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DESCRIPCION
Composiciones que comprenden cepas bacterianas
CAMPO TECNICO

Esta invencion pertenece al 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.

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. A partir de entonces, tiene lugar un periodo
dinamico de colonizacién y sucesion microbiana, que esta influenciado por factores como el modo de administracion,
el medio ambiente, la dieta y el genotipo del huésped, todos los cuales impactan sobre la composicion de la
microbiota intestinal, particularmente durante los primeros afios de vida. Posteriormente, la microbiota se estabiliza y
se vuelve adulta [1]. La microbiota intestinal humana contiene mas de 500-1000 filotipos diferentes que pertenecen
esencialmente a dos divisiones bacterianas principales, los Bacteroidetes y los Firmicutes [2]. Las relaciones
simbidticas exitosas que surgen de la colonizaciéon 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 componentes dietéticos que de otro modo no serian digeribles se
degraden con la liberacién de subproductos que proporcionan una fuente de nutrientes importante para el huésped.
De manera similar, la importancia inmunoldgica 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 [3-5].

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 Clostridium
grupo XlVa se reducen en pacientes con Ell mientras que el numero de E. coli aumenta, lo que sugiere un cambio
en el equilibrio de simbiontes y patobiontes dentro del intestino [6-9]. Curiosamente, esta disbiosis microbiana
también se asocia con desequilibrios en las poblaciones de células efectoras T.

En reconocimiento del posible efecto positivo que ciertas cepas bacterianas pueden tener sobre el intestino
del animal, se han propuesto diversas cepas para su uso en el tratamiento de varias enfermedades (ver, por
ejemplo, [10-13]). Ademas, ciertas cepas, incluidas principalmente cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium, se han
propuesto para su uso en el tratamiento de diversas enfermedades inflamatorias y autoinmunes que no estan
directamente relacionadas con los intestinos (ver [14] y [15] para revisiones). Sin embargo, la relacién entre
diferentes enfermedades y diferentes cepas bacterianas, y los efectos precisos de cepas bacterianas particulares en
el intestino y a nivel sistémico y en cualquier tipo particular de enfermedades, estan pobremente caracterizados.

Hay un requisito en la técnica para nuevos métodos de tratamiento de enfermedades inflamatorias y
autoinmunes. También hay un requisito para que los efectos potenciales de las bacterias intestinales se caractericen
para que se puedan desarrollar nuevas terapias que usen bacterias intestinales.

La WO 2011/153226 describe productos farmacéuticos que usan componentes celulares de varias especies
de Bacteroides.

La US 2014/335131, la CN 104546935, la CN 103156888 y la CN 104546942 describen el uso de
Bacteroides fragilis, thetaiotaomicron, vulgatusy dorei en terapia.

La US 9011834 describe la preparacion de una poblacién de esporas bacterianas tratadas con etanol.
SUMARIO DE LA INVENCION

La invencidn proporciona una composicion que comprende una cepa bacteriana del género Bacteroides
que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 98% idéntica a la SEQ ID NO:4, para su uso en un
método de tratamiento o prevencion de una enfermedad inflamatoria o autoinmune

Los inventores han desarrollado nuevas terapias para tratar y prevenir enfermedades inflamatorias y
autoinmunes. En particular, los inventores han desarrollado nuevas terapias para tratar y prevenir enfermedades y
afecciones mediadas por IL-17 o la via de Th17. En particular, los inventores han identificado que las cepas
bacterianas del género Bacteroides pueden ser eficaces para reducir la respuesta inflamatoria de Th17. Como se
describe en los ejemplos, la administracion oral de composiciones que comprenden Bacteroides coprocola puede
reducir la gravedad de la respuesta inflamatoria, incluyendo la respuesta inflamatoria de Th17, en modelos de ratén
de asma, artritis reumatoide y esclerosis multiple.
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Los inventores han identificado que el tratamiento con cepas bacterianas de este género puede reducir los
niveles de citoquinas que forman parte de la via de Th17, incluyendo IL-17, puede aliviar la respuesta inflamatoria de
Th17 y puede proporcionar beneficios clinicos en modelos de ratéon de enfermedades inflamatorias y autoinmunes
mediadas por IL-17 y la via de Th17.

En realizaciones particulares, la invencidon proporciona una composicion que comprende una cepa
bacteriana del género Bacteroides que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 98% idéntica a la
SEQ ID NO:4, para su uso en un método de tratamiento o prevencion de una enfermedad o afeccion seleccionada
del grupo que consiste de: esclerosis multiple; artritis como artritis reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica o
artritis idiopatica juvenil; neuromielitis 6ptica (enfermedad de Devic); espondilitis anquilosante; espondiloartritis;
psoriasis; lupus eritematoso sistémico; enfermedad inflamatoria intestinal como enfermedad de Crohn o colitis
ulcerosa; enfermedad celiaca; asma como asma alérgica o asma neutrofilica; enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC); uveitis; escleritis; vasculitis; enfermedad de Behcet; aterosclerosis; dermatitis atopica; enfisema;
periodontitis; rinitis alérgica; y rechazo de aloinjerto. El efecto mostrado para las cepas bacterianas del género
Bacteroides en la respuesta inflamatoria de Th17 puede proporcionar beneficios terapéuticos para enfermedades y
afecciones mediadas por IL-17 y la via de Th17, como las enumeradas anteriormente.

En realizaciones preferidas, la invencion proporciona una composicion que comprende una cepa bacteriana
del género Bacteroides que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 98% idéntica a la SEQ ID
NO:4, para su uso en un método de tratamiento o prevencién de asma, como asma neutrofilo o asma alérgica. Los
inventores han identificado que el tratamiento con cepas de Bacteroides puede reducir el reclutamiento de neutrofilos
y eosindfilos en los pulmones, lo que puede ayudar a tratar o prevenir el asma. Ademas, los inventores han probado
y demostrado la eficacia de cepas de Bacteroides en modelos de asma en ratones. En ciertas realizaciones, la
composicion es para su uso en un método de tratamiento o prevencion de asma neutréfilo o asma eosinofilico. El
efecto mostrado para las composiciones de la invenciéon sobre neutrofilos y eosindfilos significa que pueden ser
particularmente eficaces para tratar o prevenir el asma neutréfilo y el asma eosinofilico. De hecho, en ciertas
realizaciones, la composicién es para su uso en un método para reducir una respuesta inflamatoria neutrofilica en el
tratamiento o prevencion del asma, o la composicién es para su uso en un método para reducir una respuesta
inflamatoria eosinofilica en el tratamiento o prevencion del asma. En realizaciones preferidas, la invencion
proporciona una composicién que comprende una cepa bacteriana de la especie Bacteroides coprocola, para su uso
en el tratamiento del asma, y en particular del asma neutrofilica.

