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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden una cepa bacteriana de Blautia hydrogenotrophica para su uso en el tratamiento de
infecciones bacterianas del tracto gastrointestinal

CAMPO TECNICO

Esta invencién se encuentra en el campo de las composiciones que comprenden cepas bacterianas
aisladas del tracto digestivo de mamiferos y el uso de tales composiciones en el tratamiento de enfermedades, como
se define en las reivindicaciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se cree que el intestino humano es estéril en el Utero, pero esta expuesto a una gran variedad de microbios
maternos y ambientales inmediatamente después del nacimiento. Después de eso, se produce un periodo dinamico
de colonizacion y sucesion microbiana, que esta influenciado por factores como el modo de administracion, el
entorno, la dieta y el genotipo del huésped, todos los cuales influyen en la composicion de la microbiota intestinal,
particularmente durante la vida temprana. Posteriormente, la microbiota se estabiliza y se vuelve del tipo adulto [i].
La microbiota intestinal humana contiene mas de 1500 filotipos diferentes dominados en niveles de abundancia por
éxito que surgen de la colonizacion bacteriana del intestino humano han producido una amplia variedad de funciones
metabdlicas, estructurales, protectoras y otras beneficiosas. Las actividades metabdlicas mejoradas del intestino
colonizado aseguran que los componentes de la dieta por lo demas no digeribles se degraden con la liberacion de
subproductos proporcionando una importante fuente de nutrientes para el huésped y beneficios adicionales para la
salud. De manera similar, la importancia inmunolégica de la microbiota intestinal es bien reconocida y se ejemplifica
en animales libres de gérmenes que tienen un sistema inmunitario deteriorado que se reconstituye funcionalmente
después de la introduccién de bacterias comensales [iv-vi].

Se han documentado cambios dramaticos en la composicion de la microbiota en trastornos
gastrointestinales como la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell). Por ejemplo, los niveles de la bacteria del grupo
XIVa de Clostridium y el grupo Xl de Clostridium (F. prausnitzij) se reducen en pacientes con Ell, mientras que los
numeros de E. coli aumentan, sugiriendo un cambio en el equilibrio de simbiontes y patobiontes dentro del intestino
[vii-xi].

En reconocimiento del efecto potencial positivo que ciertas cepas bacterianas pueden tener en el intestino
animal, se han propuesto varias cepas para su uso en el tratamiento de diversas enfermedades (ver, por ejemplo,
[xii-xv]). Se han propuesto una serie de cepas, que incluyen principalmente cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium,
para su uso en el tratamiento de varios trastornos intestinales (ver [xvi] para una revisién). Las cepas del género
Blautia también se han propuesto para su uso en la modulacién del equilibrio microbiano del ecosistema digestivo en
pacientes con Sl (WO 01/85187). Sin embargo, la relacion entre diferentes cepas bacterianas y diferentes
enfermedades, y los efectos precisos de las cepas bacterianas particulares en el intestino y a nivel sistémico y en
cualquier tipo particular de enfermedades, estan pobremente caracterizadas.

Hay un requisito para que los efectos potenciales de las bacterias intestinales se caractericen de tal manera
que se puedan desarrollar nuevas terapias que usen bacterias intestinales.

La US 2010/0247489 describe el uso de nutrientes minerales para tratar trastornos digestivos. La US'789
propone también, opcionalmente, usar numerosos géneros diferentes de bacterias, incluyendo Enterobacteriaceae,
para prevenir y reducir la formacién de gases en el colon, por lo que este documento sugiere que el aumento de
Enterobacteriaceae spp. en el tracto gastrointestinal pueden emplearse para tratar ciertas enfermedades. La US'789
no trata ningin método para reducir las Enterobacteriaceae spp.

La WO 2016/086206 sugiere que pueden usarse bacterias en el orden Clostridiales, incluyendo las
Enterbacteriaceace spp., para tratar o prevenir la disbiosis. No hay ninguna sugerencia en la WO'206 de que reducir
el nivel de Enterobacteriaceace spp. en el tracto gastrointestinal pueda usarse para tratar enfermedades, ni ninguna
sugerencia sobre como se podria conseguir una reduccion del nivel de Enterbacteriaceace spp.

La WO 2012/142605 propone que puede ser posible tratar una serie de enfermedades diferentes con una
combinacion de microorganismos. La WQO'605 sugiere un gran numero de posibles especies bacterianas que podrian
emplearse, pero no hay ninguna explicacion en la WO'605 sobre como podria usarse cualquiera de las especies
bacterianas propuestas para tratar cualquiera de las enfermedades propuestas.

SUMARIO DE LA INVENCION

Los inventores han desarrollado nuevas terapias para tratar y prevenir enfermedades asociadas con
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Enterobacteriaceae, en particular E. coli. En particular, los inventores han identificado que las cepas bacterianas del
género Blautia pueden ser eficaces para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal. Como se
describe en los ejemplos, la administracion oral de composiciones que comprenden Blautia hydrogenotrophica
puede reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, incluyendo E. coli, y puede tratar o prevenir
enfermedades asociadas con Enterobacteriaceae o E. coli. Por lo tanto, en una primera realizacién, la invencion
proporciona una composicion que comprende una cepa bacteriana del género Blautia hydrogenotrophica que tiene
una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 95% idéntica a la SEQ ID NO:5, para su uso en un método para
reducir el nivel de Enterobacteriaceae patogenas en el tracto gastrointestinal.

En realizaciones preferidas de todos los aspectos de la invencion, las Enterobacteriaceae son E. coli. La
cepa bacteriana es de Blautia hydrogenotrophica como se define en las reivindicaciones y es preferiblemente la
bacteria depositada con el nimero de acceso DSM 10507/14294.

En realizaciones preferidas, la invencion proporciona una composicion que comprende una cepa bacteriana
del género Blautia, para su uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad asociada con infeccion por
Enterobacteriaceae, como infeccion por E. coli, como se define en las reivindicaciones. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la invencidon son para su uso en el tratamiento o prevencion de diarrea, gastroenteritis, infeccion
del tracto urinario o meningitis neonatal. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso
en el tratamiento o prevencién de infeccidn por Enterobacteriaceae, como infeccién por E. col.

En realizaciones preferidas adicionales, las composiciones de la invenciéon, como se definen en las
reivindicaciones, son para su uso en la reduccion del nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal,
preferiblemente el nivel de E. coli, en el tratamiento o prevencién del Sll, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
dispepsia funcional, diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal.

Los inventores han desarrollado nuevas terapias para tratar y prevenir la diarrea. En particular, los
inventores han identificado que las cepas bacterianas del género Blautia pueden ser eficaces para reducir la diarrea.
Como se describe en los ejemplos, la administracion oral de composiciones que comprenden Blautia
hydrogenotrophica puede reducir la diarrea en pacientes que tienen sindrome de intestino irritable (SlI).

La cepa bacteriana en la composicion es de Blautia hydrogenotrophica. También se pueden usar cepas
estrechamente relacionadas, como las cepas bacterianas que tienen una secuencia de ARNr 16s que es por lo
menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o 99,9% idéntica a la secuencia ARNr 16s de la cepa bacteriana de
Blautia hydrogenotrophica. Preferiblemente, la cepa bacteriana tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo
menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o 99,9% idéntica a la SEQ ID NO:5. Lo mas preferible, la cepa
bacteriana en la composicion es la cepa de Blautia hydrogenotrophica depositada con el nimero de acceso DSM
10507/14294.

En ciertas realizaciones, la composicion de la invencion es para administracion oral. La administracion oral
de las cepas de la invencidon puede ser eficaz para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto
gastrointestinal. Ademas, la administracion oral es conveniente para los pacientes y los practicantes médicos, y
permite el suministro y/o la colonizacion parcial o total del intestino.

En ciertas realizaciones, la composicién de la invencién comprende uno o mas excipientes o portadores
farmacéuticamente aceptables.

En ciertas realizaciones, la composicion de la invencién comprende una cepa bacteriana que se ha
liofilizado. La liofilizaciéon es una técnica eficaz y conveniente para preparar composiciones estables que permiten el
suministro de bacterias, y se muestra que proporciona composiciones eficaces en los ejemplos.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona un producto alimenticio que comprende la composicion
como se ha descrito anteriormente.

La divulgacion proporciona una composicion de vacuna que comprende la composicion como se ha descrito
anteriormente.

Ademas, la invencién proporciona un método para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto
gastrointestinal y tratar o prevenir de este modo enfermedades asociadas con Enterobacteriaceae, que comprende
administrar una composicion que comprende una cepa bacteriana del género Blautia, como se define en las
reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Medicion de la poblacién de BH por qPCR, que muestra un aumento de BH en los dias 14 y 28
para ratas HMI con SlI que recibieron el liofilizado de BH.
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Figura 2: Estudio de dosificacion en ratas HIM - cuantificacion por RT-PCR de B. hydrogenotrophica en
muestras fecales de ratas HIM sanas que recibieron diferentes concentraciones de la especie bacteriana.

Figura 3: Tiempo de transito de B. hydrogenotrophica después de la administracion oral (10%dia) a ratas HIM
sanas.

Figura 4: Comparacion de los niveles de B. hydrogenotrophica encontrados en muestras fecales y cecales de
ratas HIM sanas (cuantificacion RT-PCR) después de 14 dias de administracion - B. hydrogenotrophica
administrada a 10'%dia/rata.

Figura 5: Efecto de la administracion de B. hydrogenotrophica sobre la composicion de la microbiota fecal de
ratas asociadas con microbiota humana sana. Administracion de 10'° B. hydrogenotrophica/dia durante 14
dias (resultados de 2 microbiota fecales humanas sanas (20 ratas HIM) - analisis de gPCR).

Figura 6: Impacto de /la administracion de B. hydrogenotrophica sobre las poblaciones microbianas en ratas
SlI-HIM.

Figura 7a: Cambio en los niveles de Blautia hydrogenotrophica en microbiota del paciente durante y después
del tratamiento con Blautix.

Figura 7b: Cambio en los niveles de Enterobacteriaceae en microbiota del paciente durante y después del
tratamiento con Blautix.

Figura 8: resultados de Cmax de la prueba de aliento de hidrégeno para el dia 1, dia 2, dia 15 y dia 16 para
pacientes con SlI tratados con Blautix (Figura 8a) y pacientes con Sll tratados con placebo (Figura 8b). La
Figura 8c es un grafico que compara el porcentaje de pacientes tratados con Blautix con una reduccion de
hidrogeno entre la media de los dias 15 y 16 y la media de los dias 1 y 2 con el porcentaje de pacientes
tratados con placebo con una reduccion de hidrogeno entre estos puntos temporales.

Figura 9a: Datos emparejados de la prueba de aliento no corregida con hidrégeno y corregida con hidrégeno
para el dia 1 y el dia 15 para pacientes con Sl tratados con Blautix; Figura 9b: grafico que compara los
resultados de la prueba de aliento no corregida con hidrégeno medios para el dia 1 y el dia 15 para el grupo
de tratamiento con Blautix; Figura 9c: grafico que compara los resultados de la prueba de aliento corregida
con hidrogeno medios para el dia 1 y el dia 15 para el grupo de tratamiento con Blautix.

Figura 10a: Datos emparejados de la prueba de aliento no corregida con hidrogeno y corregida con
hidrogeno para el dia 1 y el dia 15 para pacientes con Sl tratados con placebo; Figura 10b: grafico que
compara los resultados de la prueba de aliento no corregida con hidrégeno medios para el dia 1 y el dia 15
para el grupo de placebo; Figura 10c: grafico que compara los resultados de la prueba de aliento corregida
con hidrogeno medios para el dia 1 y el dia 15 para el grupo de placebo.

Figura 11: Graficos que comparan los resultados de la prueba de aliento de hidrégeno medios del dia 1y el
dia 15 para el grupo de tratamiento con Bautix (Verum) y el grupo de placebo (Figura 11a: hidrogeno no
corregido; Figura 11b: hidrégeno corregido).

Figura 12: Evaluacion de gPCR de la poblacion de B. hydrogenotrophica en muestras fecales de ratas SlI-
HMA tratadas o no con una composicion que comprende B.hydrogenotrophica (BlautiX) durante 28 dias.

Figura 13: Enumeracion de bacterias en muestras fecales de rata Sll HMA después de la administracion de
B. hydrogenotrophica (BlautiX) frente a solucién de control.

Figura 14: Cambios en los sintomas del paciente durante el periodo de dosificacion (dias 1-16) del ensayo
clinico de Fase I.

Figura 15 : Cambios en los sintomas del paciente durante el periodo de reposo del ensayo clinico de Fase I.
DIVULGACION DE LA INVENCION
Cepas bacterianas
Las composiciones de la invencion comprenden una cepa bacteriana del género Blautia hydrogenotrophica
que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 95% idéntica a la SEQ ID NO:5. Los ejemplos

demuestran que las bacterias de esta especie son Utiles para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto
gastrointestinal, en particular E. coli. Las cepas bacterianas son de la especie Blautia hydrogenotrophica. La mas

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 719 837 T3

preferida es la bacteria depositada con el nimero de acceso DSM 10507/14294.

