodos conocidos en 
la técnica. Como ejemplo, las bacterias acidolácticas pueden crecer inicialmente en caldo y después en leche 
descremada estéril reconstituida complementada con extracto de levadura y glucosa durante dos subcultivos 
sucesivos. La leche descremada reconstituida estéril se inocula después con un cultivo activado durante 24 horas y 
los cambios de pH se determinan utilizando peachímetros durante la incubación. 25 
 
Ventajosamente, la bacteria acidoláctica de acuerdo con la presente invención es una bacteria de acidificación 
rápida dado que puede caracterizarse por una rápida acidificación de la leche durante el proceso de fermentación. 
 
Preferentemente, la velocidad de acidificación es de aproximadamente -0,013 upH/min a aproximadamente -30 
0,019 upH/min. Más preferentemente, la velocidad de acidificación es de aproximadamente -0,0135 upH/min a 
aproximadamente -0,018 upH/min. Más preferentemente, la velocidad de acidificación es de aproximadamente - 
0,014 upH/min a aproximadamente -0,017 upH/min. Más preferentemente, la velocidad de acidificación es de 
aproximadamente -0,0145 upH/min a aproximadamente -0,017 upH/min. Más preferentemente, la velocidad de 
acidificación es de aproximadamente -0,015 upH/min a aproximadamente -0,017 upH/min. Más preferentemente, la 35 
velocidad de acidificación es de aproximadamente -0,015 upH/min a aproximadamente -0,017 upH/min. Más 
preferentemente la velocidad de acidificación es de aproximadamente -0,0169 upH/min. 
 
Esta tasa de acidificación se compara favorablemente con la de otras cepas de bacterias de acidificación rápida - 
tales como -0,0129 upH/min, -0,0167 upH/min y -0,0209 upH/min para S. thermophilus CNCM I-2423, S. 40 
thermophilus CNCM 1-2980 y S. thermophilus CNCM I-2425, respectivamente. 
 
S. thermophilus CNCM 1-2423 se ha depositado previamente en la CNCM como número de depósito 1-2423 y se 
describe en el documento WO2004/085607. 
 45 
S. thermophilus CNCM 1-2425 se ha depositado previamente en la CNCM como número de depósito 1-2425 
 
S. thermophilus CNCM 1-2980 se ha depositado previamente en la CNCM como número de depósito I-2980 y se 
describe en el documento WO2004/085607. 
 50 
La bacteria S. thermophilus de acidificación rápida es una bacteria que típicamente puede coagular la leche en 
menos de 540 minutos a 43 ºC +/- 1 ºC cuando la tasa de inoculación es entre 1E6 ufc/ml y 1 E7 ufc/ml de leche. La 
velocidad máxima de acidificación es el valor máximo de la curva de pH derivada frente al tiempo. Esta medición 
final puede obtenerse utilizando la medición de pH on line en leche utilizando un dispositivo CINAC (Ysebaert Ltd). 
 55 
En una realización, la tasa de acidificación se mide utilizando métodos que son habitualmente conocidos en la 
técnica. Típicamente, la tasa de acidificación se medirá supervisando el cambio de pH a lo largo del tiempo. 
 
En otra realización, la tasa de acidificación se mide utilizando un dispositivo CINAC que es un aparato que se utiliza 
mucho en la industria láctea para analizar las propiedades de acidificación de las bacterias acidolácticas. 60 
 
Un sistema automatizado para medir la tasa de acidificación es muy conocido por el experto habitual en la técnica. 
Pueden encontrarse referencias (por ejemplo) en el documento FR 2 629 612 por ejemplo. El sistema automático 
CINAC se enseña en el artículo de Corrieu, G. et al Process (ISSN 0998-6650); 1992, No. 1068, págs. 24-27 (10 
ref.). 65 
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Texturización/viscosidad 
 
Como se desvela en el presente documento, se proporciona una bacteria acidoláctica con propiedades o actividades 
texturizantes mejoradas. En particular, la bacteria acidoláctica presenta la propiedad de conferir viscosidad a un 
medio de fermentación. 5 
 
La bacteria acidoláctica genera leche fermentada que tiene una viscosidad superior a aproximadamente 62 Pa.s, 
más preferentemente superior a aproximadamente 65 Pa.s, y más preferentemente superior a aproximadamente 68 
Pa.s. 
 10 
Preferentemente, la bacteria acidoláctica genera leche fermentada que tiene una viscosidad en el intervalo de 
aproximadamente 62 Pa.s a aproximadamente 75 Pa.s, preferentemente de aproximadamente 65 Pa.s a 
aproximadamente 75 Pa.s, más preferentemente de aproximadamente 62 Pa.s a aproximadamente 68 Pa.s, más 
preferentemente de aproximadamente 65 a aproximadamente 68 Pa.s, más preferentemente de aproximadamente 
68 Pa.s.  15 
 
Preferentemente, la viscosidad se mide después de 14 días de almacenamiento a aproximadamente 6 ºC. 
 
Las bacterias acidolácticas descritas en el presente documento son fuertemente texturizantes. 
 20 
En una realización, la bacteria acidoláctica genera leche fermentada que tiene la viscosidad descrita en el presente 
documento, medida utilizando uno o más de los métodos descritos a continuación. 
 
En la técnica se conoce en diversas mediciones reológicas - tales como el flujo y la viscosidad. 
 25 
Proceso de leche fermentada 
 
En una realización, se producen leches fermentadas recientes a escala de laboratorio. La base láctea se compone 
de leche UHT comercial complementada con leche en polvo semidesnatada al 3 % (p/p). Después de mezclar, la 
base láctea se calienta durante 10 minutos +/- 1 minuto a 90 ºC +/- 0,2 ºC. Después, la base se enfría a 43 ºC +/- 30 
1 ºC en un baño de agua regulado a 43 ºC +/- 1 ºC y la leche se despacha en vasos de laboratorio de vidrio de 
125 ml. La leche se inocula con la bacteria a una proporción de 1E6-1E7 ufc/ml. La fermentación se realiza a 43 ºC 
+/- 1 ºC sin agitación y se detiene cuando el pH alcanza 4,6 +/- 0,05. En ese momento, la leche fermentada reciente 
se enfría rápidamente a 6 ºC +/-1 ºC en menos de 1 hora. Finalmente, los productos se almacenan a esta 
temperatura durante 28 días. 35 
 
Método para medir la viscosidad: 
 
En una realización, las mediciones de viscosidad se realizan a 6 ºC en leches fermentadas, después del 
almacenamiento durante 1, 7, 14 y 28 días a 6 ºC. El aparato que se utiliza es un viscómetro Brookfield® de tipo 40 
RVF (Brookfield Engineering Laboratories, Inc.) instalado en un soporte Helipath (Brookfield Engineering 
Laboratories, Inc.) El viscómetro está dotado de una aguja de tipo C y la velocidad de oscilación aplicada a la aguja 
es de 10 rpm. De acuerdo con la presente invención este método es un método preferido para medir la viscosidad. 
 
Método para medir el flujo: 45 
 
En otra realización, las mediciones de flujo se realizan a 6 ºC en leches fermentadas, después del almacenamiento 
durante 14 días a 6 ºC y habiéndose agitado previamente. El aparato que se utiliza es un reómetro ARI000-N (TA 
Instruments) dotado de cilindros coaxiales (Radio 1= 15 mm, Radio 2= 13,83 mm, Altura 32 mm, Espacio vacío = 
2 mm). Para el segmento ascendiente se aplica una tensión de corte [Pa] en un barrido continuo que varía de 60 a 50 
0 Pa durante un 1 minuto de acuerdo con un módulo lineal. Para el segmento descendiente, la tensión de corte [Pa] 
se aplica en un barrido continuo que varía de 60 a 0 Pa durante 1 minuto de acuerdo con un modo lineal. Los valores 
tenidos en cuenta son el área tixotrópica (Pa/s) y el límite elástico (Pa); calculándose este último de acuerdo con el 
modelo de Casson.  
 55 
De acuerdo con la presente invención, la viscosidad de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento 
nutricional o complemento probiótico, puede modificarse o modularse utilizando la bacteria acidoláctica descrita en el 
presente documento. Preferentemente, la viscosidad se aumenta. 
 
Bacteriófagos 60 
 
Como se usa en el presente documento, el término “bacteriófago” tiene su significado convencional como se 
entiende en la técnica, es decir, un virus que infecta selectivamente una o más bacterias. Muchos bacteriófagos son 
específicos de un género o de una especie o de una cepa de bacteria en particular. 
 65 
El término “bacteriófago” es sinónimo del término “fago”. 
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El bacteriófago puede ser un bacteriófago lítico o un bacteriófago lisogénico. 
 
Un bacteriófago lítico es uno que sigue la ruta lítica a través de la finalización del ciclo lítico, en lugar de entrar en la 
ruta lisogénica. Un bacteriófago lítico experimenta replicación vírica lo que conduce a la lisis de la membrana celular, 
a la destrucción de la célula, y a liberación de partículas de bacteriófagos descendientes capaces de infectar a otras 5 
células. 
 
Un bacteriófago lisogénico es uno que puede entrar en la ruta lisogénica, en la que el bacteriófago se transforma en 
una parte pasiva, inactiva, de todo el genoma de la célula antes de finalizar su ciclo lítico. 
 10 
Los bacteriófagos pueden incluir, pero sin limitación, bacteriófagos que pertenecen a cualquiera de las siguientes 
familias de virus: Corticoviridae, Cystoviridae, Inoviridae, Leviviridae, Microviridae, Myoviridae, Podoviridae, 
Siphoviridae o Tectiviridae. 
 
Ventajosamente, la bacteria acidoláctica de acuerdo con la presente invención es resistente a fagos. 15 
 
Durante las 2 últimas décadas se ha recopilado una biblioteca de más de mil fagos virulentos para cepas industriales 
de S. thermophilus. Esta colección de fagos se estudió intensivamente y se estableció su espectro de hospedador. 
Esto permitió la identificación de un conjunto de 60 fagos representativo de todos los espectros de hospedadores 
identificados dentro de la colección de fagos. Cada uno de estos fagos representativos se ensayó en las cepas 20 
DSMZ18344, CNCM I-2423 y CNCM 1-2425 descritas en el presente documento. Se descubrió que la cepa CNCM 
1-2423 era sensible a los fagos D4126 y D3215. Se descubrió que la cepa CNCMI-2425 era sensible al fago D4369. 
Por el contrario, la cepa DSMZ-18344 de la presente invención era resistente a todos los fagos representativos 
ensayados. 
 25 
En una realización, la bacteria acidoláctica de la presente invención es resistente al fago D4126 y/o D3215 y/o al 
fago D4369. 
 
En una realización, la bacteria acidoláctica de acuerdo con la presente invención es resistente a uno o más 
bacteriófagos o a uno o más conjuntos de bacteriófagos. En otra realización, la bacteria acidoláctica de acuerdo con 30 
la presente invención es resistente al mismo bacteriófago que es resistente a las cepas CNCM 1-2423 y/o CNCM 1-
2425. 
 
Locus CRISPR 
 35 
Como se usa en el presente documento, la expresión “locus CRISP” se define como el segmento de ADN que 
incluye todas las repeticiones CRISPR, comenzando con el primer nucleótido de primera repetición CRISPR y 
finalizando con el ultimo nucleótido de la última (terminal) repetición CRISPR. 
 