En realizaciones preferidas adicionales, la invencién proporciona una composicién que comprende una
cepa bacteriana del género Bacteroides que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 98% idéntica
a la SEQ ID NO:4, para su uso en un método para tratar o prevenir la artritis reumatoide. Los inventores han
identificado que el tratamiento con cepas de Bacteroides puede proporcionar beneficios clinicos en un modelo de
ratéon de artritis reumatoide y puede reducir la inflamacion de las articulaciones. En realizaciones preferidas, la
invenciéon proporciona una composicién que comprende una cepa bacteriana de la especie Bacteroides coprocola,
para su uso en el tratamiento de la artritis reumatoide. Las composiciones que usan Bacteroides coprocola pueden
ser particularmente eficaces para tratar la artritis reumatoide.

En realizaciones preferidas adicionales, la invencién proporciona una composicién que comprende una
cepa bacteriana del género Bacteroides que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 98% idéntica
a la SEQ ID NO:4, para su uso en un método para tratar o prevenir la esclerosis multiple. Los inventores han
identificado que el tratamiento con cepas de Bacteroides puede reducir la incidencia y la gravedad de la enfermedad
en un modelo de ratén de esclerosis multiple. En realizaciones preferidas, la invencién proporciona una composicion
que comprende una cepa bacteriana de la especie Bacteroides coprocola, para su uso en el tratamiento de la
esclerosis multiple. Las composiciones que usan Bacteroides coprocola pueden ser particularmente eficaces para
tratar la esclerosis multiple.

En realizaciones preferidas adicionales, la invencién proporciona una composicién que comprende una
cepa bacteriana del género Bacteroides que tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 98% idéntica
a la SEQ ID NO:4, para su uso en un método para tratar o prevenir la uveitis, como uveitis posterior En ciertas
realizaciones, la invencién proporciona una composicidon que comprende una cepa bacteriana de la especie
Bacteroides coprocola, para su uso en el tratamiento de la uveitis.

En ciertas realizaciones, las composiciones divulgadas en la presente son para su uso en un método para
reducir la produccion de IL-17 o reducir la diferenciacion de células Th17 en el tratamiento o prevencién de una
enfermedad o afeccién mediada por IL-17 o la via de Th17. En particular, las composiciones divulgadas en la
presente pueden usarse para reducir la produccion de IL-17 o reducir la diferenciacion de células Th17 en el
tratamiento o prevencion de asma, artritis reumatoide o esclerosis multiple. Preferiblemente, la divulgacion
proporciona composiciones que comprenden una cepa bacteriana de la especie Bacteroides coprocola, para su uso
en la reduccion de la produccion de IL-17 o en la reduccién de la diferenciacion de células Th17 en el tratamiento o
prevencion del asma, artritis reumatoide o esclerosis multiple, o del asma, artritis reumatoide, esclerosis multiple,
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uveitis o cancer. En ciertas realizaciones, la composicién es para su uso en un paciente con niveles elevados de IL-
17 o células Th17. El efecto sobre la respuesta inflamatoria de Th17 que se muestra para las cepas de Bacteroides
puede ser particularmente beneficioso para tales pacientes.

En realizaciones preferidas de la invencién, la cepa bacteriana en la composicién es de Bacteroides
coprocola. Preferiblemente, la cepa bacteriana tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 99%,
99,5% 0 99,9% idéntica a la SEQ ID NO:4. Preferiblemente, la cepa bacteriana para su uso en la invencion tiene la
secuencia de ARNr 16s representada por la SEQ ID NO:4.

En realizaciones preferidas adicionales de la divulgacion, la cepa bacteriana en la composicion es de
Bacteroides thetaiotaomicron. 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 de ARNr 16s de un cepa bacteriana de Bacteroides thetaiotaomicron. 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. Preferiblemente, la cepa bacteriana divulgada en la presente tiene la secuencia de
ARNr 16s representada por la SEQ ID NO:5.

En realizaciones preferidas adicionales divulgadas en la presente, la cepa bacteriana en la composicion es
de Bacteroides fragilis. También pueden usarse cepas estrechamente relacionadas, como las cepas bacterianas que
tienen un genoma con identidad de secuencia para CR626927.1.

En ciertas realizaciones, la composicion de la invencion es para administracion oral. La administracién oral
de las cepas de la invencion puede ser eficaz para tratar enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 o la via de
Th17. Ademas, la administracion oral es conveniente para pacientes y profesionales y permite la administracién y/o
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 composicién de la invencién comprende una cepa bacteriana que ha sido
liofilizada. La liofilizacion es una técnica eficaz y conveniente para preparar composiciones estables que permiten la
administracion de bacterias.

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

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona una composicién de vacuna que comprende la
composicion como se ha descrito anteriormente.

Al desarrollar la invencién anterior, los inventores han identificado y caracterizado una cepa bacteriana que
es particularmente Util para la terapia. Se muestra que la cepa de la invencion es eficaz para tratar las enfermedades
descritas en la presente como artritis, asma y esclerosis multiple. Por lo tanto, en otro aspecto, la invencion
proporciona una célula de la cepa depositada con el niumero de acceso NCIMB 42408. La invencion también
proporciona composiciones que comprenden tales células, o cultivos biolégicamente puros de tales células. La
invencion también proporciona una célula de la cepa depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408 para su
uso en terapia, en particular para las enfermedades descritas en la presente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Modelo de ratéon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Recuento total de células de

glijgljduc:'aB QL Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Recuento total de eosindfilos
g?g?xf‘;— Z Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Proporcién de eosinéfilos en
Egﬂ:’a 4: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Recuento total de macréfagos
g?giﬁall_ Z Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Proporciéon de macréfagos en
Egﬂ:’a 6: Modelo de ratéon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Recuento total de neutrofilos
g?g%li“;— l; Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Proporcién de neutréfilos en
E%tu:za 8: Modelo de ratdon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Recuento total de linfocitos en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2748 826 T3

Figura 9: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Proporcion de linfocitos en
BALF.