Las especies de Blautia son bacterias no méviles de reaccién Gram positiva, que pueden ser o cocoides u
ovales y son todas anaerobios obligados que producen acido acético como el producto final principal de la
fermentacion de la glucosa [xvii]. La Blautia puede aislarse del intestino humano, aunque la B. producta se aislo de
una muestra de septicemia.

La Blautia hydrogenotrophica (anteriormente conocida como Ruminococcus hydrogenotrophicus) se ha
aislado de los intestinos de los mamiferos, es estrictamente anaerdbico, y metaboliza H2/CO, a acetato, que puede
ser importante para la nutricion y la salud humana. El tipo de cepa de Blautia hydrogenotrophica es S5a33 = DSM
10507 = JCM 14656. El numero de acceso de GenBank para la secuencia del gen ARNr 16S de la cepa de Blautia
hydrogenotrophica S5a36 es X95624.1 (divulgada en la presente como SEQ ID NO: 5). Esta cepa de Blautia
hydrogenotrophica ejemplar se describe en [xvii] y [xviii]. La cepa S5a33 y la cepa S5a36 corresponden a dos
subclones de una cepa aislada de una muestra fecal de un sujeto sano. Muestran morfologia, fisiologia y
metabolismo idénticos y tienen secuencias de ARNr 16S idénticas. Por tanto, en algunas realizaciones, la Blautia
hydrogenotrophica para su uso en la invencion tiene la secuencia ARNr 16S de la SEQ ID NO:5.

La bacteria Blautia hydrogenotrophica depositada con el nimero de acceso DSM 10507 y también con el
numero de acceso DSM 14294 se probd en los ejemplos y también es referida en la presente como cepa BH. La
cepa BH se depositdé en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen [Coleccién de microorganismos alemana]
(Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania) el 26 de enero de 1996 como "Ruminococcus
hydrogenotrophicus" con el niumero de acceso DSM 10507 y también con el numero de acceso DSM 14294 como
"S5a33" el 14 de mayo de 2001. El depositante fue el INRA Laboratoire de Microbiologie CR de Clermont-
Ferrand/Theix 63122 Saint Genes Champanelle, Francia. La propiedad de los depdsitos ha pasado a 4D Pharma Plc
mediante cesion.

También se espera que las cepas bacterianas estrechamente relacionadas con la cepa probada en los
ejemplos sean eficaces para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, en particular E. coll.
En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para su uso en la invencion tiene una secuencia de ARNr 16s que es por
lo menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o 99,9% idéntica a la secuencia de ARNr 16s de una cepa
bacteriana de Blautia Hydrogenotrophica. Preferiblemente, la cepa bacteriana para su uso en la invencion tiene una
secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o0 99,9% idéntica a la SEQ ID
NO:5.

También se espera que las cepas bacterianas que son biotipos de la bacteria depositada con el nimero de
acceso DSM 10507/14294 sean eficaces para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, en
particular E. coli. Un biotipo es una cepa estrechamente relacionada que tiene caracteristicas fisiologicas y
bioquimicas iguales o muy similares.

Las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el nimero de acceso DSM 10507/14294 y que
son adecuadas para su uso en la invencién pueden identificarse secuenciando otras secuencias de nucleétidos para
una bacteria depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294. Por ejemplo, se puede secuenciar
sustancialmente el completo genoma y una cepa de biotipo para su uso en la invenciéon puede tener por lo menos un
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o0 99,9% de identidad de secuencia en por lo menos un 80% de su genoma
completo (por ejemplo, en por lo menos el 85%, 90%, 95% o 99%, o en todo su genoma). Por ejemplo, en algunas
realizaciones, una cepa de biotipo tiene por lo menos un 98% de identidad de secuencia en por lo menos un 98% de
su genoma o por lo menos un 99% de identidad de secuencia en un 99% de su genoma. Otras secuencias
adecuadas para su uso en la identificacion de cepas de biotipo pueden incluir hsp60 o secuencias repetitivas como
BOX, ERIC, (GTG)s o REP o [xx]. Las cepas de biotipo pueden tener secuencias con por lo menos el 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5% o 99,9% de identidad de secuencia con la secuencia correspondiente de una bacteria
depositada con el nimero de acceso DSM 10507/14294. En algunas realizaciones, una cepa de biotipo tiene una
secuencia con por lo menos un 97%, 98%, 99%, 99,5% o 99,9% de identidad de secuencia con la secuencia
correspondiente de la cepa de Blautia hydrogenotrophica depositada como DSM 10507/14294 y comprende una
secuencia de ARNr 16S eso es por lo menos un 99% idéntica (por ejemplo, por lo menos el 99,5% o por lo menos el
99,9% idéntica) a la SEQ ID NO:5. En algunas realizaciones, una cepa de biotipo tiene una secuencia con por lo
menos un 97%, 98%, 99%, 99,5% o 99,9% de identidad de secuencia con la secuencia correspondiente de la cepa
de Blautia hydrogenotrophica depositada como DSM 10507/14294 y tiene la secuencia ARNr 16S de la SEQ ID
NO:5.

Alternativamente, las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el nimero de acceso DSM
10507/14294 y que son adecuadas para su uso en la invencion pueden identificarse usando el depdsito del nimero
de acceso DSM 10507/14294 y analisis de fragmentos de restriccion y/o analisis de PCR, por ejemplo, usando
polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados fluorescentes (FAFLP) e identificacion de elementos de ADN
repetitivos (rep)-PCR, o realizacion de perfiles de proteinas, o secuenciacion de ADNr 16S o 23s parcial. En
realizaciones preferidas, tales técnicas pueden usarse para identificar otras cepas de Blautia hydrogenotrophica.
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En ciertas realizaciones, las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el nimero de acceso
DSM 10507/14294 y que son adecuadas para su uso en la invencidon son cepas que proporcionan el mismo patron
que una bacteria depositada con el nimero de acceso DSM 10507/14294 cuando se analizan por analisis de
restriccion de ADN ribosémico amplificado (ARDRA), por ejemplo, cuando se usa la enzima de restriccion Sau3Al
(para métodos ejemplares y orientacion, ver, por ejemplo, [xxi]). Alternativamente, las cepas de biotipo se identifican
como cepas que tienen los mismos patrones de fermentacién de carbohidratos que una bacteria depositada con el
numero de acceso DSM 10507/14294.

Otras cepas de Blautia que son Utiles en las composiciones y métodos de la invencién, como los biotipos de
una bacteria depositada con el nimero de acceso DSM 10507/14294, pueden identificarse usando cualquier método
o estrategia apropiada, incluyendo los ensayos descritos en los ejemplos. Por ejemplo, las cepas para su uso en la
invencion pueden identificarse cultivando bacterias y administrandolas a ratas para probarlas en el ensayo de
distension. En particular, las cepas bacterianas que tienen patrones de crecimiento, tipo metabdlico y/o antigenos de
superficie similares a una bacteria depositada con el nUmero de acceso DSM 10507/14294 pueden ser Utiles en la
invencion. Una cepa util tendra una actividad moduladora de la microbiota comparable a la cepa DSM 10507/14294.
En particular, una cepa de biotipo provocara efectos comparables en Enterobacteriaceae a los efectos mostrados en
los ejemplos, que pueden identificarse usando los protocolos de cultivo y administracion descritos en los Ejemplos.

Una cepa particularmente preferida de la invencion es la cepa de Blautia hydrogenotrophica depositada con
el nimero de acceso DSM 10507/14294. Esta es la cepa de BH ejemplar probada en los ejemplos y que demostré
ser eficaz para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, en particular E. coli. Por lo tanto, la
invencion proporciona una célula, tal como una célula aislada, de la cepa de Blautia hydrogenotrophica depositada
con el numero de acceso DSM 10507/14294, o un derivado de la misma, para su uso en terapia, en particular para
las enfermedades descritas en la presente.

Un derivado de la cepa depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294 puede ser una cepa hija
(progenie) o una cepa cultivada (subclonada) de la original. Un derivado de una cepa de la invencion puede
modificarse, por ejemplo, a nivel genético, sin eliminar la actividad biologica. En particular, una cepa derivada de la
invencion es terapéuticamente activa. Una cepa derivada tendra una actividad moduladora de la microbiota
comparable a la cepa DSM 10507/14294 original. En particular, una cepa derivada provocara efectos comparables
sobre las Enterobacteriaceae a los efectos mostrados en los Ejemplos, que pueden identificarse usando los
protocolos de cultivo y administracion descritos en los Ejemplos. Un derivado de la cepa DSM 10507/14294 sera
generalmente un biotipo de la cepa DSM 10507/14294.

Las referencias a las células de la cepa Blautia hydrogenotrophica depositada con el nimero de acceso
DSM 10507/14294 abarcan cualquier célula que tenga las mismas caracteristicas de seguridad y eficacia terapéutica
que las cepas depositadas con el nimero de acceso DSM 10507/14294, y tales células estan abarcadas por la
invencion.

En realizaciones preferidas, las cepas bacterianas en las composiciones de la invenciéon son viables y
capaces de colonizar parcial o totalmente el intestino.

Usos terapéuticos

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para uso en la reduccion del nivel de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal. Los niveles aumentados de Enterobacteriaceae en el tracto
gastrointestinal estan asociados con numerosas afecciones y enfermedades patoldgicas, y los ejemplos demuestran
que las composiciones de la invencion pueden ser eficaces para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto
gastrointestinal.

En realizaciones preferidas de todos los aspectos de la invencion, las Enterobacteriaceae son E. coli. Por lo
tanto, preferiblemente las composiciones de la invencién son para su uso en la reduccion del nivel de E. coli en el
tracto gastrointestinal.

En ciertas realizaciones, las Enterobacteriaceae son una cepa patdégena, como E. coli O157:H7, O104:H4,
0121, 026, 0103, 0111, 0145, O104:H21 0 O104:H4.

En realizaciones alternativas, las Enterobacteriaceae son una cepa comensal o no patégena. Los niveles
aumentados de tales Enterobacteriaceae pueden contribuir a afecciones como el Sl y la enfermedad de Crohn, y los
ejemplos demuestran que las composiciones de la invencion pueden tener un efecto reductor sobre las
Enterobacteriaceae en el contexto del SlI.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en el tratamiento o prevencién
de una enfermedad asociada con infeccién por Enterobacteriaceae, como infeccién por E. coli. En ciertas
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realizaciones, las composiciones de la invencidon son para su uso en el tratamiento o prevencion de diarrea,
gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal. En tales realizaciones, las Enterobacteriaceae
pueden ser una cepa patégena.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en el tratamiento o prevencién
de una enfermedad asociada con niveles aumentados de Enterobacteriaceae, como E. coli. En ciertas realizaciones,
las composiciones de la invencién son para su uso en el tratamiento o prevencién de diarrea, gastroenteritis,
infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal. En tales realizaciones, las Enterobacteriaceae pueden ser una
cepa comensal o no patégena.

En algunas realizaciones, la patogénesis de la enfermedad o afeccion afecta al intestino. En algunas
realizaciones, la patogénesis de la enfermedad o afeccidon no afecta al intestino. En algunas realizaciones, la
patogénesis de la enfermedad o afeccidon no esta localizada en el intestino. En algunas realizaciones, el tratamiento
o la prevencion tienen lugar en un sitio distinto del intestino. En algunas realizaciones, el tratamiento o la prevencion
tienen lugar en el intestino y también en un sitio distinto del intestino. En ciertas realizaciones, la enfermedad o
afeccion es sistémica.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en el tratamiento o prevenciéon
de la infeccidn por Enterobacteriaceae, como infeccion por E. coli. En realizaciones preferidas, las composiciones de
la invencion son para su uso en el tratamiento o prevencién de infeccion del tracto gastrointestinal, y en particular el
ciego. En tales realizaciones, las Enterobacteriaceae pueden ser una cepa patégena.

En algunas realizaciones, el nivel de Enterobacteriaceae se reduce en las heces en el sujeto. En algunas
realizaciones, el nivel de Enterobacteriaceae se reduce en una muestra de heces del sujeto. En algunas
realizaciones, el nivel de Enterobacteriaceae se reduce en el intestino distal del sujeto. En algunas realizaciones, el
nivel de Enterobacteriaceae se reduce en el ciego. En algunas realizaciones, el nivel de Enterobacteriaceae se
reduce en el colon. En algunas realizaciones, el nivel de Enterobacteriaceae se reduce en el recto. En algunas
realizaciones, el nivel de Enterobacteriaceae se reduce en el intestino delgado.

En realizaciones preferidas, la invencion proporciona una composicion que comprende una cepa bacteriana
del género Blautia hydrogenotrophica que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 95% idéntica a
la SEQ ID NO:5, para su uso en el tratamiento de infecciones causadas por Enterobacteriaceae patégenas.