El locus CRISPR es una clase distinta de repeticiones de secuencias cortas (SSR, short sequence repeats) 40 
intercaladas reconocida por primera vez en E. coli (Ishino et al. (1987) J. Bacteriol. 169:5429-5433; Nakata et al. 
(1989) J. Bacteriol. 171:3553-3556). Se han identificado SSR intercaladas similares en Haloferax mediterranei, 
Streptococcus pyogenes, Anabaena y Mycobacterium tuberculosis (Groenen et al. (1993) Mol. Microbiol. 10:1057-
1065; Hoe et al. (1999) Emerg. Infect. Dis. 5:254-263; Masepohl et al. (1996) Biochim. Biophys. Acta 1307:26-30; 
Mojica et al. (1995) Mol. Microbiol.17:85-93). El loci CRISPR difiere de otras SSR por la estructura de las 45 
repeticiones, que se han denominado repeticiones cortas regularmente espaciadas (SRSR, short regulary spaced 
repeats) (Janssen et al. (2002) OMICS J. Integ. Biol. 6:23-33; Mojica et al. (2000) Mol. Microbiol. 36:244-246). Las 
repeticiones son elementos cortos que se producen en grupos, que siempre están regularmente espaciadas por 
secuencias intervinientes únicas con una longitud constante (Mojica et al. (2000) Mol. Microbiol. 36:244-246). 
Aunque las secuencias repetidas están muy conservadas entre las cepas, el número de repeticiones intercaladas y 50 
las secuencias de las regiones espaciadoras se diferencien de una cepa a otra (van Embden et al. (2000) J. 
Bacteriol. 182:2393-2401). 
 
Las características estructurales comunes del locus CRISPR se describen en Jansen et al. (2002) como (i) la 
presencia de múltiples repeticiones directas cortas, que no muestran o muestran muy poca variación de secuencia 55 
en un locus determinado; (ii) la presencia de secuencias espaciadoras no repetitivas entre las repeticiones de 
tamaño similar; (iii) la presencia de una secuencia líder común de unos pocos cientos de pares de bases en la 
mayoría de las especies que llevan loci CRISPR múltiples; (iv) la ausencia de fases de lectura abierta largas en el 
locus; y (v) la presencia de uno o más genes cas. 
 60 
Las repeticiones CRISPR son típicamente secuencias palindrómicas parcialmente cortas de 24-40 pb que contienen 
repeticiones invertidas internas y terminales de hasta 11 pb. Aunque se han detectado elementos aislados, 
generalmente se disponen en grupos (de hasta aproximadamente 20 o más por genoma) de unidades repetidas 
espaciadas por secuencias intervinientes únicas de 20-58 pb. Las repeticiones CRISPR son generalmente 
homogéneas en un genoma determinado siendo la mayoría de ellas idénticas. Sin embargo, hay ejemplos de 65 
repeticiones que son generalmente homogéneas dentro de un genoma determinado. Sin embargo, hay ejemplos de 
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heterogeneidad, por ejemplo, en las Archaea (arqueas) (Mojica et al. 2000). 
Ventajosamente, el locus CRISPR puede utilizarse para tipificar y/o explorar bacterias. 
 
Como apreciará el experto en la materia, hay numerosos métodos diferentes para explorar/tipificar una bacteria. En 
este aspecto, se exponen numerosos métodos, por ejemplo, en J. Sambrook, E. F. Fritsch, y T. Maniatis, 1989, 5 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edición, Books 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press; 
Ausubel, F. M. et al. (1995 and periodic supplements; Current Protocols in Molecular Biology, cap. 9, 13, and 16, 
John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing: 
Essential Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, 
Irl Press; y, D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and 10 
Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press. 
 
En una realización se utiliza la amplificación. 
 
Por "amplificación" se entiende la producción de copias adicionales de una secuencia de ácido nucleico. 15 
 
Las técnicas de amplificación incluyen, pero sin limitación, métodos generalmente clasificados como métodos de 
amplificación por ciclado térmico y métodos de amplificación isotérmica  
 
Los métodos de ciclado térmicos adecuados incluyen, por ejemplo, la reacción en cadena de la ligasa (Genomics 20 
4:560, (1989); y Science 241: 1077 (1988)), la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (como se describe en los 
documentos US 4.683.195; US 4.683.202 y US 4.965.188) y la PCR en tiempo real; la reacción en cadena de la 
ligasa y polimerasa (PCR Methods and Applic. (1991) 1:5-16); la LCR con huecos (Gap) (documento WO 90/01069); 
la reacción de reparación de cadenas (documento EP 439,182); y 3SR (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1989) 86:1173-
1177; Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1990) 87:1874-1878; y el documento WO 92/0880). Los métodos de 25 
amplificación isotérmica incluyen, por ejemplo, amplificación con desplazamiento de cadena (SDA) (Proc. Nat. Acad. 
Sci. USA 89:392-396 (1992)), Q-beta-replicasa (Bio/Technology 6:1197-1202 (1988)); amplificación de secuencia 
basada en ácidos nucleicos (NASBA) (Bio/Technology 13:563-565 (1995)); y replicación de secuencia autosostenida 
(Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87:1874-1878 (1990)). 
 30 
En una realización preferida de la presente invención, el método de amplificación es la PCR. Este método se lleva a 
cabo generalmente utilizando tecnologías de PCR muy conocidas en la técnica (Dieffenbach and Dveksler (1995) 
PCR Primer, a Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press, Plainview, Nueva York). 
 
Como se sabe bien en la técnica, para amplificar una secuencia deseada pueden diseñarse cebadores 35 
oligonucleotídicos para su uso en las realizaciones de amplificación. 
 
Por “cebador” se entienden oligonucleótido, ya sea de origen natural como en una digestión de restricción purificada 
o ya sea producido sintéticamente, que puede actuar como un punto de inicio de síntesis cuando se coloca en 
condiciones en las que se induce la síntesis de un producto de extensión cebador que es complementario a una 40 
cadena de ácido nucleico (es decir, en presencia de nucleótidos y de un agente inductor- tal como ADN polimerasa y 
a una temperatura y a un pH adecuados). Preferentemente el cebador es monocatenario para obtener una eficiencia 
máxima en la amplificación, pero como alternativa puede ser bicatenario. Si es bicatenario, el cebador se trata 
primero para separar sus cadenas antes de utilizarse para preparar los productos de extensión. Preferentemente, el 
cebador es un oligodesoxirribonucleótido. El cebador debe ser lo suficientemente largo como para cebar la síntesis 45 
de los productos de extensión en presencia del agente inductor. Las longitudes exactas de los cebadores 
dependerán de muchos factores, incluyendo la temperatura, la fuente del cebador y el uso del método. Los 
cebadores de la PCR tienen preferentemente una longitud de al menos aproximadamente 10 nucleótidos (por 
ejemplo, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o 19 nucleótidos de longitud), y más preferentemente una longitud de al 
menos aproximadamente 20 nucleótidos. 50 
 
En la técnica se conocen generalmente métodos para diseñar cebadores de PCR y clonación de PCR y se desvelan 
en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Plainview, Nueva York). Véase también, Innis et al., eds. (1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and 
Applications (Academic Press, Nueva York); Innis y Gelfand, eds. (1995) PCR Strategies (Academic Press, Nueva 55 
York); e Innis y Gelfand, eds. (1999) PCR Methods Manual (Academic Press, Nueva York). Los métodos de PCR 
conocidos incluyen, pero sin limitación, métodos que utilizan cebadores emparejados, cebadores anidados, 
cebadores específicos sencillos, cebadores degenerados, cebadores específicos de genes, cebadores específicos 
de vectores, cebadores parcialmente mal emparejados y similares. 
 60 
Adecuadamente, una bacteria puede explorarse amplificando (por ejemplo, amplificando por PC) el locus CRISPR 
(por ejemplo, CRISPR1) utilizando cebadores que se dirigen a tramos conservados dentro de la secuencia líder y 
tráiler (como se describe en et al., (2005) Microbiology 151 (8):2551-61). 
 
Adecuadamente, una bacteria puede explorarse amplificando (por ejemplo, amplificando por PCR) partes 65 
seleccionadas del locus CRISPR (por ejemplo, CRISPR1). En este sentido, se ha descubierto sorprendentemente 
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que la cepa de Streptococcus thermophilus descrita en el presente documento carece de 5 espaciadores CRISPR en 
comparación con, por ejemplo, la cepa CNCM 1-2425 de S. thermophilus y la cepa CNRZ385S de S. thermophilus. 
En particular se ha descubierto que la cepa de Streptococcus thermophilus de la presente invención carece del 
primer, segundo, décimo, undécimo y duodécimo espaciador CRISPR1 desde el extremo 5’ del espaciador CRISPR 
en comparación con, por ejemplo, la cepa CNCM 1-2425 de S. thermophilus y la cepa CNRZ385 de S. thermophilus. 5 
Como apreciará el experto en la técnica, esta propiedad de la cepa de Streptococcus thermophilus de la presente 
invención puede utilizarse ventajosamente para detectar esta cepa dado que se obtendrán amplicones de diferente 
longitud cuando se comparan con al menos la cepa CNCM I-2425 de S. thermophilus y con la cepa CNRZ385 de S. 
thermophilus. Así, por ejemplo, podría diseñarse un primer cebador que se hibridase con la secuencia líder en el 
extremo 5’ del locus CRISPR y podría diseñarse un segundo cebador que se hibridase aguas abajo de la segunda 10 
secuencia espaciadora CRISPR ausente y/o aguas abajo del duodécimo espaciador CRISPR ausente en la cepa de 
Streptococcus thermophilus de la presente invención. Como un ejemplo adicional, podría diseñarse un primer 
cebador que se hibridase aguas abajo de la segunda secuencia espaciadora CRISPR ausente y podría diseñarse un 
segundo cebador que se hibridase aguas abajo del duodécimo espaciador ausente. 
 15 
Preferentemente, dicha bacteria se explora utilizando cebadores oligonucleotídicos, que se hibridan específica o 
sustancialmente con dicha(s) secuencia(s) de nucleótidos como se describe en el presente documento. 
 
En un aspecto, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende 
el uso de un cebador oligonucleotídico que se hibrida específicamente con la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 20 
o un homólogo de la misma con al menos 75 % de identidad con la misma. 
 
En un aspecto adicional, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que 
comprende el uso de cebadores oligonucleotídicos que flanquean espaciadores CRISPR que están ausentes en la 
cepa DSMZ-18344 de Streptococcus thermophilus. 25 
 
En una realización, el cebador directo se hibrida con uno o más de los espaciadores CRISPR1 marcados C, D, E, F, 
G, H o I (véase la Figura 3). El cebador inverso se hibrida con uno o más de los espaciadores CRISPR1 marcados 
M, N, O, P, Q, o R (véase la Figura 3). Adecuadamente, los cebadores no se hibridan con el espaciador marcado 
como S. Típicamente, el fragmento amplificado será aproximadamente más corto de 200 pb con DSMZ18344 en 30 
comparación con las otras cepas descritas en el presente documento - tal como la cepa CNCM I-2425. 
 
En un aspecto adicional se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que 
comprende el uso de un cebador oligonucleotídico directo que se hibrida con SEQ ID N.º 1 y un cebador 
oligonucleotídico inverso que se hibrida con SEQ ID N.º 18. 35 
 
En otro aspecto, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende 
el uso de un cebador oligonucleotídico directo que se hibrida con SEQ ID N.º 1 y un cebador oligonucleotídico 
inverso que se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 2, SEQ ID N.º 3, SEQ ID N.º 4, SEQ ID N.º 5, SEQ ID N.º 6, 
SEQ ID N.º 7, SEQ ID N.º8, SEQ ID N.º 9, SEQ ID N.º 10, SEQ ID N.º 11, SEQ ID N.º 12, SEQ ID N.º 13, SEQ ID N.º 40 
14, SEQ ID N.º 15, SEQ ID N.º 16 y/o SEQ ID N.º 17. 
 