Figura 10: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Recuento total de células de fluido BAL.

Figura 11: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Recuento total de eosindfilos en BALF.

Figura 12: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Proporcién de eosindfilos en BALF.

Figura 13: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Recuento total de macréfagos en BALF.

Figura 14: Modelo de raton de asma neutrofilica grave - Proporcién de macréfagos en BALF.

Figura 15: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Recuento total de neutrofilos en BALF.

Figura 16: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Proporcién de neutréfilos en BALF.

Figura 17: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Recuento total de linfocitos en BALF.

Figura 18: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Proporcién de linfocitos en BALF.

Figura 19: Modelo de ratén de artritis reumatoide: pesos corporales, dias -14 a 0. Los datos se presentan
como porcentajes medios + SEM de los pesos corporales iniciales (dia -14). Significacion estadistica: A p
<0,05y A A A A p <0,0001 en comparacion con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 20: Modelo de ratdn de artritis reumatoide: pesos corporales, dias 0 a 42. Los datos se presentan
como porcentajes medios + SEM de los pesos corporales iniciales (dia 0). A p <0,05, ¢ p <0,05, AAA p
<0,001, *== p <0,0001 en comparacién con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 21: Modelo de raton de artritis reumatoide - Puntuaciones clinicas. Los datos se presentan como
media £ SEM. **** p <0,0001 en comparacion con el dia 21 en el grupo tratado con vehiculo. ¢, O p <0,05 en
comparacion con el grupo tratado con vehiculo en un dia determinado.

Figura 22: Modelo de raton de artritis reumatoide: respuesta proliferativa de esplenocitos al colageno II.
Recuentos de medios de fondo restados [estimulados por Cll - medios de fondo] por minuto en base a la
incorporacién de 3H-TdR. Todos los datos se presentan como media £ SEM.

Figura 23: Modelo de raton de artritis reumatoide - Niveles de IFNy en sobrenadantes de cultivo de tejidos del
grupo tratado con vehiculo. Las lineas representan los valores medianos del grupo.

Figura 24: Modelo de ratén de artritis reumatoide - Niveles de IL-17A en sobrenadantes de cultivo de tejidos
del grupo tratado con vehiculo. Las lineas representan los valores medianos del grupo.

Figura 25: Modelo de ratén de artritis reumatoide - Niveles de IL-10 en sobrenadantes de cultivo de tejidos
del grupo tratado con vehiculo. Las lineas representan los valores medianos del grupo.

Figura 26: Modelo de ratén de artritis reumatoide - Niveles de IL-6 en sobrenadantes de cultivo de tejidos del
grupo tratado con vehiculo. Las lineas representan los valores medianos del grupo.

Figura 27: Modelo de raton de artritis reumatoide - Niveles de citoquina en sobrenadantes de cultivo de
tejidos del grupo tratado con bioterapéutico N° 675 (Grupo 4). Las lineas representan los valores medianos
del grupo.

Figura 28: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - IgE total en suero

Figura 29: Modelo de ratéon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - IgG1 especifica de HDM en
suero

Figura 30: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - IgE total en BALF

Figura 31: Modelo de ratéon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - IgG1 especifica de HDM en
BALF

Figura 32: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Analisis histologico
Puntuacion media de infiltracién peribronquiolar

Figura 33: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Analisis histologico
Puntuacion media de infiltracion perivascular

Figura 34: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Analisis histologico
Puntuacion media inflamatoria (media de puntuacion de infiltracion tanto peribronquiolar como perivascular)
Figura 35: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Analisis histologico
Puntuacion de moco

Figura 36: Modelo de ratdon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-9 en tejido
pulmonar

Figura 37: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-1a en tejido
pulmonar

Figura 38: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IFN-y en tejido
pulmonar

Figura 39: Modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-17A en tejido
pulmonar

Figura 40: Modelo de ratdon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-4 en tejido
pulmonar

Figura 41: Modelo de ratdon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-5 en tejido
pulmonar

Figura 42: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de IL-1b en tejido
pulmonar

Figura 43: Modelo de ratéon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de RANTES en tejido
pulmonar

Figura 44: Modelo de raton de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de MIP-1a en tejido
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pulmonar
Figura 45: Modelo de ratéon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de KC en tejido
pulmonar
Figura 46: Modelo de ratéon de asma inducida por acaros del polvo doméstico - Nivel de MIP-2 en tejido
pulmonar

Figura 47: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - IgG1 especifica de HDM en suero

Figura 48: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - IgG2a especifica de HDM en suero

Figura 49: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - IgG1 especifica de HDM en BALF

Figura 50: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - IgG2a especifica de HDM en BALF

Figura 51: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Analisis histolégico - Puntuacion media de infiltracion
peribronquiolar

Figura 52: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Analisis histolégico - Puntuacion media de infiltracion
perivascular

Figura 53: Modelo de raton de asma neutrofilica grave - Analisis histologico - Puntuacién media inflamatoria
(media de puntuacion de infiltracién tanto peribronquiolar como perivascular)

Figura 54: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de TNFa en tejido pulmonar

Figura 55: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de IL-1a en tejido pulmonar

Figura 56: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de IFNy en tejido pulmonar

Figura 57: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de IL-17F en tejido pulmonar

Figura 58: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de IL-1b en tejido pulmonar

Figura 59: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de RANTES en el tejido pulmonar

Figura 60: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de MIP-2 en tejido pulmonar

Figura 61: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de KC en tejido pulmonar

Figura 62: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de IL-17A en tejido pulmonar

Figura 63: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de MIP-1a en tejido pulmonar

Figura 64: Modelo de ratén de asma neutrofilica grave - Nivel de 1L-33 en tejido pulmonar

Figura 65: Modelo de ratén de artritis reumatoide - Plantilla visual para puntuacion de histopatologia.
Imagenes representativas que muestran puntuaciones compuestas de las articulaciones tarsales del raton en
un estudio de artritis inducida por colageno.