En realizaciones preferidas, la invencion proporciona una composicion que comprende una cepa bacteriana
del género Blautia hydrogenotrophica que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 95% idéntica a
la SEQ ID NO:5, para su uso en el tratamiento de la infeccién por E. coli.

En realizaciones preferidas, las composiciones de la invencién son para su uso en la reduccién del nivel de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, preferiblemente el nivel de E. coli, en el tratamiento o prevencion de
una enfermedad asociada con niveles aumentados de Enterobacteriaceae, tales como Sll, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, dispepsia funcional, diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal. Se
sabe que las Enterobacteriaceae, y en particular E. coli, son desencadenantes potenciales, o se sabe que
exacerban, la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa [xxii-xxiv], por lo que el efecto mostrado en los ejemplos
para las composiciones de la invencién puede ser beneficioso en el tratamiento de estas afecciones.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion son para su uso en el tratamiento o prevencion
de Sll, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional, diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto
urinario o meningitis neonatal reduciendo el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal.

En realizaciones preferidas, las composiciones de la invencién comprenden la bacteria depositada con el
numero de acceso DSM 10507/14294 y son para su uso en la reduccion del nivel de Enterobacteriaceae en el tracto
gastrointestinal en el tratamiento de la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional, o mas
preferiblemente Sll. En realizaciones adicionales preferidas, las composiciones de la invencién comprenden la
bacteria depositada con el niumero de acceso DSM 10507/14294 y son para su uso en el tratamiento o la prevencion
de la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional o, lo mas preferible, Sll reduciendo el nivel de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal.

En ciertas realizaciones, la composicién se administra en combinacién con un antibiético como una
fluoroquinolona, azitromicina, ciprofloxacina o rifaximina. En ciertas realizaciones, la composiciéon se administra en
combinacion con un tratamiento de deshidratacién como una solucién de rehidratacién oral. La composicion de la
invencion puede administrarse al mismo tiempo que el tratamiento con antibidtico o de deshidrataciéon, o
secuencialmente con el tratamiento con antibidtico o de deshidratacion.

En ciertas realizaciones, las composiciones son para su uso en pacientes que muestran, o se espera que
muestren, niveles aumentados de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, por ejemplo, cuando se comparan
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con un sujeto sano, o una poblacion de sujetos sanos.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en un método para tratar,
prevenir o reducir la colonizacién del tracto gastrointestinal por Enterobacteriaceae.

En algunas realizaciones, la composicion de la invencion es para su uso en un método para reducir el nivel
de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal en un sujeto que tiene un nivel aumentado de hidrogeno en su
aliento en relacion con un sujeto sano. En algunas realizaciones, la composicién de la invencion es para uso en la
reduccion del nivel de hidrogeno en el aliento de un sujeto que muestra o se espera que muestre un nivel aumentado
de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal. El sujeto es preferiblemente un sujeto diagnosticado con SlI,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional, diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o
meningitis neonatal y/o una infeccidon provocada por Enterobacteriaceae patdgenas, por ejemplo, E. coli Los
ejemplos muestran que el tratamiento con una composicion de la invencion reduce el nivel de hidrogeno detectado
en las pruebas de aliento de hidrogeno. Por consiguiente, los niveles de hidrogeno se evaltan preferiblemente
usando una prueba de aliento de hidrégeno. La prueba de aliento de hidrégeno es bien conocida en la técnica y, por
lo tanto, los expertos sabran cémo realizar dicha prueba. En algunas realizaciones, al paciente se le administra
lactulosa como el sustrato para la prueba.

La prueba de aliento de hidrégeno también es una herramienta util para monitorizar la eficacia o la eficacia
probable de reducir el nivel de Enterobacteriaceae y de tratamiento o prevencion usando una composiciéon de la
invencion. Por ejemplo, una reduccion en el nivel de hidrégeno detectado en el aliento de un sujeto después del
tratamiento con una composicién de la invenciéon puede indicar que el tratamiento tiene un efecto reductor,
terapéutico o preventivo. Por consiguiente, en algunas realizaciones, los métodos y usos de la invencion
comprenden ademas monitorizar el nivel de hidrégeno en el aliento de un sujeto durante y/o después del tratamiento
con una composicion de la invencion y, por lo tanto, evaluar la eficacia o la eficacia probable de reduccion,
tratamiento o prevencion. Por ejemplo, los niveles de hidrégeno se pueden monitorizar una o mas veces (por
ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas de 4), por ejemplo, incluso antes del tratamiento, al comienzo del tratamiento, durante el
tratamiento, al final del tratamiento y/o después del tratamiento, como se desee. En algunas realizaciones, el nivel de
hidrogeno en el aliento del sujeto al final y/o después del periodo de dosificacion (durante el que se administra la
composicion al sujeto) se compara con el nivel al comienzo y/o antes del periodo de dosificacion y una reduccién en
el nivel indica la eficacia o eficacia probable de la reduccion, tratamiento o prevencion. Por ejemplo, en realizaciones
en las que el periodo de dosificacion es de 16 dias, puede ser deseable tomar mediciones en el dia 1 y el dia 16, o
por ejemplo en el dia 1, el dia 2, el dia 15 y el dia 16. En algunas realizaciones, se toman varias mediciones y se
obtiene la media de esas mediciones (por ejemplo, la media del dia 1 y el dia 2 y la media del dia 15 y el dia 16). En
algunas realizaciones, una reduccion de por lo menos 40 ppm en el Cmax de nivel de hidrogeno indica que la
reduccion, tratamiento o prevencion es eficaz o probable que sea eficaz. En algunas realizaciones, el nivel de
hidrogeno en el aliento del sujeto se mide solo una vez, por ejemplo, al final o después del tratamiento, y el
descubrimiento de que el nivel esta en o cerca de un nivel predeterminado es indicativo de que la reduccion, el
tratamiento o la prevencion es probable que haya sido eficaz. La prueba de aliento de hidrégeno es un ensayo
estandar y por tanto los niveles predeterminados se conocen en la técnica se conocen.

El tratamiento o la prevencion pueden referirse, por ejemplo, a un alivio de la gravedad de los sintomas o
una reduccion en la frecuencia de las exacerbaciones o el rango de desencadenantes que son un problema para el
paciente.

Los niveles de Enterobacteriaceae pueden detectarse en las heces de un paciente, usando técnicas
estandar, como las técnicas de gPCR usadas en los ejemplos.

Modos de administracion

Preferiblemente, las composiciones de la invencion han de administrarse al tracto gastrointestinal para
permitir el suministro y/o la colonizacién parcial o total del intestino con la cepa bacteriana de la invencion.
Generalmente, las composiciones de la invencién se administran por via oral, pero pueden administrarse por via
rectal, intranasal o bucal o sublingual.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion pueden administrarse como una espuma, como
un espray o un gel.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion pueden administrarse como un supositorio,
como un supositorio rectal, por ejemplo, en forma de un aceite de teobroma (manteca de cacao), grasa dura sintética
(por ejemplo, suppocire, witepsol), glicero-gelatina, polietilenglicol, o composicién de jabén de glicerina.

En ciertas realizaciones, la composicion de la invencion se administra al tracto gastrointestinal a través de

un tubo, como un tubo nasogastrico, tubo orogastrico, tubo gastrico, tubo de yeyunostomia (tubo J), gastrostomia
endoscopica percutanea (PEG), o un puerto como un puerto de pared toracica que proporciona acceso al estémago,
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yeyuno Yy otros puertos de acceso adecuados.

Las composiciones de la invencion pueden administrarse una vez, o pueden administrarse secuencialmente
como parte de un régimen de tratamiento. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion han de
administrarse diariamente. Los ejemplos demuestran que la administracion diaria proporciona colonizacién con éxito
y beneficios clinicos.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién se administran regularmente, como diariamente,
cada dos dias o semanalmente, durante un periodo de tiempo prolongado, como durante por lo menos una semana,
dos semanas, un mes, dos meses, seis meses., 0 un afio. Los ejemplos demuestran que la administracion de BH
puede no dar como resultado una colonizacién permanente de los intestinos, por lo que la administracion regular
durante periodos de tiempo prolongados puede proporcionar mayores beneficios terapéuticos.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencion se administran durante 7 dias, 14 dias, 16
dias, 21 dias o 28 dias o no mas de 7 dias, 14 dias, 16 dias, 21 dias o 28 dias. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, las composiciones de la invencion se administran durante 16 dias.

En ciertas realizaciones de la invencion, el tratamiento de acuerdo con la invenciéon se acomparia de una
evaluacion de la microbiota intestinal del paciente. El tratamiento puede repetirse si no se logra el suministro de y/o
la colonizacién parcial o total con la cepa de la invencién, de tal manera que no se observa eficacia, o el tratamiento
puede cesar si el suministro y/o la colonizacion parcial o total tienen éxito y se observa eficacia.

En ciertas realizaciones, la composiciéon de la invencidon puede administrarse a un animal gestante, por
ejemplo, un mamifero como un humano para prevenir niveles elevados de desarrollo de Enterobacteriaceae en su
hijo en el Utero y/o después de que nazca.

Las composiciones de la invencion pueden administrarse a un paciente al que se la han diagnosticado
niveles elevados de Enterobacteriaceae o una enfermedad o afeccion asociada con niveles elevados de
Enterobacteriaceae, o que se ha identificado como que tiene riesgo de niveles elevados de Enterobacteriaceae. Las
composiciones también pueden administrarse como una medida profilactica para prevenir el desarrollo de niveles
elevados de Enterobacteriaceae en un paciente sano.

Las composiciones de la invencion pueden administrarse a un paciente que se ha identificado que tiene una
microbiota intestinal anormal. Por ejemplo, el paciente puede tener una colonizacion reducida o ausente por parte de
Blautia, y en particular Blautia hydrogenotrophica, Blautia stercoris o Blautia wexlerae.

Las composiciones de la invencién pueden administrarse como un producto alimenticio, como un
suplemento nutricional.

Generalmente, las composiciones de la invencién son para el tratamiento de seres humanos, aunque
pueden usarse para tratar animales incluyendo mamiferos monogastricos como aves de corral, cerdos, gatos,
perros, caballos o conejos. Las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para mejorar el crecimiento y el
rendimiento de los animales. Si se administra a animales, se puede usar alimentacién forzada oral.

En algunas realizaciones, el sujeto al que se va a administrar la composicion es un humano adulto. En
algunas realizaciones, el sujeto al que se va a administrar la composicion es un nifio humano.

Composiciones

Generalmente, la composicion de la invencién comprende bacterias como se define en las reivindicaciones.
En realizaciones preferidas de la invencién, la composicion se formula en forma secada por congelacion. Por
ejemplo, la composicion de la invencion puede comprender granulos o capsulas de gelatina, por ejemplo capsulas
de gelatina dura, que comprenden una cepa bacteriana de la invencion.

Preferiblemente, la composicion de la invencién comprende bacterias liofilizadas. La liofilizacion de
bacterias es un procedimiento bien establecido y la orientacién relevante esta disponible, por ejemplo, en las
referencias [xxv-xxvii]. Los ejemplos demuestran que las composiciones de liofilizado son particularmente eficaces.

Alternativamente, la composicién de la invencion puede comprender un cultivo bacteriano activo vivo. Los
ejemplos demuestran que los cultivos de las bacterias de la invencion son terapéuticamente eficaces.

En algunas realizaciones, la cepa bacteriana en la composiciéon de la invencién no se ha inactivado, por
ejemplo, no se ha inactivado por calor. En algunas realizaciones, la cepa bacteriana en la composicion de la
invencion no se ha matado, por ejemplo, no se ha matado por calor. En algunas realizaciones, la cepa bacteriana en
la composicién de la invenciéon no se ha atenuado, por ejemplo, no se ha atenuado por calor. Por ejemplo, en

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 719 837 T3

algunas realizaciones, la cepa bacteriana en la composiciéon de la invencion no se ha matado, inactivado y/o
atenuado. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la cepa bacteriana en la composicion de la invencion esta viva. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, la cepa bacteriana en la composicion de la invencion es viable. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, la cepa bacteriana en la composicion de la invencién es capaz de colonizar parcial o
totalmente el intestino. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la cepa bacteriana en la composicion de la invencion
es viable y capaz de colonizar parcial o totalmente el intestino.

En algunas realizaciones, la composicion comprende una mezcla de cepas bacterianas vivas y cepas
bacterianas que se han matado.

En realizaciones preferidas, la composicién de la invencion se encapsula para permitir el suministro de la
cepa bacteriana al intestino. La encapsulacién protege a la composicion de la degradacion hasta el suministro en la
localizacion deseada mediante, por ejemplo, la ruptura con estimulos quimicos o fisicos, como la presion, la
actividad enzimatica o la disgregacion fisica, que pueden desencadenarse por cambios en el pH. Se puede usar
cualquier método de encapsulaciéon apropiado. Las técnicas de encapsulacion ejemplares incluyen atrapamiento
dentro de una matriz porosa, unién o adsorcion en superficies de portadores sélidos, auto-agregacion por floculacion
0 con agentes de reticulacion, y contencion mecanica detras de una membrana microporosa o una microcapsula. La
orientacion sobre la encapsulacion que puede ser Util para preparar composiciones de la invencion esta disponible,
por ejemplo, en las referencias [xxviii-xxix].