En otro aspecto, se proporciona in método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende 
el uso de un cebador oligonucleotídico directo que se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 2, SEQ ID N.º 3, SEQ ID 
N.º 4, SEQ ID N.º 5, SEQ ID N.º 6, SEQ ID N.º 7, SEQ ID N.º 8 y un cebador oligonucleotídico inverso que se hibrida 45 
con cualquiera de SEQ ID N.º 9, SEQ ID N.º 10, SEQ ID N.º 11, SEQ ID N.º 12, SEQ ID N.º 13, SEQ ID N.º 14, SEQ 
ID N.º 15, SEQ ID N.º 16 y/o SEQ ID N.º 17. 
 
En otro aspecto, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende 
el uso de un cebador oligonucleotídico directo que se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 2, SEQ ID N.º 3, SEQ ID 50 
N.º 4, SEQ ID N.º 5, SEQ ID N.º 6, SEQ ID N.º 7 y/o SEQ ID N.º 8 y un cebador oligonucleotídico inverso que se 
hibrida con SEQ ID N.º 18. 
 
En otro aspecto, se proporciona un método para identificar una cepa de Streptococcus thermophilus que comprende 
el uso de un cebador oligonucleotídico directo que se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 9, SEQ ID N.º 10, SEQ 55 
ID N.º 11, SEQ ID N.º 12, SEQ ID N.º 13, SEQ ID N.º 14, SEQ ID N.º 15, SEQ ID N.º 16 y/o SEQ ID N.º 17 y un 
cebador oligonucleotídico inverso que se hibrida con SEQ ID N.º 18. 
 
Preferentemente, los cebadores oligonucleotídicos directos y/o inversos que se hibridan con SEQ ID N.º 15 y SEQ 
ID N.º 16 no se utilizan. 60 
 
El cebador oligonucleotídico inverso puede incluso hibridarse con una secuencia que está aguas arriba de SEQ ID 
N.º 2. 
 
El cebador inverso puede incluso hibridarse con una secuencia que está aguas abajo de SEQ ID N.º 18. 65 
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Después de la amplificación/detección, la secuencia amplificada puede identificarse utilizando diversos métodos 
conocidos en la técnica. 
 
Como ejemplo, la secuencia amplificada puede identificarse determinando el patrón de restricción del producto de 
amplificación. Por consiguiente, una vez que el ADN se ha amplificado, este puede someterse a digestión (por 5 
ejemplo, cortarse) con una o más enzimas de restricción.  
 
Como se usa en el presente documento, la expresión “enzimas de restricción” se refiere a enzimas (por ejemplo, 
enzimas bacterianas), cada una de ellas cortando ADN bicatenario EN o cerca de una secuencia nucleotídica 
especifica. Las enzimas de restricción son muy conocidas en la materia y pueden obtenerse fácilmente, por ejemplo, 10 
a partir de una variedad de fuentes comerciales (por ejemplo, New England Biolabs, Inc., Beverly, Massachusetts). 
De manera similar, los métodos de uso de las enzimas de restricción también son en general muy conocidos y 
habituales en la técnica. Pueden utilizarse enzimas de restricción que producen entre 10 y 24 fragmentos de ADN 
cuando cortan el locus CRISPR o una parte del mismo. Los fragmentos de ADN obtenidos utilizando enzimas de 
restricción pueden detectarse, por ejemplo, como bandas mediante electroforesis en gel. Las enzimas de restricción 15 
pueden utilizarse para crear Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restricción (RFLP, restriction fragment 
length polymorphisms).  

 
Los RFLP se generan por corte (“restricción”) de una molécula de ADN con una endonucleasa de restricción. Se han 
aislado varios centenares de dichas enzimas, fabricadas de manera natural por bacterias. En esencia, las bacterias 20 
utilizan dichas enzimas como un sistema de defensa, para reconocer y después escindir (restringir) cualquier 
molécula de ADN extraña que pueda entrar en la célula bacteriana (por ejemplo, una infección vírica). Se ha 
descubierto que cada uno de los varios centenares de diferentes enzimas de restricción corta (es decir, “escinde” o 
“restringe”) ADN en una secuencia diferente de los 4 nucleótidos básicos (A, T, G, C) que constituyen todas las 
moléculas de ADN, por ejemplo, una enzima podría reconocer específica y únicamente la secuencia A-A-T-G-A-C, 25 
mientras que otra podría reconocer específica y únicamente la secuencia G-T-A-C-T-A, etc. Dependiendo de la 
enzima única implicada, la longitud de dichas secuencias de reconocimiento puede variar, desde solo 4 nucleótidos 
a tanto como 21 nucleótidos. Cuanto mayor sea la secuencia de reconocimiento, menor será el número de 
fragmentos de restricción, ya que cuanto mayor sea el sitio de reconocimiento, menor será la probabilidad de que se 
encuentre repetidamente en todo el ADN. 30 
 
Como ejemplo adicional, la secuencia amplificada puede identificarse determinando o también determinando la 
diferencia en tamaño del producto de amplificación, como se describe anteriormente.  
 
La separación puede realizarse mediante cualquier método adecuado para separar ADN, incluyendo, pero sin 35 
limitación, electroforesis en gel, cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC), espectroscopia de masas, y el uso 
de un dispositivo microfluídico. En una realización, los productos de amplificación o fragmentos de ADN se separan 
mediante electroforesis en gel de agarosa. La electroforesis en gel separa moléculas cargadas de diferentes 
tamaños por su velocidad de desplazamiento a través de un gel estacionario bajo la influencia de una corriente 
eléctrica. Estos productos de amplificación o fragmentos de ADN separados pueden visualizarse fácilmente, por 40 
ejemplo, mediante tinción con bromuro de etidio y observando el gel con luz UV. El patrón de las bandas refleja los 
tamaños del ADN digerido con enzimas de restricción o los productos de amplificación. 
 
Como ejemplo adicional, la secuencia amplificada puede identificarse secuenciando los productos de amplificación. 
 45 
La secuencia de los productos amplificados puede obtenerse mediante cualquier método conocido en la técnica 
incluyendo, métodos de secuenciación automáticos y manuales. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nueva York; Roe 
et al. (1996) DNA Isolation and Sequencing (Essential Techniques Series, John Wiley & Sons). 
 50 
Preferentemente, la Streptococcus thermophilus que se identificó de acuerdo con los métodos de la presente 
invención tiene sustancialmente las mismas características que la cepa de Streptococcus thermophilus depositada 
en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 
Braunschweig) con el número de depósito 18344 el 14 de junio del 2006. En el contexto de la presente invención, la 
frase “sustancialmente las mismas características” significa que la cepa de Streptococcus thermophilus tiene una o 55 
más (preferentemente todas) de las características de la cepa de Streptococcus thermophilus depositada en la 
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 
Braunschweig) con el número de depósito 18344 el 14 de junio del 2006. 
 
Adecuadamente, la Streptococcus thermophilus que se identificó es una bacteria acidoláctica de acidificación rápida; 60 
y/o el Streptococcus thermophilus que se identificó genera una viscosidad en leche fermentada mayor de 
aproximadamente 62 Pa.s, preferentemente de aproximadamente 68 Pa.s; y/o la Streptococcus thermophilus que se 
identificó es resistente a fagos; y/o la Streptococcus thermophilus que se identificó pertenece al grupo genético 
CL0189; y/o la Streptococcus thermophilus que se identificó comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 20; 
y/o la Streptococcus thermophilus que se identificó comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 o una 65 
variante, un fragmento, un homóloga o un derivado de la misma. 
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Orientación de CRISPR 
 
Para evitar dudas, en el contexto de la presente invención el locus CRISPR se orientó de la siguiente manera. 
 
La secuencia líder CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamaño definido. Por ejemplo, la secuencia líder 5 
de CRISPR1 de S. thermophilus LMG18311 (Acceso CP000024) es el segmento de ADN que comienza 
inmediatamente después del codón de terminación del gen stu0660, y acaba justo antes de la primera repetición. La 
secuencia líder CRISPR se localiza en el extremo 5’ del locus CRISPR. La secuencia líder CRISPR se localiza 
inmediatamente aguas arriba de la primera repetición CRISPR del locus CRISPR.  
 10 
La secuencia tráiler CRISPR es un segmento de ADN conservado de tamaño definido. Por ejemplo, la secuencia 
tráiler de CRISPR1 de S. thermophilus LMG18311 (Acceso CP000024) es el segmento de ADN que comienza 
inmediatamente después de la repetición terminal, y acaba justo antes del codón de terminación del gen stu0661 
(localizado en la cadena de ADN opuesta). La secuencia tráiler CRISPR se localiza en el extremo 3’ del locus 
CRISPR. La secuencia tráiler CRISPR se localiza inmediatamente aguas abajo de la repetición terminal. 15 
 
Como ejemplo, las secuencias líder CRISPR y tráiler CRISPR en el locus CRISPR1 de la cepa CNRZ1066 de 
Streptococcus thermophilus son: 
 

Secuencia Líder CRISPR  20 
5’-CAAGGACAGTTATTGATTTTATAATCACTATGTGGGTATAAAAACGTCAAAATTTCATTTGAG-3’ 
 
Secuencia Tráiler CRISPR  
5’-TTGATTCAACATAAAAAGCCAGTTCAATTGAACTTGGCTTT-3’ 

 25 
La secuencia líder CRISPR se corresponde con las posiciones 625038 a 625100, y la secuencia tráiler CRISPR se 
corresponde con las posiciones 627845 a 627885 en el genoma completo (CP000024) de Streptococcus 
thermophilus. 
 
Para evitar dudas “aguas arriba” significa en la dirección 5’ y “aguas abajo” significa en la dirección 3’. 30 
 
EPS 
 
Se sabe que las bacterias lácticas pueden producir dos clases de polisacáridos en su medio de cultivo, en concreto 
homopolisacáridos tales como dextranos o levanos, que constan del conjunto repetido de un solo azúcar, y 35 
heteropolisacáridos normalmente denominados exopolisacáridos o EPS (EPS es la abreviatura del término 
"exopolisacárido") que constan del conjunto de diversos azúcares diferentes que forman una unidad de repetición 
(Cerning J., Bacteries lactiques, [Lactic bacteria], Vol I, by de Roissart H and Luquet F. M., Lorica, 309-329, 1994). 
 
Una bacteria láctica que produce un EPS puede otorgar un carácter viscoso y/o una textura suave y cremosa a una 40 
leche acidificada (Cerning et al., FEMS Microbiol., 87, 113-130, 1990). Los EPS también pueden presentar 
actividades biológicas, tales como, por ejemplo, actividades antitumorales o probióticas, que son especialmente 
ventajosas para la salud humana o animal (Oda M. et al., Agric. Biol. Chem., 47, 1623-1625, 1983; EP94870139.6). 
 
En S. thermophilus se han caracterizado distintos grupos de genes de EPS. La distribución de genes reguladores y 45 
estructurales dentro de cada uno de estos grupos muestra una organización modular que está conservada en otras 
Streptococcus spp. Aunque la función de la mayoría de los genes (normalmente denominados eps o cps) y de los 
productos génicos relacionados con los EPS está únicamente deducida a partir de homologías estructurales y 
secuenciales, la región 5’ de cada grupo parece codificar proteínas implicadas en la regulación de la síntesis de 
EPS, en la determinación de la longitud de la cadena y en la translocación de membrana. Estas fases de lectura 50 
abierta van seguidas de genes que codifican la glucosil-1-fosfato transferasa y glucosiltransferasas necesarias para 
el ensamblaje de la unidad de repetición básica, y enzimas implicadas en la polimerización de unidades de 
repetición. Finalmente, el extremo 3’ de estos grupos contiene típicamente genes para proteínas adicionales 
implicadas en la translocación de las subunidades poliméricas en la membrana, y enzimas necesarias para la 
producción de precursores nucleotídicos de azúcar (por ejemplo, N-acetil-D-galactosamina; que son únicos para los 55 
EPS (es decir, no encontrados en otros polímeros celulares). 
 