Figura 66: Modelo de ratén de artritis reumatoide - Histopatologia: puntuaciones de inflamacion. Los datos se
presentan como media + SEM. ** p <0,01 en comparacion con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 67: Modelo de ratdén de artritis reumatoide - Histopatologia: puntuaciones de cartilago de grupo
tratado con vehiculo. Los datos se presentan como media £ SEM.

Figura 68: Modelo de ratdon de artritis reumatoide - Histopatologia: puntuaciones 6seas. Los datos se
presentan como media + SEM.

Figura 69: Modelo de ratén de artritis reumatoide - Histopatologia: puntuaciones totales. Los datos se
presentan como media + SEM.

Figura 70: Modelo de ratén de artritis reumatoide - Histopatologia: cepa N° 675. Los datos se presentan
como media + SEM.

Figura 71: Modelo de raton de artritis reumatoide - Histopatologia: imagenes representativas. La
identificacion del animal (#n.n) y la extremidad (R para la derecha, L para la izquierda) se indican entre
paréntesis. Imagen superior izquierda (vehiculo): destruccion extensa de articulaciones y huesos con
inflamacion y fibrosis que se extienden a los tejidos blandos periarticulares. Imagen inferior (cepa N° 675):
sinovitis y bursitis que se extienden focalmente a los tejidos periarticulares, dafio leve del cartilago articular y
restos intraarticulares, estructura 6ésea no afectada.

Figura 72: Modelo de ratdon de esclerosis mdltiple - puntuacion clinica.

Figura 73: Modelo de ratdn de esclerosis mdltiple - incidencia de la enfermedad.

DIVULGACION DE LA INVENCION
Cepas bacterianas

Las composiciones de la invencidon comprenden una cepa bacteriana del género Bacteroides que tiene una
secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 98% idéntica a la SEQ ID NO:4. Los ejemplos demuestran que las
bacterias de este género son Utiles para tratar o prevenir enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 o la via de
Th17. Las cepas bacterianas preferidas son de la especie Bacteroides coprocola.

Los ejemplos de especies de Bacteroides divulgadas en la presente incluyen Bacteroides massiliensis,
Bacteroides coprocola, Bacteroides thetaiotaomicron y Bacteroides caccae. Un ejemplo adicional de una especie de
Bacteroides divulgada en la presente es Bacteroides fragilis. Las Bacteroides es un género de bacterias
gramnegativas, obligatoriamente bacterias anaerdbicas. Las especies de Bacteroides son bacilos que no forman
endosporas, y pueden ser moéviles o no moviles, dependiendo de la especie. Las especies de Bacteroides
constituyen una parte sustancial de la flora gastrointestinal de los mamiferos y son esenciales para procesar
moléculas complejas.
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Las células de Bacteroides coprocola cultivadas en placas de agar de sangre EG son estrictamente
anaerdbicas, no forman esporas, no son moviles y son gramnegativas. Los bastones cortos o células con forma de
bastén tienen una anchura de aproximadamente 0-8 ym y una longitud variable, generalmente en el intervalo de 1-4
um. Cepas ejemplares de especies Bacteroides coprocola se describen en [16]. La cepa tipo, M16 T (= JCM
12979™=DSM 17136"), se aisl6 de las heces de un ser humano sano. Se incluyen dos cepas adicionales [M11
(=JCM 12980) y M156 (=JCM 12981)] en esta especie. Los nimeros de acceso de GenBank/EMBL/DDBJ para la
secuencia génica ARNr 16S de estas cepas de Bacteroides coprocola son AB200223, AB200224 y AB200225
(divulgadas en la presente como SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3).

La bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408 se probé en los Ejemplos y también es
referida en la presente como cepa 675. Una secuencia de ARNr 16S para la cepa 675 que se probd se proporciona
en la SEQ ID NO:4. La cepa 675 se depositd ante la autoridad depositaria internacional NCIMB, Ltd. (Ferguson
Building,, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia) por 4D Pharma Research Ltd. ((Life Sciences Innovation Building,
Aberdeen, AB25 2ZS, Escocia) el 13 de mayo de 2015 como "Bacteroidales 675" y se le asigné el niumero de acceso
NCIMB 42408.

El genoma de la cepa 675 comprende un cromosoma y un plasmido. Una secuencia de cromosoma para la
cepa 675 se proporciona en la SEQ ID NO:6 en el listado de secuencias publicado con la WO 2016/203217. Una
secuencia de plasmido para la cepa 675 se proporciona en la SEQ ID NO:7 en el listado de secuencias publicado
con la WO 2016/203217. Estas secuencias se generaron usando la plataforma PacBio RS II.

También se espera que las cepas bacterianas estrechamente relacionadas con la cepa probada en los
ejemplos sean eficaces para tratar o prevenir enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 o la via de Th17.
Preferiblemente, la cepa bacteriana para su uso en la invencioén tiene una secuencia de ARNr 16s que es por lo
menos un 99%, 99,5% o 99,9% idéntica a la SEQ ID NO:4. Preferiblemente, la cepa bacteriana para su uso en la
invencion tiene la secuencia de ARNr 16s representada por la SEQ ID NO:4.

Una cepa bacteriana preferida adicional divulgada en la presente es la cepa Bacteroides thetaiotaomicron
depositada con el nimero de acceso NCIMB 42341. Esta cepa se depositd en la autoridad depositaria internacional
NCIMB, Ltd. (Ferguson Building, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia) el 3 de diciembre de 2014.

Cepas de Bacteroides thetaiotaomicron preferidas adicionales divulgadas en la presente son la cepa de tipo
ATCC 29148 = CCUG 10774 = CIP 104206 = DSM 2079 = JCM 5827 = NCTC 10582 = VPI 5482 y la cepa WAL
2926 = ATCC 29741. Una cepa de Bacteroides thetaiotaomicron preferida adicional divulgada en la presente es la
cepa descrita en la EP1448995. El numero de acceso para la secuencia génica de ARNr 16S de la cepa WTA 2926
de Bacteroides thetaiotaomicron es M58763 (divulgada en la presente como SEQ ID NO:5).