La composicién puede administrarse por via oral y puede estar en forma de un comprimido, capsula o
polvo. Se prefieren los productos encapsulados porque las Blautia son anaerobias. Pueden incluirse otros
ingredientes (como la vitamina C, por ejemplo), como captadores de oxigeno y sustratos prebidticos para mejorar el
suministro y/o la colonizacién parcial o total y la supervivencia in vivo. Alternativamente, la composicion probiotica de
la invencion puede administrarse por via oral como un producto alimenticio o nutricional, como un producto lacteo
fermentado a base de leche o suero de leche, 0 como un producto farmacéutico.

La composicion puede formularse como un probidtico.

Una composicion de la invencion incluye una cantidad terapéuticamente eficaz de una cepa bacteriana de
la invencion. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una cepa bacteriana es suficiente para ejercer un efecto
beneficioso sobre un paciente. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una cepa bacteriana puede ser suficiente
para dar como resultado el suministro y/o la colonizacién parcial o total del intestino del paciente.

Una dosis diaria adecuada de la bacteria, por ejemplo para un humano adulto, puede ser de
aproximadamente 1 x 10% a aproximadamente 1 x 10'"! unidades formadoras de colonias (UFC); por ejemplo, de
aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 1 x 10" UFC; en otro ejemplo, de aproximadamente 1 x 108 a
aproximadamente 1 x 10'° UFC; en otro ejemplo, de aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 1 x 10'" UFC; en
otro ejemplo, de aproximadamente 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10'° UFC; en otro ejemplo, de aproximadamente
1 x 108 a aproximadamente 1 x 10"" UFC.

En ciertas realizaciones, la dosis de la bacteria es por lo menos de 10° células por dia, como por lo menos
109, por lo menos 10", o por lo menos 102 células por dia.

En ciertas realizaciones, la composicion contiene la cepa bacteriana en una cantidad de aproximadamente
1 x 10% a aproximadamente 1 x 10" UFC/g, con respecto al peso de la composicion; por ejemplo, de
aproximadamente 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10'° UFC/g. La dosis puede ser, por ejemplo, 1g,3g,5gy 10 g.

Tipicamente, un probioético, como la composiciéon de la invencién, se combina opcionalmente con por lo
menos un compuesto prebidtico adecuado. Un compuesto prebidtico es generalmente un carbohidrato no digerible,
como un oligo- o polisacarido, o un alcohol de azucar, que no se degrada ni se absorbe en el tracto digestivo
superior. Los prebidticos conocidos incluyen productos comerciales como inulina y transgalacto-oligosacaridos.

En ciertas realizaciones, la composicion probidtica de la presente invencion incluye un compuesto
prebiotico en una cantidad de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 30% en peso, con respecto al peso total
de la composiciéon (por ejemplo, del 5 al 20% en peso). Los carbohidratos pueden seleccionarse del grupo que
consiste de: fructo- oligosacaridos (o FOS), fructo-oligosacaridos de cadena corta, inulina, isomalt-oligosacaridos,
pectinas, xilo-oligosacaridos (o XOS), quitosan-oligosacaridos (o COS), beta -glucanos, almidones modificados y
resistentes de goma arabiga, polidextrosa, D-tagatosa, fibras de acacia, algarroba, avena vy fibras de citricos. En un
aspecto, los prebidticos son los fructo-oligosacaridos de cadena corta (por simplicidad mostrados en la presente a
continuacion como FOSs-c.c); tales FOSs-c.c no son carbohidratos digeribles, obtenidos generalmente mediante la
conversion de la azucar de remolacha y que incluyen una molécula de sacarosa a la que se unen tres moléculas de
glucosa.

Las composiciones de la invencidon pueden comprender excipientes o portadores farmacéuticamente
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aceptables. Ejemplos de tales excipientes adecuados se pueden encontrar en la referencia [xxx]. Los portadores o
diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica y se describen, por
ejemplo, en la referencia [xxxi]. Los ejemplos de portadores adecuados incluyen lactosa, almidon, glucosa,
metilcelulosa, estearato de magnesio, manitol, sorbitol y similares. Los ejemplos de diluyentes adecuados incluyen
etanol, glicerol y agua. La eleccion del portador, excipiente o diluyente farmacéutico puede seleccionarse con
respecto a la via de administracion prevista y la practica farmacéutica estandar. Las composiciones farmacéuticas
pueden comprender como, o ademas del portador, excipiente o diluyente, cualquier aglutinante(s), lubricante(s),
agente(s) de suspension, agente(s) de recubrimiento, agente(s) de solubilizacion. Los ejemplos de aglutinantes
adecuados incluyen almiddn, gelatina, azucares naturales como glucosa, lactosa anhidra, lactosa de flujo libre, beta-
lactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas como acacia, tragacanto o alginato de sodio,
carboximetilcelulosa y polietilenglicol. Los ejemplos de lubricantes adecuados incluyen oleato de sodio, estearato de
sodio, estearato de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio y similares. En la composicion
farmacéutica se pueden proporcionar conservantes, estabilizantes, colorantes e incluso agentes aromatizantes. Los
ejemplos de conservantes incluyen benzoato de sodio, acido sérbico, cisteina y ésteres de acido p-hidroxibenzoico,
por ejemplo, en algunas realizaciones el conservante se selecciona de benzoato de sodio, acido sérbico y ésteres de
acido p-hidroxibenzoico. También pueden usarse antioxidantes y agentes de suspension. Un ejemplo adicional de un
portador adecuado es la sacarosa. Un ejemplo adicional de un conservante es la cisteina.

Las composiciones de la invencién pueden formularse como un producto alimenticio. Por ejemplo, un
producto alimenticio puede proporcionar un beneficio nutricional ademas del efecto terapéutico de la invencion, tal
como en un suplemento nutricional. De manera similar, un producto alimenticio puede formularse para mejorar el
sabor de la composicién de la invencién o para hacer que la composicién sea mas atractiva para consumir al ser
mas similar a un articulo alimenticio comun, en lugar de a una composicion farmacéutica. En ciertas realizaciones, la
composicion de la invenciéon se formula como un producto a base de leche. El término "producto a base de leche"
significa cualquier producto a base de leche o suero de leche liquido o semisdlido que tenga un contenido de grasa
variable. El producto a base de leche puede ser, por ejemplo, leche de vaca, leche de cabra, leche de oveja, leche
desnatada, leche entera, leche recombinada a partir de leche en polvo y suero de leche sin ningln procesamiento, o
un producto procesado, como yogur, leche cuajada, cuajada, leche agria, leche entera agria, leche de mantequilla y
otros productos de leche agria. Otro grupo importante incluye las bebidas lacteas, como las bebidas de suero de
leche, las leches fermentadas, las leches condensadas, las leches para bebés o nifios; leches con sabores, helados;
alimentos que contienen leche como los dulces.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencién, como se define en las reivindicaciones,
comprenden una o mas cepas bacterianas del género Blautia y no contienen bacterias de ningin otro género, o que
comprenden solo cantidades minimas o biolégicamente irrelevantes de bacterias de otro género.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencidon, como se definen en las reivindicaciones,
contienen una Unica cepa o especie bacteriana y no contienen ninguna otra cepa o especie bacteriana. Tales
composiciones pueden comprender solo cantidades minimas o biolégicamente irrelevantes de otras cepas o
especies bacterianas. Tales composiciones pueden ser un cultivo que esta sustancialmente libre de otras especies
de organismos. En algunas realizaciones, tales composiciones pueden ser un liofilizado que esta sustancialmente
libre de otras especies de organismos.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencidon, como se definen en las reivindicaciones,
comprenden una o mas cepas bacterianas del género Blautia, por ejemplo, una Blautia hydrogenotrophica, y no
contienen ningun otro género bacteriano, o que comprenden solo cantidades minimas o bioldgicamente irrelevantes
de bacterias de otro género. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion comprenden Blautia
hydrogenotrophica, y no contienen ninguna otra especie bacteriana, o comprenden solo cantidades minimas o
bioldgicamente irrelevantes de bacterias de otra especie. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion
comprenden una Unica cepa de Blautia hydrogenotrophica, y no contienen ninguna otra cepa o especie bacteriana, o
comprenden solo cantidades minimas o biolégicamente irrelevantes de bacterias de otra cepa o especie.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencion comprenden mas de una cepa o especie
bacteriana. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las composiciones de la invencién comprenden mas de una cepa
de la misma especie (por ejemplo, mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 o 45 cepas) v,
opcionalmente, no contienen bacterias de ninguna otra especie. En algunas realizaciones, las composiciones de la
invencion comprenden menos de 50 cepas de la misma especie (por ejemplo, menos de 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15,
12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 0 3 cepas), y, opcionalmente, no contienen bacterias de ninguna otra especie. En algunas
realizaciones, las composiciones de la invenciéon comprenden 1-40, 1-30, 1-20, 1-19, 1-18, 1-15, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7,
1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15, 16-25, o0 31-50 cepas de la misma especie
y, opcionalmente, no contienen bacterias de ninguna otra especie. En algunas realizaciones, las composiciones de la
invencion comprenden mas de una especie dentro del mismo género (por ejemplo, mas de 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
12, 15, 17, 20, 23, 25, 30, 35 o 40 especies), y, opcionalmente, no contienen bacterias de ningun otro género. En
algunas realizaciones, las composiciones de la invencion comprenden menos de 50 especies dentro del mismo
género (por ejemplo, menos de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12, 10, 8, 7, 6, 5, 4 o 3 especies), y, opcionalmente, no
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contienen bacterias de ningun otro género. En algunas realizaciones, las composiciones de la invencién comprenden
1-50, 1-40, 1-30, 1-20, 1-15, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30,
6- 15, 16-25, o 31-50 especies dentro del mismo género y, opcionalmente, no contienen bacterias de ningun otro
género. La invenciéon comprende cualquier combinacion de lo anterior.

En algunas realizaciones, la composicién comprende un consorcio microbiano. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la composicion comprende la cepa bacteriana Blautia hydrogenotrophica como se define en las
reivindicaciones como parte de un consorcio microbiano. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la cepa bacteriana
de Blautia hydrogenotrophica esta presente en combinacion con una o mas (por ejemplo, por lo menos 2, 3, 4, 5, 10,
15 o 20) otras cepas bacterianas de otros géneros con las que puede vivir simbiéticamente /n vivo en el intestino.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, la composicién comprende una cepa bacteriana de Blautia hydroneotrophica
en combinacion con una cepa bacteriana de un género diferente. En algunas realizaciones, el consorcio microbiano
comprende dos 0 mas cepas bacterianas obtenidas de una muestra de heces de un solo organismo, por ejemplo, un
humano. En algunas realizaciones, el consorcio microbiano no se encuentra junto en la naturaleza. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, el consorcio microbiano comprende cepas bacterianas obtenidas de muestras de heces de
por lo menos dos organismos diferentes. En algunas realizaciones, los dos organismos diferentes son de la misma
especie, por ejemplo, dos humanos diferentes. En algunas realizaciones, los dos organismos diferentes son un
humano infante y un humano adulto. En algunas realizaciones, los dos organismos diferentes son un mamifero
humano y uno no humano.

En algunas realizaciones, la composicion de la invencién comprende adicionalmente una cepa bacteriana
que tiene las mismas caracteristicas de seguridad y eficacia terapéutica que la cepa de Blautia hydrogenotrophica
depositada con el nimero de acceso DSM 10507/14294, pero que no es la cepa de Blautia hydrogenotrophica
depositada con el nimero de acceso DSM 10507/14294, o que no es una Blautia hydrogenotrophica o que no es
una Blautia.

En algunas realizaciones en las que la composicion de la invencion comprende mas de una cepa, especie o
género bacteriano, las cepas, especies o géneros bacterianos individuales pueden ser para administracion
separada, simultanea o secuencial. Por ejemplo, la composicion puede comprender la totalidad de mas de una cepa,
especie o género bacteriano, o las cepas, especies 0 géneros bacterianos pueden almacenarse por separado y
administrarse por separado, simultanea o secuencialmente. En algunas realizaciones, las mas de una cepa, especie
0 género bacteriano se almacenan por separado, pero se mezclan entre si antes del uso.

En algunas realizaciones, la cepa bacteriana para su uso en la invencién se obtiene de heces humanas
adultas. En algunas realizaciones en las que la composicion de la invencion comprende mas de una cepa
bacteriana, todas las cepas bacterianas se obtienen de heces humanas adultas o si hay otras cepas bacterianas,
estan presentes solo en cantidades minimas. Las bacterias pueden haberse cultivado después de obtenerse de
heces adultas humanas y usarse en una composicion de la invencion.