Los cuatro primeros genes en la región 5’ de los grupos eps de S. thermophilus, epsA-D, que están muy 
conservados entre estas y otras Streptococcus spp EPS+, parecen contribuir a las funciones de regulación (epsA y 
epsB), polimerización (epsC) y translocación de membrana (epsD) para la síntesis de EPS. El epsE codifica una 60 
glucosil-1-fosfato transferasa que cataliza la primera etapa en el ensamblaje de la unidad de repetición básica de 
EPS: adición de hexosa-1-fosfato al transportador de lípido fosfato. Los genes aguas abajo de epsE parecen 
codificar glucosiltransferasas, funciones de exportación/polimerización, biosíntesis de azúcar, y algunas enzimas 
cuya función se desconoce. En S. thermophilus y en otras bacterias acidolácticas se han identificado genes que 
codifican una variedad de glucosiltransferasas. 65 
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La bacteria acidoláctica de acuerdo con la presente invención comprende un grupo de genes EPS que comprende la 
secuencia expuesta en SEQ ID N.º 20 o una variante, un fragmento, un homólogo o un derivado de la misma. 
 
Sorprendentemente la bacteria acidoláctica descrita en el presente documento tiene una similitud de secuencia eps 
alta con S. thermophilus CNCM 1-2425 desde el inicio de la secuencia del grupo de genes eps hasta 5 
aproximadamente la posición 3900 (es decir, en el gen epsE) y una similitud de secuencia eps alta con S. 
thermophilus CNCM 1-2423 desde aproximadamente la posición 3900 hasta el extremo de la secuencia. 
 
HIBRIDACIÓN 
 10 
La presente invención también incluye secuencias que son complementarias a las secuencias de la presente 
invención o secuencias que pueden hibridarse bien con las secuencias de la presente invención o con secuencias 
que son complementarias a las mismas.  
 
El término “hibridación” como se usa en el presente documento incluirá “el proceso mediante el cual una cadena de 15 
ácido nucleico se une con una cadena complementaria mediante emparejamiento de bases” así como el proceso de 
amplificación realizado con tecnologías de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
 
La presente invención también incluye el uso de secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con las 
secuencias que son complementarias a las secuencias en cuestión analizadas en el presente documento, o con 20 
cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas. 
 
La presente invención también incluye secuencias que son complementarias a secuencias que pueden hibridarse 
con las secuencias de nucleótidos analizadas en el presente documento. 
 25 
Las condiciones de hibridación se basan en la temperatura de fusión (Tf) del complejo de unión al nucleótido, como 
enseñan Berger y Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 152, 
Academic Press, San Diego CA), y confieren una “rigurosidad” definida como se explica más adelante. 
 
Típicamente, la rigurosidad máxima se produce a una Tf de aproximadamente 5 °C (5 °C por debajo de la Tf de la 30 
sonda); la rigurosidad alta a aproximadamente de 5 °C a 10 °C por debajo de la Tf; la rigurosidad intermedia a 
aproximadamente de 10 ºC a 20 ºC por debajo de la Tf y la rigurosidad baja a aproximadamente de 20 ºC a 25 ºC 
por debajo de la Tf. Como entenderán los expertos en la técnica, para identificar o detectar secuencias de 
nucleótidos idénticas puede utilizarse una hibridación de rigurosidad máxima, mientras que para identificar o detectar 
secuencias de polinucleótidos similares o relacionadas puede utilizarse una hibridación de rigurosidad intermedia (o 35 
baja). 
  
Preferentemente, la presente invención incluye secuencias que son complementarias a secuencias que pueden 
hibridarse en condiciones de rigurosidad alta o en condiciones de rigurosidad intermedia con secuencias de 
nucleótidos que codifican polipéptidos que tienen las propiedades específicas como se define en el presente 40 
documento. 
 
Mas preferentemente, la presente invención incluye secuencias que son complementarias a secuencias que pueden 
hibridarse en condiciones de rigurosidad alta (por ejemplo, 65 °C y 0,1xSSC {1xSSC = NaCl 0,15 M, citrato de sodio 
0,015 M pH 7,0}) con secuencias de nucleótidos que codifican polipéptidos que tienen las propiedades específicas 45 
como se define en el presente documento. 
 
La presente invención también se refiere a secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con las secuencias de 
nucleótidos analizadas en el presente documento (incluyendo las secuencias complementarias de las analizadas en 
el presente documento). 50 
 
La presente invención también se refiere a secuencias de nucleótidos que son complementarias a secuencias que 
pueden hibridarse con las secuencias de nucleótidos analizadas en el presente documento (incluyendo las 
secuencias complementarias de las analizadas en el presente documento). 
 55 
También se incluyen dentro del alcance de la presente invención, secuencias de polinucleótidos que pueden 
hibridarse con las secuencias de nucleótidos analizadas en el presente documento en condiciones de rigurosidad 
intermedia a máxima. 
 
En un aspecto preferido, la presente invención cubre secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con las 60 
secuencias de nucleótidos analizadas en el presente documento, o con el complemento de las mismas, en 
condiciones rigurosas (por ejemplo, 50 °C y 0,2xSSC). 
 
En un aspecto más preferido, la presente invención cubre secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con las 
secuencias de nucleótidos analizadas en el presente documento, o con el complemento de las mismas, en 65 
condiciones de rigurosidad alta (por ejemplo, 65 °C y 0,1xSSC). 
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SUSTANCIALMENTE 
 
Adecuadamente, los cebadores oligonucleotídicos descritos en el presente documento se emparejan 
sustancialmente o se hibridan sustancialmente con su ácido nucleico respectivo. Esto significa que un 
oligonucleótido – tal como un cebador – debe ser suficientemente complementario para hibridarse o emparejarse 5 
con su ácido nucleico respectivo. 
 
La secuencia oligonucleotídica no debe reflejar necesariamente la secuencia exacta de su ácido nucleico respectivo, 
y puede, de hecho, estar “degenerada”. Las bases u otras secuencias no complementarias pueden intercalarse en el 
oligonucleótido o ácido nucleico, siempre que la secuencia oligonucleotídica tenga suficiente complementariedad con 10 
la secuencia para permitir la hibridación. Por tanto, como ejemplo, pueden seleccionarse cebadores que se utilizan 
para la amplificación por PCR para que sean “sustancialmente” complementarios a la secuencia específica que va a 
amplificarse. 
 
CULTIVOS INICIADORES 15 
 
Los cultivos iniciadores se utilizan ampliamente en la industria alimentaria en la fabricación de productos (por 
ejemplo, productos fermentados) incluyendo productos lácteos – tales como yogur y queso. 
 
Los cultivos iniciadores que se utilizan en la fabricación de muchas leches fermentadas, queso y productos de 20 
mantequilla incluyen cultivos de bacterias, generalmente clasificados como bacterias acidolácticas. Dichos cultivos 
iniciadores bacterianos confieren características específicas a diversos productos lácteos realizando diversas 
funciones. 
 
Los cultivos de bacterias no concentrados comerciales se denominan en la industria ‘cultivos madre’ y se propagan 25 
en el sitio de producción, por ejemplo, un lácteo, antes de añadirse a un material de partida comestible, tal como 
leche, para la fermentación. El cultivo iniciador propagado en el sitio de producción para la inoculación en un material 
de partida comestible se denomina “iniciador a granel”. 
 
El cultivo iniciador bacteriano puede consistir en la bacteria acidoláctica descrita en el presente documento, es decir, 30 
un cultivo puro. En este caso, sustancialmente, toda, o al menos una parte significativa del cultivo iniciador 
bacteriano comprenderá generalmente la misma bacteria. 
 
En la alternativa, el cultivo iniciador puede comprender diversas cepas bacterianas, es decir, puede ser un cultivo 
mixto definido. 35 
  
Por ejemplo, el cultivo iniciador puede ser adecuado para su uso en la industria láctea. Cuando el cultivo iniciador se 
utiliza en la industria láctea, éste puede comprender adicionalmente especies de bacterias acidolácticas, una 
especie de Bifidobacterium, una especie de Brevibacterium y/o una especie de Propionibacterium. 
 40 
Los cultivos de bacterias acidolácticas se utilizan habitualmente en la fabricación de productos lácteos fermentados – 
tales como suero de mantequilla, yogur o nata agria de soja, y en la fabricación de mantequilla y queso, por ejemplo, 
Brie o Harvati. 
 
Las bacterias acidolácticas adecuadas incluyen cepas habitualmente utilizadas de una especie de Lactococcus, de 45 
una especie de Streptococcus, de una especie de Lactobacillus, incluyendo Lactobacillus acidophilus, especies de 
Enterococcus, especies de Pediococcus, especies de Leuconostoc y especies de Oenococcus o combinaciones de 
las mismas. 
 
Las especies de Lactococcus incluyen la ampliamente utilizada Lactococcus lactis, incluyendo Lactococcus lactis 50 
subsp. Lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis y Lactococcus lactis subsp. cremoris. 
 
Otras especies de bacterias acidolácticas incluyen Leuconostoc sp., Streptococcus thermophilus, Lactobacillus del- 
brueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus helveticus. Los cultivos mesófilos de bacterias acidolácticas se utilizan 
habitualmente en la fabricación de productos lácteos fermentados, tales como suero de mantequilla, yogur o nata 55 
agria, y en la fabricación de mantequilla y queso, por ejemplo, Brie o Harvati. Además, pueden añadirse cepas 
probióticas tales como Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei durante dicha fabricación 
para potenciar el sabor o favorecer la salud. 
 
Como cultivos de bacterias acidolácticas habitualmente utilizados en la fabricación de quesos cheddar y Monterey 60 
Jack se incluyen, Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. 
cremoris o sus combinaciones. 
 
Como cultivos termófilos de bacterias acidolácticas habitualmente utilizados en la fabricación de quesos italianos 
tales como pasta hilada o parmesano, se incluyen Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp 65 
bulgaricus. Otras especies de Lactobacillus – tales como Lactobacillus helveticus – pueden añadirse durante la 
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fabricación para obtener un sabor deseado. 
 
La selección de organismos para el cultivo iniciador de la invención dependerá del tipo de producto particular que se 
vaya a preparar y a tratar. Por tanto, por ejemplo, para la fabricación de queso y mantequilla, en general se utilizan 
cultivos mesófilos de especies de Lactococcus, especies de Leuconostoc y especies de Lactobacillus, mientras que 5 
para el yogur y otros productos lácteos fermentados, se utilizan típicamente cepas termófilas de especies de 
Streptococcus y de Lactobacillus. 
 
El cultivo iniciador puede ser incluso un cultivo iniciador deshidratado. 
 10 
El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador concentrado. 
 
El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador concentrado que se utiliza en la inoculación directa. 
 
El cultivo iniciador puede ser un cultivo iniciador congelado. 15 
 
PREPARACIÓN DE CULTIVOS INICIADORES 
 
Los cultivos iniciadores pueden prepararse mediante técnicas bien conocidas en la materia, tales como las 
desveladas en el documento US 4.621.058. Como ejemplo, los cultivos iniciadores pueden prepararse introduciendo 20 
un inóculo, por ejemplo, una bacteria, en un medio de cultivo para producir un medio inoculado y la maduración del 
medio inoculado para producir un cultivo iniciador. 
 
Preparación de cultivos iniciadores deshidratados 
 25 
Los cultivos iniciadores deshidrataos pueden preparase mediante técnicas bien conocidas en la materia, tales como 
las desveladas en los documentos US 4.423.079 y US 4.140.800. 
 
Los cultivos iniciadores deshidratados para su uso en la presente invención pueden estar en forma de preparaciones 
sólidas. Como ejemplos de preparaciones sólidas se incluyen, pero sin limitación, comprimidos, bolitas, cápsulas, 30 
espolvoreos, gránulos y polvos que pueden humedecerse, secarse por pulverización, secarse por congelación o 
liofilizarse.  
 