En ciertos casos, la cepa bacteriana divulgada en la presente 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 Bacteroides thetaiotaomicron. Preferiblemente, la cepa bacteriana divulgada en la presente 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. Preferiblemente, la cepa bacteriana para su uso en la invencién tiene la secuencia de ARNr 16s representada
por la SEQ ID NO:5.

Una cepa de Bacteroides fragilis preferida divulgada en la presente es la cepa tipo ATCC 25285 = CCUG
4856 = CIP 77.16 = DSM 2151 = JCM 11019 = LMG 10263 = NCTC 9343. El numero de acceso para el genoma
completo de la cepa Bacteroides fragilis NCTC 9343 es CR626927.1 (version: CR626927.1 Gl: 60491031).

En ciertos casos, la cepa bacteriana divulgada en la presente tiene un genoma con identidad de secuencia
para CR626927.1. En realizaciones preferidas, la cepa bacteriana divulgada en la presente tiene un genoma con por
lo menos un 90% de identidad de secuencia (por ejemplo, por lo menos un 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% de identidad de secuencia) con CR626927.1 en por lo menos el 60% (por ejemplo, por lo menos el 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%) de CR626927.1. Por ejemplo, la cepa bacteriana divulgada en
la presente puede tener un genoma con por lo menos un 90% de identidad de secuencia con CR626927.1 en el 70%
de CR626927.1, o por lo menos un 90% de identidad de secuencia con CR626927.1 en el 80% de CR626927.1, o
por lo menos un 90% de identidad de secuencia con CR626927.1 en el 90% de CR626927.1, o por lo menos un 90%
de identidad de secuencia con CR626927.1 en el 100% de CR626927.1, o por lo menos un 95% de identidad de
secuencia con CR626927.1 en el 70% de CR626927.1, o por lo menos un 95% de identidad de secuencia con
CR626927.1 en el 80% de CR626927.1, o por lo menos un 95% de identidad de secuencia con CR626927.1 en el
90% de CR626927.1, o por lo menos un 95% de identidad de secuencia con CR626927.1 en el 100% de
CR626927.1, o por lo menos un 98% de identidad de secuencia con CR626927.1 en el 70% de CR626927.1, o por
lo menos un 98% de identidad de secuencia con CR626927.1 en el 80% de CR626927.1, o por lo menos un 98% de
identidad de secuencia con CR626927.1 en el 90% de CR626927.1, o por lo menos un 98% de identidad de
secuencia con CR626927.1 en el 100% de CR626927.1
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En ciertos casos, la cepa bacteriana para su uso en la invencién tiene un cromosoma con identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217. En los casos preferidos, la cepa bacteriana para su uso en la
invencion tiene un cromosoma con por lo menos un 90% de identidad de secuencia (por ejemplo, por lo menos el
92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia) con la SEQ ID NO:6 de la WO
2016/203217 en por lo menos el 60% (por ejemplo, por lo menos el 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o0 100%) de la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217. Por ejemplo, la cepa bacteriana para su uso en la
invencion puede tener un cromosoma con por lo menos un 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 de
la WO 2016/203217 en el 70% de la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 90% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:6 de WO 2016/203217 en el 80% de la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217, o por lo
menos un 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217 en el 90% de la SEQ ID NO:6
de la WO 2016/203217, o por lo menos un 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO
2016/203217 en el 100% de la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 95% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217 en el 70% de la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217, o por
lo menos un 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217 en el 80% de la SEQ ID
NO:6 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO
2016/203217 en el 90% de la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 95% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217 en el 100% de la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217, o por
lo menos un 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217 en el 70% de la SEQ ID
NO:6 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO
2016/203217 en el 80% de la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 98% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217 en el 90% de la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217, o por
lo menos un 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217 en el 100% de la SEQ ID
NO:6 de la WO 2016/203217.

En ciertos casos, la cepa bacteriana para su uso en la invencion tiene un plasmido con identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217. En casos preferidos, la cepa bacteriana para su uso en la
invencion tiene un plasmido con por lo menos un 90% de identidad de secuencia (por ejemplo, por lo menos el 92%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia) con la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217 en
por lo menos el 60% (por ejemplo, por lo menos el 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%)
de la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217. Por ejemplo, la cepa bacteriana para su uso en la invencion puede tener
un plasmido con por lo menos un 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 de la WO 2016/203217 en el
70% de la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:7 de la WO 2016/203217 en el 80% de la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 90% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217 en el 90% de la SEQ ID NO:7 de la WO
2016/203217, o por lo menos un 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217 en el
100% de la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:7 de la WO 2016/203217 en el 70% de la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 95% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217 en el 80% de la SEQ ID NO:7 de la WO
2016/203217, o por lo menos un 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217 en el
90% de la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:7 de la WO 2016/203217 en el 100% de la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 98% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217 en el 70% de la SEQ ID NO:7 de la WO
2016/203217, o por lo menos un 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217 en el
80% de la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:7 de la WO 2016/203217 en el 90% de la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217, o por lo menos un 98% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO:7 de la WO 2016/203217 en el 100% de la SEQ ID NO:7 de la WO
2016/203217.

En ciertos casos, la cepa bacteriana para su uso en la invencién tiene un cromosoma con identidad de
secuencia con la SEQ ID NO:6 de la WO 2016/203217 y un plasmido con identidad de secuencia con la SEQ ID
NO:7 de la WO 2016/203217.

También se espera que las cepas bacterianas que son biotipos de la bacteria depositada con el numero de
acceso 42408 sean eficaces para tratar o prevenir enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 o la via de Th17.
También se espera que las cepas bacterianas que son biotipos de una bacteria depositada con el nimero de acceso
NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741 sean eficaces para tratar o prevenir enfermedades y afecciones
mediadas por IL-17 o la via de Th17. Un biotipo es una cepa estrechamente relacionada que tiene las mismas
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas o unas muy similares.