En algunas realizaciones, la una o mas cepas bacterianas de Blautia es/son el Unico agente(s)
terapéuticamente activo en una composicion de la invencion. En algunas realizaciones, la(s) cepa(s) bacteriana(s)
en la composicion es/son el Unico agente(s) terapéuticamente activo en una composicion de la invencion.

Las composiciones para su uso de acuerdo con la invencidén pueden o no requerir aprobaciéon de
comercializacion.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la composicion farmacéutica anterior, en la que dicha
cepa bacteriana se liofiliza. En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la composicién farmacéutica anterior,
en la que dicha cepa bacteriana se seca por pulverizacion. En ciertas realizaciones, la invenciéon proporciona la
composicion farmacéutica anterior, en la que la cepa bacteriana se liofiliza o se seca por pulverizacién y en la que
esta viva. En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior, en la que la cepa
bacteriana se liofiliza o se seca por pulverizacién y en la que es viable. En ciertas realizaciones, la invencion
proporciona la composicion farmacéutica anterior, en la que la cepa bacteriana se liofiliza o se seca por pulverizaciéon
y en la que es capaz de colonizar parcial o totalmente el intestino. En ciertas realizaciones, la invencion proporciona
la composicion farmacéutica anterior, en la que la cepa bacteriana se liofiliza o se seca por pulverizacion y en la que
es viable y capaz de colonizar parcial o totalmente el intestino

En algunos casos, la cepa bacteriana liofilizada o secada por pulverizacion se reconstituye antes de la
administracion. En algunos casos, la reconstitucion es mediante el uso de un diluyente descrito en la presente.

Las composiciones de la invencién pueden comprender excipientes, diluyentes o portadores
farmacéuticamente aceptables.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende: una cepa
bacteriana como se define en las reivindicaciones; y un excipiente, portador o diluyente farmacéuticamente
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aceptable; en la que la cepa bacteriana esta en una cantidad suficiente para reducir los niveles de
Enterobacteriaceae y/o tratar un trastorno asociado con niveles elevados de Enterobacteriaceae cuando se
administra a un sujeto con necesidad de ello; y en donde el trastorno esta asociado con niveles elevados de
Enterobacteriaceae, como la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional o, mas preferiblemente, Sl
o diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior, en donde la
cantidad de la cepa bacteriana es de aproximadamente 1 x 10% a aproximadamente 1 x 10"" unidades formadoras
de colonias por gramo con respecto a un peso de la composicion.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior, en donde la
composicion se administra a una dosisde 1g,3g,5go010g.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composiciéon farmacéutica anterior, en donde la
composicion se administra mediante un método seleccionado del grupo que consiste de oral, rectal, subcutaneo,
nasal, bucal y sublingual.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicion farmacéutica anterior, que comprende un
portador seleccionado del grupo que consiste de lactosa, almidon, glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio,
manitol y sorbitol.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la composicion farmacéutica anterior, que comprende un
diluyente seleccionado del grupo que consiste de etanol, glicerol y agua.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior, que comprende un
excipiente seleccionado del grupo que consiste de almidoén, gelatina, glucosa, lactosa anhidra, lactosa de flujo libre,
beta-lactosa, edulcorante de maiz, acacia, tragacanto, alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol, oleato
de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio y cloruro de sodio.

En ciertas realizaciones, la invenciéon proporciona la composicién farmacéutica anterior, que comprende
ademas por lo menos uno de un conservante, un antioxidante y un estabilizante.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior, que comprende un
conservante seleccionado del grupo que consiste de benzoato de sodio, acido sorbico y ésteres de acido p-
hidroxibenzoico.

En ciertas realizaciones, se proporciona la composicion farmacéutica de la invencién, en donde la
composicion no comprende ningdn mineral, 0 mas especificamente, no comprende ningun metal con un nimero
atomico mayor que 33, por ejemplo, en donde la composicidon no comprende ninglin mineral del grupo que consiste
de selenio, molibdeno, tungsteno, compuestos de selenio, compuestos de molibdeno y compuestos de tungsteno.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la composicion farmacéutica anterior, en la que dicha
cepa bacteriana esta liofilizada.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la composicion farmacéutica anterior, en donde cuando la
composicion se almacena en un recipiente sellado a aproximadamente 4° C o aproximadamente 25° C y el recipiente
se coloca en una atmédsfera que tiene un 50% de humedad relativa, por lo menos el 80% de la cepa bacteriana
medida en unidades formadoras de colonias, permanece después de un periodo de por lo menos aproximadamente
1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afo, 1,5 anos, 2 anos, 2,5 afios o 3 afos.

En algunas realizaciones, la composicion de la invencién se proporciona en un recipiente sellado que
comprende una composicion como se describe en la presente. En algunas realizaciones, el recipiente sellado es una
bolsita o una botella. En algunas realizaciones, la composicién de la invencion se proporciona en una jeringuilla que
comprende una composicién como se describe en la presente.

La composicion de la presente invencion puede, en algunas realizaciones, proporcionarse como una
formulacién farmacéutica. Por ejemplo, la composicién puede proporcionarse como un comprimido o capsula. En
algunas realizaciones, la capsula es una capsula de gelatina ("gel-cap").

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencion se administran por via oral. La administracion
oral puede involucrar tragar, de tal manera que el compuesto se introduzca en el tracto gastrointestinal y/o la
administracion bucal, lingual o sublingual por medio de la cual el compuesto se introduce en el torrente sanguineo
directamente desde la boca.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para administracion oral incluyen tapones solidos,
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microparticulas solidas, semisdlidos y liquidos (incluyendo sistemas de multiples fases o dispersos) como
comprimidos; capsulas blandas o duras que contienen multi- o nanoparticulas, liquidos (por ejemplo, soluciones
acuosas), emulsiones o polvos; grageas (incluyendo las rellenas de liquido); goma de mascar; geles; formas de
dosificacion de dispersion rapida; peliculas; évulos; esprais y parches bucales/mucoadhesivos.

En algunas realizaciones, la formulacion farmacéutica es una formulacion entérica, es decir, una
formulacién gastro-resistente (por ejemplo, resistente al pH gastrico) que es adecuada para el suministro de la
composicion de la invencion al intestino mediante administracién oral. Las formulaciones entéricas pueden ser
particularmente Utiles cuando la bacteria u otro componente de la composicién es sensible al acido, por ejemplo,
propenso a la degradacion en condiciones gastricas.

En algunas realizaciones, la formulaciéon entérica comprende un recubrimiento entérico. En algunas
realizaciones, la formulacién es una forma de dosificacion con recubrimiento entérico. Por ejemplo, la formulacion
puede ser un comprimido con recubrimiento entérico o una capsula con recubrimiento entérico, o similar. El
recubrimiento entérico puede ser un recubrimiento entérico convencional, por ejemplo, un recubrimiento
convencional para un comprimido, capsula o similar para administracion oral. La formulaciéon puede comprender un
recubrimiento de pelicula, por ejemplo, una capa de pelicula delgada de un polimero entérico, por ejemplo, un
polimero insoluble en acido.

En algunas realizaciones, la formulacién entérica es intrinsecamente entérica, por ejemplo, gastro-
resistente sin la necesidad de un recubrimiento entérico. Por tanto, en algunas realizaciones, la formulacién es una
formulacién entérica que no comprende un recubrimiento entérico. En algunas realizaciones, la formulacion es una
capsula hecha de un material termo-gelificante. En algunas realizaciones, el material termo-gelificante es un material
celulésico, como metilcelulosa, hidroximetilcelulosa o hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). En algunas realizaciones, la
capsula comprende una cascara que no contiene ningun polimero formador de pelicula. En algunas realizaciones, la
capsula comprende una cascara y la cascara comprende hidroxipropilmetilcelulosa y no comprende ningun polimero
formador de pelicula (por ejemplo, ver [xxxii]). En algunas realizaciones, la formulacion es una capsula
intrinsecamente entérica (por ejemplo, Vcaps® de Capsugel).

En algunas realizaciones, la formulacién es una capsula blanda. Las capsulas blandas son capsulas que,
debido a las adiciones de ablandadores, como, por ejemplo, glicerol, sorbitol, maltitol y polietilenglicoles, presentes
en la cascara de la capsula, tienen una cierta elasticidad y suavidad. Las capsulas blandas pueden producirse, por
ejemplo, a base de gelatina o almidon. Las capsulas blandas a base de gelatina estan disponibles comercialmente
de varios proveedores. Dependiendo del método de administracién, como por ejemplo, por via oral o rectal, las
capsulas blandas pueden tener varias formas, pueden ser, por ejemplo, redondas, ovaladas, oblongas o en forma de
torpedo. Las capsulas blandas pueden producirse mediante procesos convencionales, como, por ejemplo, el proceso
de Scherer, el proceso de Accogel o el proceso de gotitas o soplado.

Métodos de cultivo

Las cepas bacterianas para su uso en la presente invenciéon pueden cultivarse usando técnicas de
microbiologia estandar como se detalla, por ejemplo, en las referencias [xxxiii-xxxv].

El medio sdlido o liquido usado para el cultivo puede ser, por ejemplo, agar YCFA o medio YCFA. El medio
YCFA puede incluir (por 100 ml, valores aproximados): Casitona (1,0 g), extracto de levadura (0,25 g), NaHCO3 (0,4
g), cisteina (0,1 g), K2HPO4 (0,045 g), KH2PO4 (0,045 g), NaCl (0,09 g), (NH4).SO4 (0,09 g), MgSO4 - 7H0 (0,009
g), CaCl; (0,009 g), resazurina (0,1 mg), hemina (1 mg), biotina (1 pg), cobalamina (1 pg), acido p-aminobenzoico (3
Mg), acido félico (5 pg) y piridoxamina (15 pg).

General

La puesta en practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos
convencionales de quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia, dentro de los conocimientos
de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la literatura. Ver, por ejemplo, referencias [xxxvi- xliii],
efc.

El término "comprende" abarca "incluye" asi como "consiste", por ejemplo una composicién "que
comprende” X puede consistir exclusivamente de X o puede incluir algo adicional, por ejemplo X + Y.

El término "aproximadamente" en relacion con un valor numérico x es opcional y significa, por ejemplo, x +
10%.

La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente”, por ejemplo, una composicién que esta

"sustancialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra
"sustancialmente" puede omitirse de la definicion de la invencion.
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Las referencias a un porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de nucleétidos significa
que, cuando se alinean, ese porcentaje de nucledtidos es el mismo en la comparacion de las dos secuencias. Esta
alineacion y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia pueden determinarse usando programas de
software conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en la seccion 7.7.18 de la ref. [xliv]. Una alineacion
preferida se determina por el algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman usando una busqueda de
huecos afines con una penalizacién de apertura de hueco de 12 y una penalizaciéon de extensién de hueco de 2, una
matriz BLOSUM de 62. El algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman se divulga en la ref. [xIv].

A menos que se indique especificamente, un proceso o método que comprende numerosos pasos puede
comprender pasos adicionales al principio o al final del método, o puede comprender pasos intermedios adicionales.
Ademas, los pasos pueden combinarse, omitirse o realizarse en un orden alternativo, si es apropiado.

En la presente se describen varias realizaciones de la invencién. Se apreciara que las caracteristicas
especificadas en cada realizacién pueden combinarse con otras caracteristicas especificadas, para proporcionar
realizaciones adicionales. En particular, las realizaciones resaltadas en la presente como adecuadas, tipicas o
preferidas pueden combinarse entre si (excepto cuando sean mutuamente excluyentes).
MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION
Ejemplo 1 - Administracién de inéculos bacterianos en ratas que albergan microbiota intestinal de Sii
Resumen

Las ratas se inocularon con la microbiota fecal de un sujeto con SIl humano. A las ratas se les administro

luego composiciones que comprenden cepas bacterianas de acuerdo con la invencién y se analizé la colonizacion
por Blautia hydrogenotrophica.

Cepa
Cepa de Blautia hydrogenotrophica (BH) DSM 10507/14294.

Composiciones y administracion.

Liofilizado de BH: administrado por alimentacién forzada oral
Solucién de control administrada por alimentacion forzada oral.

Ratas
Inoculadas con microbiota intestinal humana de un sujeto con SlI.

Diserio del estudio

Dia -14 - ratas inoculadas con microbiota intestinal humana de un sujeto con SlI
Dias 0 a 28 - dosis diaria de liofilizado de BH, o solucion de control
Dias 0, 14 y 28 - qPCR de la poblacién de BH en muestras fecales

Resultados

La Figura 1 presenta los resultados de un analisis de qPCR de la poblacion de BH en muestras fecales de
ratas a las que se administré una solucion de control (Sll) o liofilizado de BH (SIl + BH). Se observd un aumento en
la poblaciéon de BH en los dias 14 y 28 en ratas que recibieron el liofilizado de BH, lo que confirma la colonizacion
con éxito.