Los cultivos iniciadores deshidratados para su uso en la presente invención pueden estar en forma de bolita 
congelada o en forma de polvo criodesecado. Los cultivos iniciadores deshidratados en forma de bolita congelada o 35 
polvo criodesecado pueden preparase de acuerdo con los métodos conocidos en la materia. 
 
Los cultivos iniciadores para su uso en la presente invención pueden estar en forma de concentrados que 
comprenden una concentración sustancialmente alta de una o más bacterias. Preferentemente, los concentrados 
pueden diluirse con agua o resuspenderse en agua o en otros diluyentes adecuados, por ejemplo, un medio de 40 
cultivo apropiado o aceites minerales o vegetales para su uso en la presente invención. Los cultivos iniciadores 
deshidratados de la presente invención en forma de concentrados pueden prepararse de acuerdo con los métodos 
conocidos en la materia, por ejemplo, por centrifugación, filtración o una combinación de dichas técnicas.  
 
PRODUCTO 45 
 
De acuerdo con la presente invención se contempla cualquier producto, que se prepare a partir de, que contenga o 
que comprenda, una bacteria acidoláctica. 
 
Los productos adecuados incluyen, pero sin limitación, un alimento, un producto alimentario, un aditivo alimentario, 50 
un complemento alimentario, un pienso, un complemento nutricional, un complemento probiótico, un producto 
cosmético o un producto farmacéutico. 
 
Estos incluyen, pero sin limitación, frutas, legumbres, cultivos forrajeros y verduras incluyendo productos derivados, 
grano y productos derivados de grano, alimentos lácteos y productos derivados de alimentos lácteos, carne, aves de 55 
corral y marisco. 
 
El término “alimento” se utiliza en un sentido amplio e incluye piensos, productos alimentarios, ingredientes 
alimentarios, complementos alimentarios y alimentos funcionales. En el presente documento, el término “alimento” 
se utiliza en un sentido amplio - e incluye alimento para seres humanos, así como alimento para animales (es decir, 60 
un pienso). En un aspecto preferido, el alimento es para consumo humano. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión “ingrediente alimentario” incluye una formulación, que se 
añade o que puede añadirse a los alimentos e incluye formaciones que pueden utilizarse a bajos niveles en una 
amplia variedad de productos que requiere, por ejemplo, la acidificación o emulsificación.  65 
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Como se usa en el presente documento, la expresión “alimento funcional” significa un alimento que puede 
proporcionar no solo un efecto nutricional y/o un sabor agradable, sino que también puede proporcionar un efecto 
beneficioso adicional al consumidor. Aunque no hay una definición legal de un alimento funcional, la mayor parte de 
las personas con un interés en este campo están de acuerdo en que hay alimentos comerciales que tienen efectos 
específicos para la salud. 5 
 
Las bacterias descritas en el presente documento pueden ser - o pueden añadirse a - un ingrediente alimentario, un 
complemento alimentario, o un alimento funcional. 
 
El alimento puede estar en forma de una solución o de un sólido - dependiendo del uso y/o del modo de aplicación 10 
y/o del modo de administración.  
 
Las bacterias descritas en el presente documento pueden utilizarse en la preparación de productos alimentarios 
tales como uno o más de: productos de confitería, productos lácteos, productos cárnicos, productos avícolas, 
productos del mar y productos de panadería. 15 
  
Como ejemplo, las bacterias que pueden utilizarse como ingredientes en refrescos, zumos de fruta o una bebida que 
contenga proteína de suero, tés naturales, bebidas de cacao, bebidas lácteas y bebidas que contengan bacterias 
acidolácticas, yogur, yogur bebible y vino. 
 20 
La presente invención también proporciona, en un aspecto adicional, un método para preparar un alimento, aditivo 
alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico, comprendiendo el método mezclar la 
bacteria acidoláctica de acuerdo con la presente invención, con un alimento, aditivo alimentario, pienso, 
complemento nutricional, complemento probiótico y/o ingrediente alimentario o para pienso (tal como un material de 
partida para un alimento). 25 
 
Preferentemente, un alimento como se describe en el presente documento, es un producto lácteo. Más 
preferentemente, un producto lácteo como se describe en el presente documento, es uno o más de: un yogur, un 
queso (tal como un requesón ácido, un queso duro, un queso semiduro, un queso fresco), un suero de mantequilla, 
una cuajada, una crema ácida, un kéfir, una bebida basada en suero fermentado, un kumis, una bebida láctea, una 30 
bebida de yogur, una leche fermentada, una crema madura, un queso, un queso fresco, una leche, un filtrado de 
producto lácteo, un queso procesado, un postre de crema, o leche para lactantes. 
 
Preferentemente, un alimento como se describe en el presente documento, es un producto alimentario fermentado. 
Más preferentemente, un alimento como se describe en el presente documento, es un producto lácteo fermentado – 35 
tal como una bebida láctea, una bebida de yogur, una leche fermentada, una crema madura, un queso, un queso 
fresco, un filtrado de producto lácteo, un queso procesado, un postre de crema, o leche para lactantes. 
 
Preferentemente, el producto lácteo de acuerdo con la invención comprende leche de origen animal y/o vegetal. 
 40 
Por leche se entiende que se refiere a la leche de origen animal, tal como de vaca, cabra, oveja, búfala, cebra, 
caballo, burra o camello, y similar. La leche puede estar en estado natural, puede ser leche reconstituida, leche 
descremada o leche complementada con compuestos necesarios para el crecimiento de las bacterias o para el 
procesamiento posterior de leche fermentada, tal como grasa, proteínas de un extracto de levadura, peptona y/o un 
tensioactivo, por ejemplo. El término leche también se aplica a lo que normalmente se denomina leche vegetal, es 45 
decir, extractos de soja de material vegetal, tal como plantas leguminosas (semilla de soja, guisante enano, lenteja y 
similar) o semillas de aceite (colza, semilla de soja, sésamo, algodón y similar), cuyos extractos contienen proteínas 
en solución o en suspensión coloidal, que se han tratado o de otra manera, que pueden coagularse mediante acción 
química, mediante fermentación ácida y/o con calor. Finalmente, la palabra leche también indica mezclas de leches 
animales y de leches vegetales. 50 
  
En una realización, el término “leche” significa leche UHT comercial complementada con leche en polvo 
semidescremada al 3 % (p/p), pasteurizada calentando durante 10 minutos +/- 1 minuto a 90 ºC +/- 0,2 ºC. 
 
En un aspecto adicional se proporciona un método para preparar un producto lácteo fermentado en el que dicho 55 
proceso comprende fermentar un sustrato lácteo en presencia de al menos la bacteria acidoláctica, el cultivo o el 
cultivo iniciador descritos en el presente documento. Preferentemente, el sustrato lácteo es leche. Preferentemente, 
el sustrato lácteo comprende elementos sólidos. Preferentemente, los elementos solidos comprenden o constan de 
frutos, productos de chocolate o cereales. 
 60 
SECUENCIA 
 
Para algunas realizaciones de la presente invención, se prefiere que la secuencia sea una secuencia de ácido 
nucleico de origen natural. 
 65 
La secuencia de ácido nucleico puede ser ADN o ARN de origen genómico, sintético o recombinante, por ejemplo, 
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ADNc. La secuencia de nucleótidos puede ser bicatenaria o monocatenaria ya sea representando la cadena en 
sentido o antisentido o combinaciones de las mismas. Las secuencias de ácido nucleico recombinantes pueden 
prepararse utilizando técnicas de ADN recombinante, como se describe en el presente documento. 
 
La secuencia de ácido nucleico y los ácidos nucleicos incluidos en la presente invención, pueden aislarse o 5 
purificarse sustancialmente. Por “aislarse” o “purificarse sustancialmente” se entiende que las moléculas de ácido 
nucleico, o fragmentos o variantes biológicamente activos, homólogos o derivados de los mismos, carecen 
sustancial o esencialmente de componentes que normalmente se encuentran asociados con el ácido nucleico en su 
estado natural. Dichos componentes incluyen otro material celular, medios de cultivo de producción recombinante y 
diversos productos químicos que se utilizan en la síntesis química de los ácidos nucleicos. 10 
 
Una secuencia de ácido nucleico “aislada” o un ácido nucleico “aislado” carece típicamente de secuencias de ácido 
nucleico que flanquean el ácido nucleico de interés en el ADN genómico del organismo del cual se obtuvo el ácido 
nucleico (tales como las secuencias codificantes presentes en los extremos 5’ o 3’). Sin embargo, la molécula puede 
incluir algunas bases o restos adicionales que no afecten negativamente a las características básicas de la 15 
composición. 
 
En un aspecto, se proporciona la secuencia de nucleótidos expuesta en SEQ ID N.º 19 o fragmento, variante, 
homólogo o derivado de la misma. 
  20 
En un aspecto adicional, se proporciona la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 o un homólogo de la misma con al 
menos 75 % de identidad con la misma. 
 
Adecuadamente, la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 o un homólogo de la misma tiene al menos 75 % de 
identidad con la misma, cuando se alinean los loci CRISPR de longitud completa. 25 
 
VARIANTES/HOMÓLOGOS/DERIVADOS/FRAGMENTOS 
 
La presente invención incluye el uso de variantes, homólogos, derivados y fragmentos de secuencias de ácido 
nucleico. 30 
 
El término “variante” se utiliza para referirse a una secuencia de nucleótidos de origen natural que difiere de una 
secuencia de tipo silvestre. 
 
El término “fragmento” indica que una secuencia de nucleótidos comprende una fracción de una secuencia de tipo 35 
silvestre. Puede comprender una o más secciones de secuencias contiguas largas o una pluralidad de secciones 
pequeñas. Preferentemente, la secuencia comprende al menos 50 %, más preferentemente al menos 65 %, más 
preferentemente al menos 80 %, más preferentemente al menos 85 %, más preferentemente al menos 90 %, más 
preferentemente al menos 95 %, más preferentemente al menos 96 %, más preferentemente al menos 97 %, más 
preferentemente al menos 98 %, más preferente al menos 99 % de la secuencia de tipo silvestre. 40 
 
Preferentemente, el fragmento conserva 50 %, más preferentemente 60 %, más preferentemente 70 %, más 
preferentemente 80 %, más preferentemente 85 %, más preferentemente 90 %, más preferentemente 95 %, más 
preferentemente 96 %, más preferentemente 97 %, más preferentemente 98 %, o más preferentemente 99 % de 
actividad de la secuencia de nucleótidos de tipo silvestre. 45 
 
El fragmento puede ser un fragmento funcional. 
 
Por un “fragmento funcional” de una molécula se entiende un fragmento que conserva o que posee sustancialmente 
la misma actividad biológica que la molécula intacta. En todos los casos, un fragmento funcional de una molécula 50 
conserva al menos 10 % y al menos aproximadamente 25 %, 50 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 
98 % o 99 % de la actividad biológica de la molécula intacta. 
 
El término “homólogo” significa una entidad que tiene una determinada homología con las secuencias de nucleótidos 
objeto. En este caso, el término “homología” puede equipararse con el de “identidad”. 55 
 
En el presente contexto, se pretende que una secuencia homóloga incluya una secuencia de nucleótidos, que pueda 
ser al menos 60, 70, 75, 85 o 90 % idéntica, preferentemente al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la 
secuencia objeto. Aunque la homología también puede considerarse en términos de similitud, en el contexto de la 
presente invención se prefiere expresar la homología en términos de identidad de secuencia. 60 
 
Las comparaciones de homología pueden realizarse visualmente, o lo que es más habitual, con programas de 
comparación de secuencias fácilmente disponibles. Estos programas informáticos disponibles en el comercio pueden 
calcular el % de homología entre dos o más secuencias. 
 65 
El % de homología puede calcularse sobre secuencias contiguas. Esto recibe el nombre de alineamiento “sin 
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huecos”. Típicamente, dichos alineamientos sin huecos se realizan solo sobre un número relativamente corto de 
restos. 
 