Las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el numero de acceso NCIMB 42408 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 NCIMB 42408. Por ejemplo, sustancialmente todo el genoma puede
secuenciarse y una cepa de biotipo para su uso en la invencion puede tener por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 99,5% 0 99,9% de identidad de secuencia en por lo menos el 80% de su genoma completo (por ejemplo, en
por lo menos el 85%, 90%, 95% o 99%, o en su genoma completo). Otras secuencias adecuadas para su uso en la

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2748 826 T3

identificacion de cepas de biotipo pueden incluir hsp60 o secuencias repetitivas como BOX, ERIC, (GTG)s, o REP o
[17]. Las cepas de biotipo pueden tener secuencias con por lo menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% o
99,9% de identidad de secuencia con la secuencia correspondiente de una bacteria depositada con el niumero de
acceso NCIMB 42408.

Alternativamente, las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB
42408 y que son adecuadas para su uso en la invencidon pueden identificarse usando el depdsito con nimero de
acceso NCIMB 42408 y analisis de fragmentos de restriccion y/o analisis de PCR, por ejemplo usando polimorfismo
de longitud de fragmento amplificado fluorescente (FAFLP) y determinacion de huellas genéticas (rep)-PCR de
elementos de ADN repetitivos, o realizacion de perfiles de proteinas, o secuenciacion parcial de ADNr 16S o 23s.

En ciertas realizaciones, las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el niumero de acceso
NCIMB 42408 y que son adecuadas para su uso en la invencién son cepas que proporcionan el mismo patrén que
una bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408 cuando se analizan mediante analisis de restriccion
de ADN ribosémico amplificado (ARDRA), por ejemplo cuando se usa la enzima de restriccion Sau3Al (para
métodos y orientacion ejemplares, ver, por ejemplo, [18]). Alternativamente, las cepas de biotipo se identifican como
cepas que tienen los mismos patrones de fermentacién de carbohidratos que una bacteria depositada con el nimero
de acceso NCIMB 42408.

Otras cepas de Bacteroides que son utiles en las composiciones y métodos de la invenciéon, como los
biotipos de una bacteria depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408, pueden identificarse usando cualquier
método o estrategia apropiados, incluyendo los ensayos descritos en los ejemplos. Por ejemplo, las cepas para su
uso en la invencion pueden identificarse cultivando en YCFA anaerdbico y/o administrando las bacterias al modelo
de ratén de artritis inducida por colageno tipo Il y luego evaluando los niveles de citoquinas. En particular, las cepas
bacterianas que tienen patrones de crecimiento, tipo metabdlico y/o antigenos de superficie similares a una bacteria
depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408 y son Uutiles en la invencion. Una cepa util tendra una actividad
inmunomoduladora comparable a la cepa NCIMB 42408. En particular, una cepa de biotipo provocara efectos
comparables en los modelos de enfermedad de asma, artritis y esclerosis multiple y efectos comparables sobre los
niveles de citoquinas 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 invencién es la cepa depositada con el nimero de acceso NCIMB
42408. Esta es la cepa ejemplar 675 probada en los ejemplos y que se mostré eficaz para tratar la enfermedad. Por
lo tanto, la invencidn proporciona una célula, como una célula aislada, de la cepa depositada con el nimero de
acceso NCIMB 42408. La invencion también proporciona una composicion que comprende una célula de la cepa
depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408. La invencién también proporciona un cultivo bioldgicamente
puro de la cepa depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408. La invencion también proporciona una célula de
la cepa depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408, 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 NCIMB 42408 puede ser una cepa hija
(progenie) o una cepa cultivada (subclonada) del original. Un derivado de una cepa de la invencion puede
modificarse, por ejemplo a nivel genético, sin extirpar la actividad biolégica. En particular, una cepa derivada de la
invencion es terapéuticamente activa. Una cepa derivada tendra una actividad inmunomoduladora comparable a la
cepa NCIMB 42408 original. En particular, una cepa derivada provocara efectos comparables sobre los modelos de
enfermedad de asma, artritis y esclerosis multiple y efectos comparables sobre los niveles de citoquinas 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 NCIMB 42408 generalmente sera un biotipo de la cepa NCIMB
42408. Un derivado del NCIMB 42341 generalmente sera un biotipo de la cepa NCIMB 42341.

Las referencias a las células de la cepa depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408 abarcan
cualquier célula que tenga las mismas caracteristicas de seguridad y eficacia terapéutica que las cepas depositadas
con el numero de acceso NCIMB 42408, y tales células estan abarcadas por la invencion. Las referencias a células
de la cepa Bacteroides thetaiotaomicron depositadas con los nimeros de acceso NCIMB 42341, ATCC 29148 o
ATCC 29741 abarcan cualquier célula que tenga las mismas caracteristicas de seguridad y eficacia terapéutica que
las cepas depositadas con el nimero de acceso NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741.

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
Como se demuestra en los ejemplos, las composiciones bacterianas de la invencidon son eficaces para

reducir la respuesta inflamatoria de Th17. En particular, el tratamiento con composiciones de la invencion logra una
reduccion en los niveles de IL-17A y otras citoquinas de la via de Th17, y mejoras clinicas en modelos animales de
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afecciones mediadas por IL-17 y la via de Th17. Por lo tanto, las composiciones de la invencion pueden ser utiles
para tratar o prevenir enfermedades inflamatorias y autoinmunes, y en particular enfermedades o afecciones
mediadas por IL-17. En particular, las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para reducir o prevenir la
elevacion de la respuesta inflamatoria de IL-17.

Las células Th17 son un subconjunto de células T auxiliares que producen, por ejemplo, IL-17A, IL17-F, IL-
21 e IL-22. La diferenciacion de células Th17 y la expresion de IL-17 pueden ser impulsadas por IL-23. Estas
citoquinas y otras forman partes importantes de la via de Th17, que es una via de sefializacion inflamatoria bien
establecida que contribuye y subyace en una serie de enfermedades inflamatorias y autoinmunes (como se describe,
por ejemplo, [19-24]). Las enfermedades en las que se activa la via de Th17 son enfermedades mediadas por la via
de Th17. Las enfermedades mediadas por la via de Th17 pueden mejorarse o aliviarse reprimiendo la via de Th17,
que puede ser a través de una reduccion en la diferenciaciéon de las células Th17 o una reduccion en su actividad o
una reduccion en el nivel de las citoquinas de la via de Th17. Las enfermedades mediadas por la via de Th17
pueden caracterizarse por niveles aumentados de citoquinas producidas por las células Th17, como IL-17A, IL-17F,
IL-21, IL-22, IL-26, IL-9 (revisado en [25]) Las enfermedades mediadas por la via de Th17 pueden caracterizarse por
una expresion aumentada de genes relacionados con Th-17, como Stat3 o IL-23R. Las enfermedades mediadas por
la via de Th17 pueden estar asociadas con niveles aumentados de células Th17.