Conclusiones

La administracion de composiciones que comprenden Blautia hydrogenotrophica llevo a una colonizacion
con éxito.

Ejemplo 2 - administracion de liofilizado bacteriano a ratas sanas y efecto sobre Enterobacteriaceae
Se estudiaron los efectos de la administracion de un liofilizado de la cepa de Blautia hydrogenotrophica
(BH) DSM 10507/14294 en ratas HIM sanas y los resultados se informan en las Figuras 2-5. Detalles adicionales

sobre los experimentos se proporcionan mas arriba en las descripciones de las figuras. La Figura 2muestra que una
dosis apropiada para BH en ratas es de 10° células por dia 0 mas. La figura 3 muestra que en estos experimentos
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BH no coloniz6 permanentemente el tracto digestivo de la rata. La figura 4 muestra que la BH se encuentra
principalmente en el ciego. Sorprendentemente, la Figura 5muestra que la administracion de BH induce una
reduccion estadisticamente significativa de Enterobacteriaceae en heces de rata como se detecta por gPCR.

Ejemplo 3 - Administracion de liofilizado bacteriano en un modelo de rata de SlI

Se investigaron mas a fondo los efectos de la administracion de un liofilizado de la cepa de Blautia
hydrogenotrophica (BH) DSM 10507/14294 sobre un modelo de rata con Sll. Se inocul6 a ratas libres de gérmenes
con muestras fecales de pacientes de C-SlI (con estrefiimiento) o con U-SII (sin alterar). Los resultados se informan
en la Figura 6 y detalles adicionales sobre los experimentos se proporcionan mas arriba en las descripciones de las
figuras. La Figura 6 confirma que la administracion del liofilizado de BH provoca una reduccion estadisticamente
significativa en las Enterobacteriaceae, que es principalmente E. coli. Como era de esperar, también se observa un
aumento en BH.

Ejemplo 4 -Comparacion de Blautia hydrogenotrophica de la microbiota de los pacientes

Se realiz6 un ensayo clinico de Fase | en el que se administré Blautia hydrogenotrophica("Blautix", cepa
depositada con el nimero de acceso DSM 10507/14294) a pacientes humanos con sindrome de intestino irritable
(SI). A los pacientes se les administré Blautix durante un periodo de dosificacion (dias 1-16), siendo el periodo de
reposo siendo el dia 19-23. Se encontré el Blautix tanto seguro como bien tolerado. La Blautia hydrogenotrophica
(Blautix) de la microbiota del paciente se midi6 el dia 1, el dia 16 y al final del estudio (EOS) con los siguientes
resultados:

Tabla 1:
Paciente |Tratamiento |Blautix dia 1 Blautix dia 16 Blautix EOS
Media SD Media SD Media SD
Placebo |Sano 4.30E + 07 |8.40E + 07 |[4.79E + 07 (7.63E + 07 |3.59E + 07 |6.23E + 07
Blautix Sano 2.92E + 07 |2.25E + 07 |6.35E + 07 [1.02E + 08 [2.58E + 07 |3.34E + 07
Placebo |SlI 3.58E + 07 |3.45E + 07 [2.44E + 07 |3.13E + 07 [2.09E + 07 |2.47E + 07
Blautix Sl 3.17E + 07 |6.28E + 07 [8.53E + 07 |1.57E + 08 [3.71E + 07 |5.56E + 07

El analisis muestra tendencias en los niveles de Blautia hydrogenotropica en muestras de heces de
pacientes (ver Figura 7a). Los participantes que reciben Blautix tienen niveles aumentados de bacterias en sus
muestras de heces después del periodo de dosificacion (dia 16). Esto demuestra el suministro con éxito de Blautix al
intestino. Los niveles vuelven a la normalidad después del periodo de reposo (Fin del estudio; EOS). Por tanto,
Blautix no coloniza permanentemente el intestino una vez que cesa la dosificaciéon. Ambas observaciones
concuerdan con el modelo pre-clinico.

Ejemplo 5 - Comparacion de Enterobacteriaceae de la microbiota de los pacientes.

Las Enterobacteriaceae de la microbiota de los pacientes también se midieron durante el ensayo clinico de
Fase | el dia 1, el dia 16 y al final del estudio con los siguientes resultados:

Paciente [Tratamiento |[Enterobacteriaceae Dia1 |Enterobacteriaceae Dia 16 |Enterobacteriaceae EOS
Media SD Media SD Media SD

Placebo [Sano 5.89E + 08(1.00E + 09 3.32E + 08 |6.26E + 08 2.85E + 08 |4.28E + 08

Blautix |Sano 9.96E + 08/1.06E + 09 4.87E + 08 [6.64E + 08 2.70E + 08 (3.76E + 08

Placebo |SlI 7.85E + 08(1.28E + 09 3.01E + 08 |4.92E + 08 2.45E + 09 [2.45E + 09

Blautix |SlI 8.38E + 09/1.96E + 10 1.12E + 09 |1.45E + 09 6.17E+ 08 [9.91E + 08

El analisis muestra tendencias en los niveles de Enterobacteriaceae en muestras de heces de pacientes
(ver Figura 7b). Los pacientes con SlI tratados con Blautix tuvieron una reduccion de las Enterobacteriaceae. Esto es
consistente con las observaciones del modelo preclinico.

Ejemplo 6 - Resultados de la prueba de aliento de hidréogeno
Los niveles de hidrogeno del aliento son un biomarcador de la actividad Blautix - MoA implica el
metabolismo de Hz enddgeno para producir acetato. A los sujetos humanos se les administro lactulosa y se

muestrearon los niveles de hidrogeno (Hz) (Cmax) en cuatro puntos temporales: dia 1, dia 2, dia 15 y dia 16. Los
resultados no corregidos con hidrégeno se convirtieron a resultados corregidos con hidrégeno.
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Algunos pacientes se excluyeron del analisis. Hubo tres razones por las que un sujeto no se incluyé en el
analisis de la prueba de aliento de hidrégeno: 1) Produjeron un resultado de prueba de aliento de hidrégeno CMAX
de <20 en uno de los cuatro dias de muestreo y, por lo tanto, se considerd que no habian respondido a la prueba; 2)
Eran productores de metano (entendido como que producian mas metano que hidrégeno en la prueba de aliento),
esto afecta la respuesta del hidrégeno; y/o 3) hubo un valor aberrante obtenido en la prueba de aliento de hidrégeno
(232 ppm). Los sujetos 3.12 (Blautix), 3.24 (Blautix), 4.07 (Blautix) fueron excluidos como no respondedores. Los
sujetos 3.03 (Blautix) y 3.08 (Placebo) fueron excluidos como productores de metano (4.07, mencionado como
excluido anteriormente, también era un productor de metano). El sujeto 4.09 (Placebo) se excluyé debido a un valor
aberrante.

Los resultados del analisis de hidrogeno corregido desde el final del periodo de dosificacion (dia 15/16) se
compararon con los del valor de referencia (dia 1/2). 10 de los 12 pacientes (83%) que recibieron Blautix tuvieron
una reduccioén en los niveles de hidrogeno durante este periodo (Figura 8a y 8c). Por el contrario, 3 de 6 (50%)
pacientes que recibieron placebo tuvieron niveles de hidrogeno reducidos (Figura 8b y 8c).

La Figura 9 muestra los resultados de hidrégeno no corregidos y corregidos para el grupo de tratamiento
con Blautix (Verum) junto con un andlisis estadistico de los resultados. Se encontré que los valores medios tanto de
Hz no corregido como corregido difieren entre el dia 1 y el dia 15. Después de 13,5 dias de tratamiento, se detecto
una disminucién estadisticamente significativa (p < 0,05) de H, en Cmax de la prueba de aliento después de la
estimulacion con lactulosa. Por el contrario, para el grupo placebo, se encontré que la media era equivalente para el
dia 1 y el dia 15 (p > 0,05) (Figura 10). Por lo tanto, la media para el grupo de tratamiento (también referido como el
grupo VERUM), disminuye entre el dia 1 y el dia 15, mientras que la media para el grupo de placebo es equivalente
entre el dia 1 y el dia 15 tanto para los resultados de hidrégeno no corregidos como para los resultados de
hidrégeno corregidos (Figura 11).

Ejemplo 7 - Pruebas de estabilidad

Una composicion descrita en la presente que contiene por lo menos una cepa bacteriana descrita en la
presente se almacena en un recipiente sellado a 25° C 0 4° C y el recipiente se coloca en una atmésfera que tiene
un 30%, 40%, 50%, 60%, 70%. 75%, 80%, 90% o 95% de humedad relativa. Después de 1 mes, 2 meses, 3 meses,
6 meses, 1 afo, 1,5 afos, 2 afos, 2,5 afios 0 3 afios, permanecera por lo menos el 50%, 60%, 70%, 80% o 90% de
la cepa bacteriana como se mide en unidades formadoras de colonias determinadas por protocolos estandar.

Ejemplo 8 - La capacidad de B. hydrogenotrophica para alterar la microbiota en el modelo de rata asociado a
microbiota humana (rata HMA)

Resumen

Se inocularon grupos de 16 ratas libres de gérmenes (que comprenden 8 ratas en el grupo control y 8 ratas
en el grupo de tratamiento) con la microbiota fecal de un sujeto con SlI humano (ratas SlI-HMA). Se llevaron a cabo
tres experimentos sucesivos usando muestras fecales de 3 pacientes con Sll diferentes. Otros dos grupos de ratas
(n = 10) se inocularon con muestras fecales de sujetos sanos (n = 2 sujetos; 2 grupos de ratas HMA sanas) como
control. Por tanto, habia 24 ratas asociadas con microbiota de Sl (control), 24 ratas asociadas con microbiota de SlI
tratadas con Blautix y 20 ratas asociadas con microbiota sana. La mitad de las ratas SII-HMA se administraron
durante 28 dias con una composicion que comprende la cepa bacteriana de B. hydrogenotrophica de acuerdo con la
invencion, mientras que la otra mitad de los animales recibié una solucién de control. El dia 28 después de la
administracion, se analizaron los niveles de microorganismos de la microbiota fecal, que se habian encontrado
previamente afectados en pacientes con Sll.

Cepa
Cepa de Blautia hydrogenotrophica (BH) DSM 105077/14294.

Composicién y administracion

El liofilizado de BH se suspendié en solucion mineral estéril a una concentracion de 10'° bacterias por ml.
Dos ml de esta suspensiéon se administraron diariamente por rata SlI-HMA, por alimentacion forzada oral, durante un
periodo de 28 dias.

La solucién de control fue la solucion mineral estéril que se administré diariamente (2 ml por rata) por
alimentacion forzada oral al grupo de control de ratas SlI-HMA.

Ratas
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Se inocularon ratas Fisher macho libres gérmenes (de 10 semanas de edad) con microbiota fecal humana
de un sujeto con Sl (ratas SlI-HMA). Se inocularon dieciséis ratas con el mismo inéculo fecal humano. Se realizaron
tres experimentos sucesivos con muestras fecales de tres sujetos con SlI diferentes. Otros dos grupos de ratas se
inocularon con una muestra fecal de 2 sujetos sanos (grupos de control de sensibilidad normal).

Disenio del estudio

Dia -14 - Inoculacion de ratas libres de gérmenes con microbiota fecal humana.
Dias 0 a 28 - Dosis diaria de liofilizado de BH (grupo de ensayo) o solucién de control (grupo de control) mediante
alimentacion forzada oral
Dias 0, 14 y 28 - Recogida de muestras fecales para analisis microbiano: gPCR para evaluar la poblaciéon de BH 'y
otros grupos comensales de microorganismos y enumeracion de grupos funcionales de microorganismos usando
medios selectivos y método estrictamente anaerdbico.

Resultados

La Figura 12 presenta los resultados del analisis gqPCR de la poblacién de B. hydrogenotrophica en
muestras fecales de ratas SII-HMA que recibieron una solucién de control o liofiizado de BH. Se observé un
aumento significativo en la poblacién de BH al final del periodo de administracion (D 28) en ratas que recibieron el
liofilizado de BH, lo que confirma la administracién con éxito de BH en el colon.

La Figura 13 informa sobre el efecto de la administracion de B.hydrogenotrophica sobre ciertos
microorganismos en la microbiota fecal, que anteriormente se habia encontrado afectada en pacientes con Sll. El
nivel de especies de Enterobacteriaceae disminuyo después de la administracion de B. hydrogenotrophica.

Conclusiones

La administracion de Blautia hydrogenotrophica dio como resultado a una reduccion de las
Enterobacteriaceae.