La mayoría de los métodos de comparación de secuencias se diseñan para producir alineamientos óptimos que 
tienen en cuenta posibles inserciones y deleciones sin penalizar indebidamente la puntación de homología total. Esto 5 
se consigue insertando “huecos” en el alineamiento de la secuencia para tratar de maximizar la homología local.  
 
Sin embargo, estos métodos más complejos asignan “penalizaciones por hueco” en cada hueco que aparece en el 
alineamiento. Típicamente se utilizan “costes de hueco afines” que imputan un coste relativamente alto por la 
existencia de un hueco y una penalización más pequeña por cada resto posterior en el hueco. Este es el sistema de 10 
puntuación de huecos que se utiliza más habitualmente. Las penalizaciones altas por hueco producirán por supuesto 
alineamientos optimizados con menor número de huecos. La mayoría de los programas de alineamiento permiten 
modificar las penalizaciones por hueco. Sin embargo, se prefiere el uso de valores por defecto cuando se utiliza 
dicho programa informático para realizar comparaciones de secuencias. Por ejemplo, cuando se utiliza el paquete 
informático GCG de Wisconsin Bestfit la penalización por defecto de hueco para las secuencias de aminoácidos es 15 
de -12 para un hueco y de -4 para cada extensión.  
 
Por lo tanto, el cálculo del % de homología máximo requiere en primer lugar la producción de un alineamiento 
óptimo, teniendo en cuenta las penalizaciones por hueco. Un programa informático adecuado para realizar dicho 
alineamiento es el paquete informático CGC de Wisconsin Bestfit (University of Wisconsin, U.S.A.; Devereux et al., 20 
1984, Nucleic Acids Research 12:387). Como ejemplos de otros programas informáticos que pueden realizar 
comparaciones de secuencias se incluyen, pero sin limitación, el paquete informático BLAST (véase, Ausubel et al., 
1999 ibid - capítulo 18), FASTA (Atschul et al., 1990, J. Mol. Biol., 403-410), la serie de herramientas de 
comparación GENEWORKS y CLUSTAL. Tanto BLAST como FASTA están disponibles para búsquedas fuera de 
línea y en línea (véase, Ausubel et al., 1999 ibid, págs. 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, se 25 
prefiere el uso del programa GCG de Bestfit. Una nueva herramienta, denominada secuencias BLAST 2 también se 
encuentra disponible para la comparación de secuencias de proteínas y de nucleótidos (véase, FEMS Microbiol Lett 
1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8). 
 
Aunque el % de homología final puede medirse en términos de identidad, el propio proceso de alineamiento no está 30 
típicamente basado en la comparación por pares del todo o nada. En su lugar, generalmente se utiliza una matriz de 
puntuación de similitud a escala que asigna puntuaciones a cada comparación por pares basándose en la similitud 
química o en la distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz normalmente utilizada es la matriz BLOSUM62 – la 
matriz por defecto de la serie de programas BLAST. Los programas GCG Wisconsin generalmente utilizan los 
valores por defecto públicos o una tabla de comparación de símbolos a medida, si se proporciona (véase manual del 35 
usuario para detalles adicionales). Para algunas aplicaciones, se prefiere utilizar valores por defecto públicos para el 
paquete informático CGC, o en el caso de otros programas informáticos, la matriz por defecto - tal como 
BLOSUM62. 
 
Una vez que el programa informático ha producido un alineamiento optimo, es posible calcular el % de homología, 40 
preferentemente el % de identidad de secuencia. El programa informático típicamente hace esto como parte de la 
comparación de secuencias y genera un resultado numérico. 
 
Las penalizaciones por hueco deben utilizarse cuando se determina la identidad de secuencia, utilizándose después 
preferentemente los siguientes parámetros: 45 
 

PARA BLAST  

APERTURA DE HUECO 0 

EXTENSIÓN DE HUECO 0 

 

PARA CLUSTAL ADN PROTEÍNA 
 

TAMAÑO DE PALABRA 2 1 Triple K 

PENALIZACIÓN POR HUECO 10 10  

EXTENSIÓN DE HUECO 0,1 0,1  

 
Las secuencias de nucleótidos pueden incluir en las mismas nucleótidos sintéticos o modificados. En la técnica se 
conocen diferentes tipos diversos de modificación en oligonucleótidos. Estos incluyen esqueletos de metilfosfonato y 50 
fosforotioato y/o la adición de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3’ y/o 5’ de la molécula. Para los fines 
de la presente invención, se entiende que las secuencias de nucleótidos pueden modificarse mediante cualquier 
método disponible en la técnica. Dichas modificaciones pueden realizarse para potenciar la actividad o la vida útil in 
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vivo de las secuencias de nucleótidos útiles en la presente invención. 
 
VECTOR 
 
La(s) secuencia(s) de nucleótidos descrita(s) en el presente documento puede(n) presentarse en un vector. La 5 
secuencia de nucleótidos puede estar unida operativamente a secuencias reguladoras, de tal manera que las 
secuencias reguladoras puedan proporcionar la expresión de la secuencia de nucleótidos a través de un organismo 
hospedador adecuado, es decir, el vector puede ser un vector de expresión. 
 
La frase "vector de expresión" significa una construcción con capacidad de expresión in vitro o in vivo. 10 
 
Preferentemente, el vector de expresión está incorporado en el genoma del organismo. El término “incorporado” 
preferentemente incluye la incorporación estable en el genoma. 
 
Los vectores pueden transformarse en una célula hospedadora adecuada, como se describe más adelante, para 15 
proporcionar la expresión de un polipéptido que tenga las propiedades específicas como se define en el presente 
documento. 
 
La elección del vector, por ejemplo, vector de plásmido, cósmido, virus o fago, a menudo dependerá de la célula 
hospedadora en la que vaya a introducirse. 20 
 
Los vectores pueden contener uno o más genes marcadores de selección – tal como un gen que confiere resistencia 
a antibióticos, por ejemplo, ampicilina, kanamicina, cloramfenicol o resistencia a tetraciclina. Como alternativa, la 
selección puede realizarse por cotransformación (como se describe en el documento WO91/17243). 
 25 
EL vector puede comprender adicionalmente una secuencia de nucleótidos que permite que el vector se replique en 
la célula hospedadora en cuestión. Son ejemplos de dichas secuencias los orígenes de replicación de los plásmidos 
pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMBI y pIJ702. 
 
CONSTRUCCIONES 30 
 
El término “construcción” - que es sinónimo de los términos “conjugado”, “casete” e “híbrido” - incluye una secuencia 
de nucleótidos directa o indirectamente unida a un promotor. Un ejemplo de una unión indirecta es el suministro de 
un grupo espaciador adecuado, tal como una secuencia intrón, tal como el intrón Shl1o el intrón ADH, de un 
intermedio del promotor y de la secuencia de nucleótidos de la presente invención. Esto mismo es cierto para el 35 
término “fusionado” en relación con la presente invención, que incluye la unión directa o indirecta. En algunos casos, 
los términos no incluyen la combinación natural de la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína normalmente 
asociada con el promotor del gen de tipo silvestre y cuando ambos están en su entorno natural. 
 
La construcción puede contener o expresar incluso un marcador, que permite la selección de la construcción 40 
genética.  
 
Para algunas aplicaciones, preferentemente la construcción comprende al menos una secuencia de nucleótidos 
unida operativamente a un promotor. 
 45 
CÉLULAS HOSPEDADORAS 
 
La expresión “célula hospedadora” incluye cualquier célula que comprenda una secuencia de nucleótidos, una 
construcción o un vector. 
 50 
Las células se seleccionarán para que sean compatibles con dicho vector y pueden ser, por ejemplo, células 
procariotas (por ejemplo, bacterianas), fúngicas, de levadura o vegetales. Preferentemente, las células 
hospedadoras son células no humanas. 
 
Son ejemplos de organismos hospedadores bacterianos adecuados las bacterias positivas gram negativas o las 55 
bacterias gram positivas.  
 
TÉCNICAS GENERALES DE METODOLOGÍA DE ADN RECOMBINANTE  
 
La presente invención emplea, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de bioquímica, biología 60 
molecular, microbiología y de ADN recombinante, que se incluyen en las habilidades de un experto habitual en la 
técnica. Dichas técnicas se explican en la bibliografía. Véase, por ejemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch, y T. Maniatis, 
1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edición, Books 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press; 
Ausubel, F. M. et al. (1995 and periodic supplements; Current Protocols in Molecular Biology, c. 9, 13 y 16, John 
Wiley & Sons, New York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing: Essential 65 
Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press; 
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y, D. M. J. Lilley and J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and Physical 
Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press. 
 
ASPECTOS ADICIONALES 
 5 
En un aspecto adicional, se proporciona una bacteria acidoláctica que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID 
N.º 20 o una variante, fragmento, homólogo o derivado de la misma, preferentemente, un homólogo de la misma con 
al menos 99 % de identidad con la misma. 
 
En un aspecto adicional, se proporciona una secuencia de nucleótidos que comprende la secuencia expuesta en 10 
SEQ ID N.º 20 o una variante, fragmento, homólogo o derivado de la misma, preferentemente, un homólogo de la 
misma con al menos 99 % de identidad con la misma. 
 
En un aspecto adicional, se proporciona un método para identificar una bacteria acidoláctica que comprende la etapa 
de explorar una bacteria para determinar la secuencia expuesta en SE ID N.º 20 o una variante, fragmento, 15 
homólogo o derivado de la misma, preferentemente, un homólogo de la misma con al menos 99 % de identidad con 
la misma. 
 
En un aspecto adicional, se proporciona un microorganismo, una cepa de Streptococcus thermophilus depositada 
según el tratado de Budapest por Danisco Deutschland Niebull GmbH, Buch-Johannsen Strasse.1, Niebull -D-25899, 20 
Alemania en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D 
- 38124 Braunschweig) con el número de depósito 18344 el 14 de junio del 2006 o un mutante o variante de la 
misma que tiene una o más de las características de la cepa de Streptococcus thermophilus depositada 
 
Adicionalmente, la invención se describirá ahora con Ejemplos con la intención de ayudar al experto habitual en la 25 
técnica a llevar a cabo la invención y de ningún modo pretender limitar el alcance de la misma. 
 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1 30 
 
Streptococcus thermophilus DSMZ-18344 es un acidificador rápido de la leche. 
 
La velocidad de acidificación de la leche durante el proceso de fermentación es de -0,0153 upH/min, en comparación 
con -0,0129 upH/min, -0,0167 upH/min y -0,0209 upH/min de Streptococcus thermophilus CNCM 1-2423, 35 
Streptococcus thermophilus CNCM I-2980 y Streptococcus thermophilus CNCM 1-2425, respectivamente. 
 
Ejemplo 2 
 
Streptococcus thermophilus DSMZ-18344 genera leche fermentada con una viscosidad superior. 40 
 
Las leches fermentadas recientes se producen a escala de laboratorio. La base láctea se compone de leche UHT 
comercial complementada con leche en polvo semidesnatada al 3 % (p/p). Después de mezclar, la base láctea se 
calienta durante 10 minutos +/- 1 minuto a 90 ºC +/- 0,2 ºC. Después, la base se enfría a 43 ºC +/- 1 ºC en un baño 
de agua regulado a 43 ºC +/- 1 ºC y la leche se despacha en vasos de laboratorio de vidrio de 125 ml.  45 
 
La leche se inocula con la bacteria a una proporción de 1E6-1E7 ufc/ml. La fermentación se realiza a 43 ºC +/- 1 ºC 
sin agitación y se detiene cuando el pH alcanza 4,6 +/- 0,05. En ese momento, la leche fermentada reciente se enfría 
rápidamente a 6 ºC +/-1 ºC en menos de 1 hora. Finalmente, los productos se almacenan a esta temperatura 
durante 28 días. 50 
 
Después de esta producción de leche fermentada la viscosidad se mide utilizando un viscosímetro de Brookfield. 
 