La IL-17 es una citoquina proinflamatoria que contribuye a la patogénesis de varias enfermedades y
afecciones inflamatorias y autoinmunes. IL-17 como se usa en la presente puede referirse a cualquier miembro de la
familia de IL-17, incluyendo IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F. Las enfermedades y afecciones
mediadas por IL-17 se caracterizan por una alta expresion de IL-17 y/o la acumulacion o presencia de células
positivas para IL-17 en un tejido afectado por la enfermedad o afeccion. De manera similar, las enfermedades y
afecciones mediadas por IL-17 son enfermedades y afecciones que se ven exacerbadas por niveles de IL-17 altos o
un aumento en los niveles de IL-17, y que se alivian con niveles de IL-17 bajos o una reduccion en los niveles de IL-
17. La respuesta inflamatoria de IL-17 puede ser local o sistémica.

Los ejemplos de enfermedades y afecciones que pueden estar mediadas por IL-17 o la via de Th17
incluyen esclerosis multiple; artritis como artritis reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica o artritis idiopatica juvenil;
neuromielitis 6ptica (enfermedad de Devic); espondilitis anquilosante; espondiloartritis; psoriasis; lupus eritematoso
sistémico; enfermedad inflamatoria intestinal como enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa; enfermedad celiaca;
asma como asma alérgica o asma neutrofilica; enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC); uveitis; escleritis;
vasculitis; enfermedad de Behcet; aterosclerosis; dermatitis atdpica; enfisema; periodontitis; rinitis alérgica; y rechazo
de aloinjerto. En realizaciones preferidas, las composiciones de la invenciéon se usan para tratar o prevenir una o
mas de estas afecciones o enfermedades. En realizaciones preferidas adicionales, estas afecciones o enfermedades
estan mediadas por IL-17 o la via de Th17.

En ciertos casos, las composiciones divulgadas en la presente son para su uso en un método para reducir
la produccion de IL-17 o reducir la diferenciacion de células Th17 en el tratamiento o prevenciéon de una enfermedad
o afeccion mediada por IL-17 o la via de Th17. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para
su uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad inflamatoria o autoinmune, en donde dicho tratamiento o
prevencion se logra reduciendo o previniendo la elevacion de la respuesta inflamatoria de Th17. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la invenciéon son para su uso en el tratamiento de un paciente con una
enfermedad inflamatoria o autoinmune, en donde el paciente tiene niveles elevados de IL-17 o células Th17
elevadas o muestra una respuesta inflamatoria de Th17. En ciertas realizaciones, al paciente se le puede haber
diagnosticado una enfermedad o afeccion inflamatoria o autoinmune crénica, o la composicion de la invencion puede
usarse para prevenir una enfermedad o afeccion inflamatoria o autoinmune que se desarrolla en una enfermedad o
afeccion inflamatoria o autoinmune crénica. En ciertas realizaciones, la enfermedad o afecciéon puede no responder
al tratamiento con inhibidores de TNF-a. Estos usos de la invencién pueden aplicarse a cualquiera de las
enfermedades o afecciones especificas enumeradas en el parrafo anterior.

IL-17 y la via de Th17 se asocian a menudo con enfermedades inflamatorias y autoinmunes crénicas, por lo
que las composiciones de la invenciéon pueden ser particularmente Utiles para tratar o prevenir las enfermedades o
afecciones cronicas enumeradas anteriormente. En ciertas realizaciones, las composiciones son para su uso en
pacientes con enfermedad crénica. En ciertas realizaciones, las composiciones son para su uso en la prevencién del
desarrollo de enfermedades cronicas.

Las composiciones divulgadas en la presente pueden ser Utiles para tratar enfermedades y afecciones
mediadas por IL-17 o la via de Th17 y para abordar la respuesta inflamatoria de Th17, por lo que las composiciones
divulgadas en la presente pueden ser particularmente Utiles para tratar o prevenir enfermedades croénicas, tratar o
prevenir enfermedades en pacientes que no han respondido a otras terapias (como el tratamiento con inhibidores de
TNF-a), y/o tratar o prevenir el dafio tisular y los sintomas asociados con IL-17 y células Th17. Por ejemplo, se sabe
que IL-17 activa la destruccion de la matriz en el cartilago y el tejido 6seo e IL-17 tiene un efecto inhibidor sobre la
produccion de la matriz en condrocitos y osteoblastos, por lo que las composiciones divulgadas en la presente
pueden ser Utiles para tratar o prevenir la erosion ésea o el dafio del cartilago..
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En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la invencién proporciona una reduccion o
evita una elevacion en los niveles de IL-17, en particular los niveles de IL-17A. En ciertas realizaciones, el
tratamiento con las composiciones de la invencion proporciona una reduccion o evita una elevacion en los niveles de
IFN-y, IL-18, RANTES, MIP-1a, IL-8 o IL-6. Dicha reduccion o prevencion de niveles elevados de estas citoquinas
puede ser util para tratar o prevenir enfermedades y afecciones inflamatorias y autoinmunes, en particular las
mediadas por IL-17 o la via de Th17.

Asma

En realizaciones preferidas, las composiciones de la invencién son para su uso en el tratamiento o
prevencion del asma. Los ejemplos demuestran que las composiciones de la invencion logran una reduccion en el
reclutamiento de neutréfilos y/o eosindfilos en las vias respiratorias después de la sensibilizacion y el desafio con el
extracto de acaros del polvo doméstico, por lo que pueden ser Utiles en el tratamiento o prevencién del asma. El
asma es una enfermedad cronica caracterizada por inflamacion y restriccion de las vias respiratorias. La inflamacion
en el asma puede estar mediada por células IL-17 y/o Th17, por lo que las composiciones de la invencion pueden
ser particularmente eficaces para prevenir o tratar el asma. La inflamacién en el asma puede estar mediada por
eosinofilos y/o neutrdfilos.