Ejemplo 9 - Cambios en los sintomas de los pacientes durante el ensayo clinico de Fase |

Se realiz6 un ensayo clinico de Fase | en el que se administrd Blautia hydrogenotrophica ("Blautix", cepa
depositada con el numero de acceso DSM 10507 y también con el numero de acceso DSM 14294) a pacientes
humanos que tenian sindrome del intestino irritable (Sll). A los pacientes se les administré Blautix durante un
periodo de dosificacion (dias 1-16), siendo el periodo de reposo siendo el dia 19-23. Se encontré que el Blautix era
tanto seguro como bien tolerado. Se monitorizaron cuatro sintomas, de los cuales uno era diarrea. El estudio registré
si los pacientes experimentaron una mejora, ninglin cambio o empeoramiento de cada uno de estos sintomas. Los
resultados de los pacientes a los que se administré Blautix se compararon con los obtenidos usando pacientes a los
que se les administré un placebo. Los sintomas fueron monitorizados en tres puntos temporales: dia 1, dia 15/16 y al
final del estudio. Los resultados se muestran en las Figuras 14 y 15.

Cuando los sintomas informados por los pacientes en el dia 16 se compararon con los valores de referencia
del dia 1, el 82% de los 17 pacientes con Sl que recibieron Blautix informaron de una mejora en los sintomas
(Figura 14). La mejora de los sintomas, de los cuales uno era diarrea, apoya el uso de Blautix para tratar o prevenir
la diarrea.

El 50% de los pacientes que recibieron placebo informaron de una mejora de los sintomas (Figura 14). Las
altas tasas de respuesta al placebo son un fendmeno establecido en los estudios clinicos de Sll. El Xifaxan se
aprobd recientemente para tratar el Sll ben base a mejoras mucho mas pequefias que el placebo (ver:
http://www.accessdata.fda.gov/spl/data/5ab6fceb-4d22-4480-81fc-
8bc28c16770d/5abbfceb-4d22-4480-81fc-8bc28c16770d.xml).

Se espera un empeoramiento de los sintomas al finalizar el estudio (dia 19-23) en comparacién con los
sintomas presentes tras finalizar la dosificacion (dia 16) en base a las ensefianzas presentadas en al presente. Este
empeoramiento de los sintomas se observé en el ensayo clinico de Fase I: el 41% de los pacientes con Sli
informaron de un empeoramiento de los sintomas después del cese de la dosificacion con Blautix (Figura 15). El
empeoramiento de los sintomas, uno de los cuales es la diarrea, después del cese de la dosificacién con Blautix,
también apoya el uso de Blautix para tratar o prevenir la diarrea.

Secuencias

SEQ ID NO: 1 (gen de ARN 16S ribosémico de la cepa GAM6-1 de Blautia stercoris, secuencia parcial -
HM626177)
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1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261l
1321

SEQ ID NO:2 (gen de ARN 16S ribosomico de la cepa WAL 14507 de Blautia wexlerae, secuencia parcial -

tgcaagtcga
gcggacgggt
ggctgctaat
tatgagatgg
atcagtagcc
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcc
aaaggctggg
gtaagcggaa
gaaggcggct
attagatacc
tcttcggtgce
aaactcaaag
caacgcgaag
ccttcgggac
gggttaagtc
actctgtgga
gccceccttatg
gcgaggggga
tgcacgaagc

ggtcttgtac

EF036467)

1
61
121
181
241
301
30l
421
481
541
601
661
721

caagtcgaac
gacgggtgag
tgctaatacc
aagatggacc
catagccggc
cgggaggcag
tgaaggaaga
tgactaagaa
gttatccgga
ggcatgggct
agcggaattc
ggcggcttac

agataccctg

ES 2 719 837 T3

gcgaagcgct
gagtaacgcg
accgcataag
acccgcgtcet
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagccccgg
ggatttactg
gcttaacccc
ttcctagtgt
tactggacgg
ctggtagtcc
cgcagcaaac
gaattgacgg
aaccttacca
agagaagaca
ccgcaacgag
gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgct

acaccgcccyg

gggaattant
taacgcgtgg
gcataagcgc
cgcgttggat
ctgagagggt
cagtggggaa
agtatctcgg
gccececggcecta
tttactgggt
caacctgtgg
ctagtgtagc
tggacggtaa
gtagtccacg

tacgacagaa
tgggtaacct
cgcacggtat
gattagctag
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
aggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
gcaataagta
ggacccgcac
agtcttgaca
ggtggtgcat
cgcaacccct
gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgcg

tcacaccatg

ttattgaaac
gtaacctgcc
acagagctgc
tagcttgttg
gaacggccac
tattgcacaa
tatgtaaact
actacgtgcc
gtaaagggag
actgcattgg
ggtgaaatgc
ctgacgttga

ccgtaaacga

19

cctteggggg
gcctcataca

cgcatgatac
ttggaggggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcc
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttccacctgg
aagcggtgga
tcgatctgac
ggttgtcgtc
atcctcagta
aggaaggcgg
acaatggcgt
cccagttcgg
aatcagaatg

ggagtcagta

ttcggtcgat
ttatacaggg
atggctcagt
gtggggtaac
attgggactg
tgggggaaac
tctatcagca
agcagccgcg
cgtagacggt
aaactgtcat
gtagatatta
ggctcgaaag

tgaataacta

aagatgtaag
gggggataac
agtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggaagagcaa
ttttcttgag
ttaggaggaa
aagcgtggygg
taggtgttygg
ggagtacgtt
gcatgtggtt
cggttcgtaa
agctcgtgtce
gccagcaggt
ggacgacgtc
aaacaaaggg
actgcagtct
tcgcggtgaa

acgcccgaag

ttaatttaat
ggataacagt
gtgaaaaact
ggcccaccaa
agacacggcc
cctgatgcag
gggaagatag
gtaatacgta
gtggcaagtc
acttgagtgc
ggaggaacac
cgtggggagce
ggtgtcgggt

ggactgagcg
agttggaaac
actccggtgg
caaggcgacg
gcccagactce
cagcgacgcc
aaatgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtggc
agcaaacagg
ggagcaaagc
cgcaagaatg
taattcgaag
tggaaccttt
gtgagatgtt
gaagctgggc
aaatcatcat
aagcgagccce
gcaactcgac
tacgttcccg
te

tctagtggcg
cagaaatggc
ccggtggtat
ggcgacgatc
cagactccta
cgacgccgcyg
tgacggtacc
gggggcaagc
tgatgtgaaa
cggaggggta
cagtggcgaa
aaacaggatt

ggcaaagcca
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781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

ttcggtgccyg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttcgggacag
gttaagtccc
ctggggagac
ccttatgatt
agatggagca
acgaagctgg
cttgtacaca

tgcaaagaag

ES 2 719 837 T3

tcgcaaacgc
attgacgggg
ccttaccaag
gcgagacagdg
gcaacgagcg
tgccagggat
tgggctacac
aatcccaaaa
aatcgctagt
ccgcccgtca

gagctgccga

agtaagtatt
acccgcacaa
tcttgacatc
tggtgcatgg
caacccctat
aacctggagg
acgtgctaca
ataacgtccc
aatcgcggat

caccatggga

aggcgggace

ccacctgggg
gcggtggagce
cgcctgaccg
ttgtcgtcag
cctcagtagc
aaggcgggga
atggcgtaaa
agttcggact
cagaatgccg
gtcagtaacg
gatgactggg

agtacgttcg
atgtggttta
atccttaacc
ctcgtgtcgt
cagcatttaa
tgacgtcaaa
caaagggaag
gtagtctgca
cggtgaatac
cccgaagtca

gtgaagtcgt

caagaatgaa
attcgaagca
ggatctttcc
gagatgttgg
ggtgggcact
tcatcatgcc
cgagattgtg
acccgactac
gttccecgggt
gtgacctaac

aacaaggt

SEQ ID NO:3 (Secuencia de ARNr 16S de consenso para cepa 830 de Blautia stercoris)

TTTKGTCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTTACGACAGAACCTT
CGGGGGAAGATGTAAGGGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCTCATACAGGGGGATAACA
GTTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAGCGCACAGTATCGCATGATACAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGAT
GGACCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGA
ACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAA
CCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGG
TACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTT
ACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGAAGAGCAAGTCTGATGTGAAAGGCTGGGGCTTAACCCCAGGACTGCATTGG
AAACTGTTTTTCTTGAGTGCCGGAGAGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGGGAGCAAAGCTCTTCGGTGCCGCAGCAAACGCAA
TAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCGATCTGACCGGTTCGTAATGGAACCTT
TCCTTCGGGACAGAGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCCTATCGTCAGTAGCCAGCAGGTAAAGCTGGGCACTCTGAGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGG
AAGGCGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAACARAAGGG
AAGCGAGCCCGCGAGGGGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGA
AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCCAACCTTAGGGAGGGAGCTGCCGAAGGCGGGATTGATAACTG
GGGTGAAGTCTAGGGGGT

SEQ ID NO:4 (secuencia de ARNr 16S de consenso para la cepa MRX008 de Blautia wexlerae)

TTCATTGAGACTTCGGTGGATTTAGATTCTATTTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCTTAT
ACAGGGGGATAACAGTCAGAAATGGCTGCTAATACCGCATAAGCGCACAGAGCTGCATGGCTCAGTGTGAAAAACTC
CGGTGGTATAAGATGGACCCGCGTTGGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCCG
GCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGG
GAAGATAGTGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAG
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CGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGTGTGGCAAGTCTGATGTGAAAGGCATGGGCTCAACCT
GTGGACTGCATTGGAAACTGTCATACTTGAGTGCCGGAGGGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTCNGGGGAGCATGGCTCTTCGGTG
CCGTCGCAAACGCAGTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCCGCCTGACCGA
TCCTTAACCGGATCTTTCCTTCGGGACAGGCGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTCAGTAGCCAGCATTTAAGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCCA
GGGATAACCTGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGTAAACAAAGGGAAGCGAGATCGTGAGATGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCGGACTGTAGTCTGC
AACCCGACTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCTAACTGCAAAGAAGGAGCTGCCGAA

SEQ ID NO:5 (gen de ARN ribosémico 16S de la cepa S5a36 de Blautia hydrogenotrophica, secuencia

parcial - X95624.1)

1

61
1.2,
181
241
301
30l
421
481
541
601
661
T2
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
12l
1321
1381
1441

gatgaacgct
tttcggttga
gccctataca
cgcatgaagc
ttggtgaggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcc
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttcccacctg
caagcggtgg
atccctctga
tggttgtcgt
tattcttagt
gaggaaggtyg
tacaatggcg
tctcagttcg
gaatcagaat
gggagtcagt
gactgataac
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<160>5

<170> SeqWin2010, version 1.0
<210>1

<211> 1372

<212> ADN

<213> Blautia stercoris

<400> 1

tgcaagtcga
gcggacgggt
ggctgctaat
tatgagatgg
atcagtagcc
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcce
aaaggctggg
gtaagcggaa
gaaggcggct
attagatacc
tctteggtge
aaactcaaag
caacgcgaag
ccttecgggac
gggttaagtc
actctgtgga
gcccecttatg
gcgaggggga
tgcacgaagce
ggtcttgtac

gcgaagcgcet
gagtaacgcg
accgcataag
acccgegtcet
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagccccgg
ggatttactg
gcttaaccce
ttcctagtgt
tactggacgg
ctggtagtcce
cgcagcaaac
gaattgacgg
aaccttacca
agagaagaca
ccgcaacgag
gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgct
acaccgcececg

tacgacagaa
tgggtaacct
cgcacggtat
gattagctag
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
aggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
gcaataagta
ggacccgcac
agtcttgaca
ggtggtgcat
cgcaacccct
gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgcg
tcacaccatg

ccttcggggg
gcctcataca

cgcatgatac
ttggaggggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcec
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttccacctgg
aagcggtgga
tcgatctgac
ggttgtcgtce
atcctcagta
aggaaggcgyg
acaatggcgt
cccagttcgg
aatcagaatg
ggagtcagta

<210> 2

<211> 1438

<212> ADN

<213> Blautia wexlerae

<220>

<221>n

<222> 19
<223>'n'esa,c,got

<400> 2

23
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aagatgtaag
gggggataac
agtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggaagagcaa
ttttecttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgttgg
ggagtacgtt
gcatgtggtt
cggttegtaa
agctcgtgtce
gccagcaggt
ggacgacgtc
aaacaaaggg
actgcagtct
tcgeggtgaa
acgcccgaag

ggactgagcg
agttggaaac
actccggtgg
caaggcgacyg
gcccagactce
cagcgacgcece
aaatgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtggc
agcaaacagg
ggagcaaagc
cgcaagaatg
taattcgaag
tggaaccttt
gtgagatgtt
gaagctgggce
aaatcatcat
aagcgagccce
gcaactcgac
tacgttceccg
tc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1372
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caagtcgaac
gacgggtgag
tgctaatacc
aagatggacc
catagccgge
cgggaggcag
tgaaggaaga
tgactaagaa
gttatccgga
ggcatgggcet
agcggaattc
ggcggcttac
agataccctg
ttcggtgecg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttcgggacag
gttaagtccce
ctggggagac
ccttatgatt
agatggagca
acgaagctgg
cttgtacaca
tgcaaagaag

gggaattant
taacgcgtgg
gcataagcgce
cgcegttggat
ctgagagggt
cagtggggaa
agtatctcgg
gccccggceta
tttactgggt
caacctgtgg
ctagtgtagc
tggacggtaa
gtagtccacg
tcgcaaacge
attgacgggg
ccttaccaag
gcgagacagg
gcaacgagcg
tgccagggat
tgggctacac
aatcccaaaa
aatcgctagt
ccgececgtea
gagctgccga