La viscosidad en la leche fermentada es de 68 Pa.s después de 14 días de almacenamiento a 6 ºC. 
 55 
Normalmente una cepa identificada como altamente texturizante genera leche fermentada con una viscosidad 
superior a 45 Pa.s, un límite elástico de Casson inferior a 12,0 Pa y un área tixotrópica inferior a 1.000 Pa/s. 
 
En la Tabla 1 se muestra una comparación de las propiedades reológicas de tres cepas texturizantes de S. 
thermophilus. 60 
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Ejemplo 3 
 
Análisis molecular de Streptococcus thermophilus DSMZ-18344 
 
El método EPSAD PCR-RFLP es un método molecular para establecer la estirpe genética entre cepas de S. 5 
thermophilus. 
 
El ADN genómico de Streptococcus thermophilus se purificó utilizando el kit de DNeasy Tissue (Qiagen). El ADN 
purificado se amplificó después por PCR con los siguientes parámetros: 
 10 

Composición de la mezcla de reacción de PCR (50 µl): 
 

- tampón para ADN polimerasa x1 
- MgCl2 2 mM 
- dNTP 200 µM de cada uno 15 
- ADN genómico de 100 a 500 ng 
- cebador EPSA632 (5'-AAATgAATTCAgAgCAAgCACTTg-3') 200 nM 
- cebador EPSD1064 (5'-gTCATgTCAACTTTATTAAggACg-3') 200 nM 
- ADN polimerasa 1,25 unidades 
- H2O csp 50 µl 20 

 
Parámetros de amplificación: 

 
- predesnaturalización a 94°C durante 1 minuto 
- 35 ciclos con desnaturalización a 94 °C durante 30 s, hibridación a 56°C durante 30 s, elongación a 72 °C 25 
durante 3 minutos 
- post-elongación a 72 °C durante 6 minutos. 

 
Después de la amplificación, el producto de la PCR se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %. El 
tamaño del producto de amplificación tiene un tamaño de aproximadamente 2,5 kb. 30 
 
El producto de la PCR se digirió después con dos enzimas de restricción, FokI y MnlI en las siguientes condiciones: 
 
- producto PCR de 15 a 30 µl  
- tampón 2 (New England Biolabs) x1 35 
- BSA (New England Biolabs) x1 
- Enzima FokI (New England Biolabs) 1 unidad 
- Enzima MnlI (New England Biolabs) 1 unidad 
- H2O csp 50 µl 
 40 
Incubación a 37°C durante 1 hora. 
El producto digerido se analizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 3 %. 
 
Aplicado a S. thermophilus DSMZ-18344, esta cepa se agrupa en un grupo genético conocido como CL0189. Esto 
se confirmó adicionalmente secuenciando la parte proximal de su operón eps (es decir, la región cromosómica diana 45 
con el método EPSAD). 
 
El perfil EPSAD PCR-RFLP de S. thermophilus DSMZ-18344 se muestra en la Figura 1. 
 
Referente a esta Figura, S. thermophilus DSMZ-18344 muestra estirpe genética con el perfil de S. thermophilus 50 
CNCM 1-2425 que es la cepa representativa del grupo genético CL0189. 
 
La parte distal del operón eps también se secuenció y se comparó con la disponible en la bibliografía. 
Inesperadamente, esta parte del operón eps de S. thermophilus DSMZ-18344 era distinta a la de la cepa S. 
thermophilus CNCM 1-2425. Sin embargo, es muy similar a la de S. thermophilus CNCM 1-2423 y a otras cepas 55 
dentro del grupo genético de S. thermophilus CNCM 1-2423 (en concreto CL0089 que también contiene S. 
thermophilus CNCM 1-2426 y S. thermophilus Sfi39 (entrada al Genbank AF373595). 
 
La organización esquemática de la parte distal del operón eps y las similitudes entre las cepas se muestran en la 
Figura 2. 60 
 
Los datos de secuencia de la parte distal del operón eps y los datos de agrupamiento EPSAD sugieren en conjunto 
que el operón eps de S. thermophilus DSMZ-18344 es un operón quimérico constituido por la parte proximal del 
operón que procede de S. thermophilus CNCM 1-2423 (o cepas relacionadas) y por la parte distal del operón que 
procede de S. thermophilus CNCM 1-2423 (o cepas relacionadas).  65 
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Esta característica inusual puede ser útil para desarrollar un método para detectar específicamente S. thermophilus 
DSMZ-18344 (o cepas relacionadas de otra S. thermophilus) como se describe en el presente documento. 
 
La cepa S. thermophilus CNCM 1-2423 es una de las cepas de acidificación rápida que presentan propiedades 
texturizantes de interés en leches fermentadas, mientras que S. thermophilus CNCM 1-2425, aun siendo una cepa 5 
de acidificación rápida, no tiene estas propiedades texturizantes interesantes. En S. thermophilus, la parte distal del 
operón eps contiene genes que codifican glucosiltransferasas. Se sabe que estas enzimas son responsables de la 
estructura de las unidades polisacarídicas que componen el exopolisacárido y se cree que la naturaleza de este 
exopolisacárido es al menos parcialmente responsable de las propiedades texturizantes de una cepa. Por lo tanto, la 
estructura quimérica del operón eps puede explicar sus prestaciones texturizantes. 10 
 
Ejemplo 4 
 
Secuencias Espaciadoras CRISPR de S. thermophilus DSMZ-18344 
 15 
Las secuencias espaciadoras en el locus CRISPR son características genéticas que son muy específicas en una 
cepa o en cepas relacionadas. 
 
Las secuencias espaciadoras del locus CRISPR 1 de S. thermophilus DSMZ-18344 se han secuenciado y 
comparado con las de S. thermophilus CNCM 1-2425, S. thermophilus CNCM 1-2423 y con otras secuencias 20 
espaciadoras. Las únicas similitudes se descubrieron con S. thermophilus CNRZ385 (número de acceso Genbank 
DQ072992) y CNCM I-2425 (y cepas relacionadas). De manera interesante, se identificaron las secuencias 
espaciadoras dentro de este locus CRISPR que tienen una organización diferente (5 espaciadores ausentes) y 1 
secuencia espaciadora adicional. 
 25 
El lisotipo de S. thermophilus DSMZ-18344 y las diferencias observadas entre el lisotipo de S. thermophilus DSMZ-
18344 y el de las cepas del genotipo CL0189 se muestran en la Tabla 2. 
 
Ejemplo 5 
 30 
S. thermophilus DSMZ-18344 es resistente a fagos 
 
Durante las 2 últimas décadas se ha recopilado una biblioteca de más de mil fagos virulentos para cepas industriales 
de S. thermophilus. Esta colección de fagos se estudió exhaustivamente y se estableció su espectro de hospedador. 
Esto permitió la identificación del conjunto representativo de 60 fagos de todos los espectros de hospedador 35 
identificados dentro de la colección de fagos. 
 
Cada uno de estos fagos representativos se ensayó en las cepas DSMZ18344, CNCM 1-2423 y CNCM 1-2425, 
como se describe en el presente documento. 
 40 
Se descubrió que CNCM 1-2423 era sensible a los fagos D4126 y D3215. Se descubrió que la cepa CNCM 1-2425 
era sensible al fago D4369. Por el contrario, la cepa DSMZ-18344 era resistente a todos los fagos representativos 
ensayados. 
 

TABLA 1 45 

Nombre de la cepa  Viscosidad (Pa.s)  Límite elástico de Casson (Pa)  Área tixotrópica (Pa/s) 

DSMZ-18344 68 6.48 627 

CNCMI-2425 28 14,43 21780 

CNCMI-2423 49 9,28 1035 

 
TABLA 2 

Cepa Genotipo 
Parte distal 
del operón 

eps 

Sensibilidad de 
CNCM 1-2425 a 

fagos 

Sensibilidad de 
CNCM 1-2423 a 

fagos 

Sensibilidad 
a otros fagos  Texturizante  

DSMZ-18344 CL0189 Tipo CNCM I- 
2423  No No No Sí 

CNCM I-2423 CL0089 Tipo CNCM I- 
2423  No Sí No Sí 
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Cepa Genotipo 
Parte distal 
del operón 

eps 

Sensibilidad de 
CNCM 1-2425 a 

fagos 

Sensibilidad de 
CNCM 1-2423 a 

fagos 

Sensibilidad 
a otros fagos  Texturizante  

CNCM I-2425 CL0189 Tipo CNCM I- 
2425  Sí No No No 

 
SECUENCIA (5’-3’) 
 

SEQ ID N.º 1 
Secuencia líder de la secuencia CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 5 
actatgtgggtataaaaacatcaaaatttcatttgag  
 
SEQ ID N.º 2 
Espaciador (1) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
aatatctacaggtcactacaaagctacgct 10 
 
SEQ ID N.º 3 
Espaciador (2) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
gttggggtgtgtttgtaacggcgtatgcta 
 15 
SEQ ID N.º 4 
Espaciador (3) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344  
tcaatcaggtgacggtgatgcttatattaa 
 
SEQ ID N.º 5 20 
Espaciador (4) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
catacatgatagtttgtcaacacttttgat 
 
SEQ ID N.º 6 
Espaciador (5) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 25 
 tcagcatttggtttacatgacccacgtctg 
 
SEQ ID N.º 7 
Espaciador (6) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
caatcaacaggtttgactgattataacggt 30 
 
SEQ ID N.º 8 
Espaciador (7) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
tagctacacatgaattttattacaatggtg 
 35 
SEQ ID N.º 9 
Espaciador (8) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
ccgttcttcaaacgttaaattccaaggtgt 
 
SEQ ID N.º 10 40 
Espaciador (9) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
gctgcgattatgacaatgctgtctgtaagg 
 
SEQ ID N.º 11 
Espaciador (10) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 45 
gaagaatttattaataaagatggttctgct 
 
SEQ ID N.º 12 
Espaciador (11) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
aggcagaaaagaagtattttggtaagtatg 50 
 
SEQ ID N.º 13 
Espaciador (12) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
aaatggtttatcgacaagaaaatgaagct 
 55 
SEQ ID N.º 14 
Espaciador (13) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
ccaaatttgcattatacaaaacgctccttc 
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SEQ ID N.º 15 
Espaciador (14) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
atcctaactgctttgctaactacatcatgg 
 
SEQ ID N.º 16 5 
Espaciador (15) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 
atcctaactgctttgctgactacatcatgg 
 
SEQ ID N.º 17 
Espaciador (16) de CRISPR1 de S. thermophilus DSMZ-18344 10 
taacaagataagattagtcgtcttctacat 
 
SEQ ID N.º 18 
Secuencia tráiler de la secuencia CRISPR1 de S. thermophilus de DSMZ-18344 
ttgattcaacataaaaagccagttcaattgaacttggcttt 15 
 
SEQ ID N.º 19 
Secuencia CRISPR1 de S. thermophilus de DSMZ-18344 

 
 20 

 
 
SEQ ID N.º 20 
Grupo génico EPS de S. thermophilus DSMZ-18344 

25 
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LISTADO DE SECUENCIAS 
 
<110> DANISCO A/S 
 
<120> BACTERIA 5 
 
<130> P025948WO 
 
<150> US 60/804.978 
<151> 16-06-2006 10 
 
<160> 24 
 
<170> PatentIn versión 3.4 
 15 
<210> 1 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 20 
<400> 1 
actatgtggg tataaaaaca tcaaaatttc atttgag  37 
 
<210> 2 
<211> 30 25 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 2 
aatatctaca ggtcactaca aagctacgct  30 30 
 