<210> 3

<211> 1481

<212> ADN

<213> Blautia stercoris

<220>

<221>k
<222>4
<223>’K'esgot

<400> 3

tttkgtcetgg
gcttacgaca
gcgtgggtaa
aagcgcacag
tctgattage
gagggtgaac
ggggaatatt
tctcggtatg
cggctaacta
ctgggtgtaa
cccaggactg
tgtagcggtg
cggtaactga
tccacgecegt
aacgcaataa
cggggacccg
caagtcttga
caggtggtgce
agcgcaaccce
gggataacct

ctcaggatga
gaaccttcgg
cctgectcat
tatcgcatga
tagttggagg
ggccacattg
gcacaatggg
taaacttcta
cgtgccagea
agggagcgta
cattggaaac
aaatgcgtag
cgttgaggct
aaacgatgaa
gtattccacc
cacaagcggt
catcgatctg
atggttgtcg
ctatcgtcag
ggaggaaggc
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ttattgaaac
gtaacctgcce
acagagctgc
tagecttgttg
gaacggccac
tattgcacaa
tatgtaaact
actacgtgcce
gtaaagggag
actgcattgg
ggtgaaatgc
ctgacgttga
ccgtaaacga
agtaagtatt
acccgcacaa
tcttgacatc
tggtgcatgg
caacccctat
aacctggagg
acgtgctaca
ataacgtccc
aatcgcggat
caccatggga
aggcgggacc

acgctggcgg
gggaagatgt
acagggggat
tacagtgtga
ggtaacggcc
ggactgagac
ggaaaccctg
tcagcaggga
gccgceggtaa
gacggaagag
tgtttttett
atattaggag
cgaaagcgtg
tactaggtgt
tggggagtac
ggagcatgtg
accggttegt
tcagctcgtg
tagccagcag
ggggacgacg

ttcggtcgat
ttatacaggg
atggctcagt
gtggggtaac
attgggactg
tgggggaaac
tctatcagca
agcagccgceg
cgtagacggt
aaactgtcat
gtagatatta
ggctcgaaag
tgaataacta
ccacctgggg
gcggtggage
cgecctgaccg
ttgtcgtcag
cctcagtagce
aaggcgggga
atggcgtaaa
agttcggact
cagaatgccg
gtcagtaacg
gatgactggg

cgtgcttaac
aagggactga
aacagttgga
aaaactccgg
caccaaggcg
acggcccaga
atgcagcgac
agaaaatgac
tacgtagggg
caagtctgat
gagtgccgga
gaacaccagt
gggagcaaac
tggggagcaa
gttcgcaaga
gtttattcga
aatggaacct
tcgtgagatg
gtaaagctgg
tcaaatcatc
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ttaatttaat
ggataacagt
gtgaaaaact
ggcccaccaa
agacacggcce
cctgatgcag
gggaagatag
gtaatacgta
gtggcaagtc
acttgagtgc
ggaggaacac
cgtggggage
ggtgtcgggt
agtacgttcg
atgtggttta
atccttaacc
ctcgtgtegt
cagcatttaa
tgacgtcaaa
caaagggaag
gtagtctgca
cggtgaatac
cccgaagtca
gtgaagtcgt

acatgcaagt
gcggcggacg
aacggctgcect
tggtatgaga
acgatcagta
ctcctacggg
gccgcgtgaa
ggtacctgac
gcaagcgtta
gtgaaaggct
gaggtaagcg
ggcgaaggcg
aggattagat
agctcttegg
atgaaactca
agcaacgcga
ttecetteggg
ttgggttaag
gcactctgag
atgcccctta

tctagtggceg
cagaaatggc
ccggtggtat
ggcgacgatc
cagactccta
cgacgccgeyg
tgacggtacc
gggggcaagc
tgatgtgaaa
cggaggggta
cagtggcgaa
aaacaggatt
ggcaaagcca
caagaatgaa
attcgaagca
ggatctttce
gagatgttgg
ggtgggcact
tcatcatgcce
cgagattgtg
acccgactac
gttccegggt
gtgacctaac
aacaaggt

cgagcgaagce
ggtgagtaac
aataccgcat
tggacccgceg
gccggcectga
aggcagcagt
ggaagaagta
taagaagccce
tceggattta
ggggcttaac
gaattcctag
gcttactgga
accctggtag
tgccgecagea
aaggaattga
agaaccttac
acagagaaga
tccecgecaacg
gagactgcca
tgatttgggce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1438
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240
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600
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720
780
840
900
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1020
1080
1140
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tacacacgtg
caaaaataac
ctagtaatcg
cgtcacacca

gccgaaggcg

<210> 4

<211> 1384

<212> ADN

<213> Blautia wexlerae

ctacaatggc
gtcccagttce
cgaatcagaa
tgggagtcag
ggattgataa

<220>

<221>n

<222> 749
<223>'n'esa,c,got

<400> 4

ttcattgaga
tgggtaacct
cgcacagagc
gattagcttg
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
tggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
cgcagtaagt
gggacccgca
aagtcttgac
aggtggtgca
gcgcaaccce
gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgcg
tcacaccatg
cgaa

cttcggtgga
gccttataca
tgcatggctc

ttggtggggt
cacattggga

caatggggga
acttctatca
gccagcagec
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
attccacctg
caagcggtgg
atccgectga
tggttgtecgt
tatcctcagt
aggaaggcgg
acaatggcgt
cccagttecgg
gatcagaatg
ggagtcagta

<210>5

<211> 1458

<212> ADN

<213> Blautia hydrogenotrophica

<220>

<221>n

<222> 1416
<223>'n'esa,c,got

<400> 5

ES 2 719 837 T3

gtaaacaaag
ggactgcagt
tgtcgeggtg
taacgcccga
ctggggtgaa

tttagattct
gggggataac
agtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggtgtggcaa
catacttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgtceng
gggagtacgt
agcatgtggt
ccgatcctta
cagctcgtgt
agccagcatt
ggatgacgtc
aaacaaaggg
actgtagtct
ccgecggtgaa
acgcccgaag

ggaagcgagc
ctgcaactcg
aatacgttcc
agtcagtgac
gtctaggggg

atttctagtg
agtcagaaat
actccggtgg
caaggcgacg
gcccagactce
cagcgacgcece
tagtgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgccggaggg
caccagtggce
agcaaacagg
gggagcatgg
tcgcaagaat
ttaattcgaa
accggatctt
cgtgagatgt
taaggtgggc
aaatcatcat
aagcgagatc
gcaacccgac
tacgttcceceg
tcagtgacct

25

ccgcgagggyg
actgcacgaa
cgggtcttgt
ccaaccttag
t

gcggacgggt
ggctgctaat
tataagatgg
atccatagcc
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcce
aaaggcatgg
gtaagcggaa
gaaggcggcet
attagatacc
ctctteggtg
gaaactcaaa
gcaacgcgaa
tcctteggga
tgggttaagt
actctgggga
gceccecttatg
gtgagatgga
tacacgaagc
ggtcttgtac
aactgcaaag

gagcaaatcc
gctggaatcg
acacaccgcece

ggagggagct

gagtaacgcg
accgcataag
acccgegttg
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagccccegg
ggatttactg
gctcaacctg
ttcctagtgt
tactggacgg
ctggtagtcce
ccgtcgcaaa
ggaattgacg
gaaccttacc
caggcgagac
cccgcaacga
gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgct
acaccgeccg
aaggagctgce

1260
1320
1380
1440
1481

60
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720
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gatgaacgct
tttcggttga
gccctataca
cgcatgaagc
ttggtgaggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcec
gagcgtagac

tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttccecacctg
caagcggtgg
atccctcectga
tggttgtcgt
tattcttagt
gaggaaggtg
tacaatggcg
tctcagttcg
gaatcagaat
gggagtcagt
gactgataac

ggcggegtge
agttttctat
gggggataac
ggtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggtttggcaa

cagacttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgtcgg
gggagtacgt
agcatgtggt
ccgggaagta
cagctcgtgt
agccagcagg
gggatgacgt
taaacaaagg
gattgtagtc
gtcgeggtga
aacgcccgaa
tggggtga
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ttaacacatg
tgactgagtg
agttagaaat
actgaggtgg
caaggcgacg
gcccaaactce
cagcgacgcec
aagtgacggt
gtaaggggca
gtctgatgtg

tgccggagag
caccagtggce
agcaaacagg
gtggcaaagce
tcgcaagaat
ttaattcgaa
atgttccctt
cgtgagatgt
tagagctggg
caaatcatca
gaagcgaagg
tgcaactcga
atacgttccce
gtcagtgacc

caagtcgaac
gcggacgggt
gactgctaat
tataggatgg
atccatagcecce
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcce
aaaggcatgg

gcaagcggaa
gaaggcggcc
attagatacc
cattcggtge
gaaactcaaa
gcaacgcgaa
ttcttecggaa
tgggttaagt
cactctaggg
tgceeccttat
ggtgacctgg
ctacatgaag
gggtcttgta
caaccnaaag

26

gaagcgatag
gagtaacgcg
accgcataag
acccgegttg
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagccccgg
ggatttactg
gctcaacctg

ttcctagtgt
tgctggacgg
ctggtagtcce
cgcagcaaac
ggaattgacg
gaaccttacc
cagaggagac
cccgcaacga
agactgccag
gatttgggct
agcaaatctc
ctggaatcgc
cacaccgccec

gagggagctg

agaacggaga
tgggtaacct
cgcacagctt
gattagctag
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaattacgt

ggtgtaaagg
tggactgcat

agcggtgaaa
taactgacgt
acgctgtaaa
gcaataagta
gggacccgea
aaatcttgac
aggtggtgca
gcgcaaccct
ggataacctg
acacacgtgce
aaaaataacg
tagtaatcgc
gtcacaccat

ccgaaggtgg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
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1320
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una cepa bacteriana del género Blautia hydrogenotrophica que tiene una
secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 95% idéntica a la SEQ ID NO: 5, para su uso en un método para
reducir el nivel de Enterobacteriaceae patégenas en el tracto gastrointestinal.

2. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en la que las Enterobacteriaceae son E. coli.

3. La composicion para el uso de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la composicién es para su uso en
un método para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal en el tratamiento o prevencion del
Sll, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional, diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o
meningitis neonatal.

4. La composicion para el uso de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en donde la composicién es para su uso en
el tratamiento o prevencioén de diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal.

5. Una composicién que comprende una cepa bacteriana del género Blautia hydrogenotrophica que tiene una
secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 95% idéntica a la SEQ ID NO: 5, para su uso en el tratamiento de
infecciones provocadas por Enterobacteriaceae patdogenas en el tracto gastrointestinal.

6. La composicién para el uso de la reivindicaciéon 5, en donde la infeccién provocada por Enterobacteriaceae
patégenas es una infeccion por E. coli.

7. La composicion para el uso de cualquier reivindicacion anterior, en la que la cepa bacteriana tiene una secuencia
de ARNr 16s que es por lo menos un 97%, 98%, 99%, 99,5% o 99,9% idéntica a la SEQ ID NO:5 o que tiene la
secuencia de ARNr 16s de la SEQ ID NO:5.

8. La composicioén para el uso de la reivindicacién 1, en donde la composicion comprende una cepa bacteriana de la
especie Blautia hydrogenotrophica que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 95% idéntica a la
SEQ ID NO:5, para su uso en un método para reducir el nivel de Enterobacteriaceae patdgenas en el tracto
gastrointestinal en un sujeto diagnosticado con SlI.

9. La composicion para el uso de cualquier reivindicacién anterior, en donde la composicién es para administracion
oral.

10. La composicién para el uso de cualquier reivindicacion anterior, en donde la composicion comprende uno o mas
excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables.

11. La composicién para el uso de cualquier reivindicacién anterior, en donde la cepa bacteriana esta liofilizada.
12. La composicién para el uso de cualquier reivindicaciéon anterior, en donde la cepa bacteriana es viable.

13. La composicion para el uso de cualquier reivindicacion anterior, en donde la composicion comprende una Unica
cepa.

14. La composicion para el uso de cualquier reivindicacién anterior, que comprende la cepa bacteriana Blautia
hydrogenotrophica como parte de un consorcio microbiano.

15. Un producto alimenticio que comprende la composicion de cualquier reivindicacion anterior, para el uso de
cualquier reivindicacion anterior.
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FIG. 9b

No corregido con hidrégeno
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FIG. 10b
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