<210> 3 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 35 
 
<400> 3 
gttggggtgt gtttgtaacg gcgtatgcta  30 
 
<210> 4 40 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 4 45 
tcaatcaggt gacggtgatg cttatattaa  30 
 
<210> 5 
<211> 30 
<212> ADN 50 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 5 
catacatgat agtttgtcaa cacttttgat  30 
 55 
<210> 6 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 60 
<400> 6 
tcagcatttg gtttacatga cccacgtctg  30 
 
<210> 7 
<211> 30 65 
<212> ADN 
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<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 7 
caatcaacag gtttgactga ttataacggt  30 
 5 
<210> 8 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 10 
<400> 8 
tagctacaca tgaattttat tacaatggtg  30 
 
<210> 9 
<211> 30 15 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 9 
ccgttcttca aacgttaaat tccaaggtgt  30 20 
 
<210> 10 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 25 
 
<400> 10 
gctgcgatta tgacaatgct gtctgtaagg  30 
 
<210> 11 30 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 11 35 
gaagaattta ttaataaaga tggttctgct  30 
 
<210> 12 
<211> 30 
<212> ADN 40 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 12 
aggcagaaaa gaagtatttt ggtaagtatg  30 
 45 
<210> 13 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 50 
<400> 13 
aaatggttta tcgacaagaa aatgaagct  29 
 
<210> 14 
<211> 30 55 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 14 
ccaaatttgc attatacaaa acgctccttc  30 60 
 
<210> 15 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 65 

E07804917
12-01-2017ES 2 610 811 T3

 



33 

<400> 15 
atcctaactg ctttgctaac tacatcatgg  30 
 
<210> 16 
<211> 30 5 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 16 
atcctaactg ctttgctgac tacatcatgg  30 10 
 
<210> 17 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 15 
 
<400> 17 
taacaagata agattagtcg tcttctacat  30 
 
<210> 18 20 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 18 25 
ttgattcaac ataaaaagcc agttcaattg aacttggctt t  41 
 
<210> 19 
<211> 1169 
<212> ADN 30 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 19 
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<210> 20 
<211> 17387 
<212> ADN 5 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 20 
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<210> 21 
<211> 63 
<212> ADN 5 
<213> Streptococcus thermophilus 
 
<400> 21 
 

 10 
 
<210> 22 
<211> 41 
<212> ADN 
<213> Streptococcus thermophilus 15 
 
<400> 22 
ttgattcaac ataaaaagcc agttcaattg aacttggctt t  41 
 
<210> 23 20 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 
<400> 23 
aaatgaattc agagcaagca cttg  24 5 
 
<210> 24 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleotídico 
 
<400> 24 15 
gtcatgtcaa ctttattaag gacg  24 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Una bacteria acidoláctica de Streptococcus thermophilus de acidificación rápida que genera una viscosidad en la 
leche fermentada superior a 62 pascales-segundos (Pa.s) después de 14 días de almacenamiento a 6 ºC, en la que 
dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 o un homólogo de la misma con al menos 90 % 5 
de identidad con la misma, o un fragmento de SEQ ID N.º 19 que comprende al menos 90 % de la secuencia SEQ 
ID N.º 19 y en la que dicha bacteria comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 20 o un homólogo de la misma 
con al menos 99 % de identidad con la misma. 
 
2. La bacteria acidoláctica de acuerdo con la reivindicación 1, en la que dicha bacteria es resistente a fagos. 10 
 
3. La bacteria acidoláctica de acuerdo con la reivindicación 1 o reivindicación 2, en la que dicha Streptococcus 
thermophilus genera una viscosidad en la leche fermentada superior a 65 Pa.s después de 14 días de 
almacenamiento a 6 ºC. 
 15 
4. La bacteria acidoláctica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que dicha bacteria 
comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 20. 
 
5. Una cepa de Streptococcus thermophilus aislada depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el número de 20 
depósito 18344 el 14 de junio de 2006, o un mutante de la misma, en la que dicho mutante de la misma genera una 
viscosidad en la leche fermentada superior a 62 pascales-segundo (Pa.s) después de 14 días de almacenamiento a 
6 ºC. 
 
6. Una cepa de Streptococcus thermophilus aislada de acuerdo con la reivindicación 5, en la que el mutante de la 25 
misma comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 o un homólogo de la misma con al menos 90 % de 
identidad con la misma, o un fragmento de SEQ ID N.º 19 que comprende al menos 90 % de la secuencia de SEQ 
ID N.º 19. 
 
7. Una cepa de Streptococcus thermophilus aislada de acuerdo con la reivindicación 5, en la que dicho mutante de la 30 
misma comprende la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 20 o un homólogo de la misma con al menos 99 % de 
identidad con la misma. 
 
8. Un cultivo celular que comprende la bacteria acidoláctica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o 
la cepa de acuerdo con una o cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en el que dicho cultivo celular es un cultivo 35 
iniciador, un cultivo probiótico o un complemento dietético. 
 
9. Un cultivo celular de acuerdo con la reivindicación 8 en el que el cultivo iniciador es un cultivo mixto. 
 
10. Un cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-9, en el que el cultivo iniciador 40 
comprende una o más bacterias acidolácticas seleccionadas de las especies que consisten en Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y/o Bifidobacterium. 
 
11. Un cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7-9 en el que el cultivo iniciador es un 
cultivo iniciador deshidratado o un cultivo iniciador congelado.  45 
 
12. Un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico que comprende la 
bacteria acidoláctica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, la cepa de acuerdo con una cualquiera 
de las reivindicaciones 5-7, o el cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-11 y, 
preferentemente, en el que el alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento 50 
probiótico es un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico lácteo, 
cárnico o basado en cereales. 
 
13. Un método para preparar un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento 
probiótico que comprende la etapa de añadir la bacteria acidoláctica de acuerdo con cualquiera de las 55 
reivindicaciones 1 - 4, la cepa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o el cultivo celular de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 - 11, a dicho alimento, aditivo alimentario, pienso, 
complemento nutricional o complemento probiótico, y preferentemente en el que dicho alimento, aditivo alimentario, 
pienso, complemento nutricional o complemento probiótico comprende o consta de un alimento, aditivo alimentario, 
pienso, complemento nutricional o complemento probiótico fermentado, o comprende o consta de un alimento, 60 
aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico lácteo. 
 
14. Un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico obtenido o que 
puede obtenerse por el método de la reivindicación 13, en el que dicho alimento, aditivo alimentario, pienso, 
complemento nutricional o complemento probiótico comprende la bacteria acidoláctica de acuerdo con cualquiera de 65 
las reivindicaciones 1 - 4, la cepa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o el cultivo celular de 
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acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 - 11.  
 
15. El uso de la bacteria acidoláctica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, de la cepa de acuerdo 
con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o del cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 8 - 11 para la preparación de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o 5 
complemento probiótico. 
 
16. Un método para aumentar la viscosidad de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o 
complemento probiótico, que comprende la adición de la bacteria acidoláctica de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 - 4, de la cepa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o del cultivo celular de 10 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 - 11, a dicho alimento, aditivo alimentario, pienso, 
complemento nutricional o complemento probiótico. 
 
17. Un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico obtenido o que 
puede obtenerse por el método de la reivindicación 16, en el que dicho alimento, aditivo alimentario, pienso, 15 
complemento nutricional o complemento probiótico comprende la bacteria acidoláctica de acuerdo con cualquiera de 
las reivindicaciones 1 - 4, la cepa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o el cultivo celular de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 - 11. 
 
18. El uso de la bacteria de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, de la cepa de acuerdo con una 20 
cualquiera de las reivindicaciones 5 - 7, o del cultivo celular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 
- 11 para aumentar la viscosidad de un alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento 
probiótico. 
 
19. Un método de acuerdo con la reivindicación 16 o un uso de acuerdo con la reivindicación 18, en el que el 25 
alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico comprende o consta de un 
alimento, aditivo alimentario, pienso, complemento nutricional o complemento probiótico lácteo. 
 
20. Un método para identificar una bacteria perteneciente al género Streptococcus thermophilus que comprende una 
etapa de explorar la bacteria para determinar la secuencia expuesta en SEQ ID N.º 19 o un homólogo de la misma 30 
con al menos 90 % de identidad con la misma o un fragmento de SEQ ID N.º 19 que comprende al menos 90 % de 
la secuencia SEQ ID N.º 19, en el que la Streptococcus thermophilus es la misma que la cepa Streptococcus 
thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el número de depósito 18344 el 14 de junio de 2006, o es una 
Streptococcus thermophilus de acidificación rápida que genera una viscosidad en leche fermentada superior a 62 35 
Pascales-segundos (Pa.s) después de 14 días de almacenamiento a 6°C. 
 
21. Un método para identificar una bacteria perteneciente al género Streptococcus thermophilus que comprende la 
etapa de amplificar el locus CRISPR de una bacteria utilizando al menos un cebador oligonucleotídico directo y al 
menos uno inverso, en el que cada uno de los cebadores flanquea lados opuestos de uno o más espaciadores 40 
CRISPR que están ausentes en Streptococcus thermophilus DSMZ 18344, en el que la Streptococcus thermophilus 
es la mismo que la cepa de Streptococcus thermophilus depositada en la DSMZ (Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1 b, D - 38124 Braunschweig) con el número de 
depósito 18344 el 14 de junio de 2006, o es una bacteria acidoláctica Streptococcus thermophilus de acidificación 
rápida que genera una viscosidad en leche fermentada superior a 62 Pascales-segundos (Pa.s) después de 14 días 45 
de almacenamiento a 6°C. 
 
22. Un método de acuerdo con la reivindicación 21, en el que el cebador oligonucleotídico directo se hibrida con la 
SEQ ID N.º 1 y el cebador oligonucleotídico inverso se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 2, SEQ ID N.º 3, SEQ 
ID N.º 4, SEQ ID N.º 5, SEQ ID N.º 6, SEQ ID N.º 7, SEQ ID N.º 8, SEQ ID N.º 9, SEQ ID N.º 10, SEQ ID N.º 11, 50 
SEQ ID N.º 12, SEQ ID N.º 13, SEQ ID N.º 14, SEQ ID N.º 15, SEQ ID N.º 16 y/o SEQ ID N.º 17. 
 
23 Un método de acuerdo con la reivindicación 21, en el que el cebador oligonucleotídico directo se hibrida con 
cualquiera de SEQ ID N.º 2, SEQ ID N.º 3, SEQ ID N.º 4, SEQ ID N.º 5, SEQ ID N.º 6, SEQ ID N.º 7 y/o SEQ ID N.º 
8 y un cebador oligonucleotídico inverso se hibrida con cualquiera de SEQ ID N.º 9, SEQ ID N.º 10, SEQ ID N.º 11, 55 
SEQ ID N.º 12, SEQ ID N.º 13, SEQ ID N.º 14, SEQ ID N.º 15, SEQ ID N.º 16 y/o SEQ ID N.º 17. 
 
24. Un método de acuerdo con la reivindicación 21, en el que el cebador oligonucleotídico directo se hibrida con 
cualquiera de SEQ ID N.º 2, SEQ ID N.º 3, SEQ ID N.º 4, SEQ ID N.º 5, SEQ ID N.º 6, SEQ ID N.º 7 y/o SEQ ID N.º 
8 y el cebador oligonucleotídico inverso se hibrida con SEQ ID N.º 18. 60 
 
25. Un método de acuerdo con la reivindicación 21, en el que el cebador oligonucleotídico directo se hibrida con 
cualquiera de SEQ ID N.º 9, SEQ ID N.º 10, SEQ ID N.º 11, SEQ ID N.º 12, SEQ ID N.º 13, SEQ ID N.º 14, SEQ ID 
No. 15, SEQ ID N.º 16 y/o SEQ ID N.º 17 y el cebador oligonucleotídico inverso se hibrida con SEQ ID N.º 18. 
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