En ciertas realizaciones, el asma es asma eosinofilica o alérgica. El asma eosinofilico y alérgico se
caracteriza nimero aumentados de eosindfilos en la sangre periférica y en las secreciones de las vias respiratorias y
se asocia patolégicamente con el engrosamiento de la zona de la membrana basal y farmacolégicamente por la
capacidad de respuesta a los corticosteroides [26]. Las composiciones que reducen o inhiben el reclutamiento o
activacion de eosindfilos pueden ser Utiles para tratar o prevenir el asma eosindfilo y alérgico.

En realizaciones adicionales, las composiciones de la invencién son para su uso en el tratamiento o
prevencion del asma neutrofilica (o asma no eosinofilica). Los altos nimeros de neutréfilos se asocian con asma
grave que puede ser insensible al tratamiento con corticosteroides. Las composiciones que reducen o inhiben el
reclutamiento o activacion de neutréfilos pueden ser Utiles para tratar o prevenir el asma neutrofilico.

El asma eosinofilico y neutrofilico no son condiciones mutuamente excluyentes y los tratamientos que
ayudan a abordar las respuestas de eosindfilos y neutrofilos pueden ser Utiles para tratar el asma en general.

Los niveles de IL-17 aumentados y la activacion de la via de Th17 estan asociados con asma grave, por lo
que las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de asma grave o para tratar el
asma grave.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en métodos que reducen una
respuesta inflamatoria eosinofilica en el tratamiento o prevenciéon del asma, o para su uso en métodos para reducir
una respuesta inflamatoria neutrofilica en el tratamiento o prevenciéon del asma. Como se ha indicado anteriormente,
los niveles altos de eosindfilos en el asma se asocian patolégicamente con el engrosamiento de la zona de la
membrana basal, por lo que la reduccion de la respuesta inflamatoria eosinofilica en el tratamiento o la prevencion
del asma puede abordar especificamente esta caracteristica de la enfermedad. Ademas, los neutrdéfilos elevados, ya
sea en combinacion con eosindfilos elevados o en su ausencia, se asocia con asma grave y estrechamiento crénico
de las vias respiratorias. Por lo tanto, reducir la respuesta inflamatoria neutrofilica puede ser particularmente util para
tratar el asma grave.

En ciertas realizaciones, las composiciones reducen la infiltracién peribronquiolar en el asma alérgica, o son
para su uso en la reduccion de la infiltracion peribronquiolar en el tratamiento del asma alérgica. En ciertas
realizaciones, las composiciones reducen la infiltracion peribronquiolar y/o perivascular en el asma neutrofilica, o son
para su uso en la reduccion de la infiltracion peribronquiolar y/o perivascular en el tratamiento del asma neutrofilica
alérgica.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con composiciones de la invenciéon proporciona una reducciéon o
evita una elevacion en los niveles de IL-18, IFNy, RANTES, MIP-1a o IL-8.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en un método de tratamiento
del asma que da como resultado una reduccion de la respuesta inflamatoria eosinofilica y/o neutrofilica. En ciertas
realizaciones, el paciente a tratar tiene, o se ha identificado anteriormente que tiene, niveles elevados de neutrofilos
o eosindfilos, por ejemplo, como se identifica mediante muestreo de sangre o analisis de esputo. Las composiciones
de la invencién pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de asma en un recién nacido cuando se administra al
recién nacido, o a una mujer embarazada. Las composiciones pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de asma
en nifios. Las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para tratar o prevenir el asma de aparicién en adultos.
Las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para controlar o aliviar el asma. Las composiciones de la
invencion pueden ser particularmente Utiles para reducir los sintomas asociados con el asma que se agravan por
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alérgenos, como acaros del polvo doméstico

El tratamiento o la prevencion del asma pueden referirse, por ejemplo, a una mejora de la gravedad de los
sintomas o una reduccién en la frecuencia de exacerbaciones o el intervalo de desencadenantes que son un
problema para el paciente.

Artritis

En realizaciones preferidas, las composiciones de la invencién son para su uso en el tratamiento o
prevencion de la artritis reumatoide (AR). Los ejemplos demuestran que las composiciones de la invencion logran
una reduccioén en los signos clinicos de AR en un modelo de ratdn, reducen el dafio al cartilago y los huesos, y
reducen la respuesta inflamatoria de IL-17, por lo que pueden ser Utiles en el tratamiento o prevencién de la AR. La
AR es un trastorno inflamatorio sistémico que afecta principalmente a las articulaciones. La AR esta asociada con
una respuesta inflamatoria que da como resultado una hinchazén de las articulaciones, hiperplasia sinovial y
destruccion del cartilago y el hueso. La IL-17 y las células Th17 pueden tener un papel clave en la AR, por ejemplo,
como la IL-17 inhibe la produccién de la matriz en condrocitos y osteoblastos y activa la produccion y la funcion de
las metaloproteinasas de la matriz y como la actividad de la enfermedad de AR esta correlacionada con niveles de
IL-17 y ndmeros de células Th 17 [27, 28], las composiciones de la invencion pueden ser particularmente eficaces
para prevenir o tratar la AR.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en la reduccién de los niveles
de IL-17 o para prevenir la elevacién de los niveles de IL-17 en el tratamiento o prevencion de la AR. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con composiciones de la invencién proporciona una reduccién o previene una elevacion
en los niveles de IL-17, en particular los niveles de IL-17A. En ciertas realizaciones, el tratamiento con
composiciones de la invencion proporciona una reducciéon o previene una elevacion en los niveles de IFN-y o IL-6.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la invencién da como resultado una
reduccion en la hinchazén de las articulaciones. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion son para
Su uso en pacientes con articulaciones inflamadas o pacientes identificados como en riesgo de tener articulaciones
inflamadas. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en un método para reducir
la hinchazén articular en la AR.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la invencién da como resultado una
reduccion en el dafio al cartilago o el dafio 6seo. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciéon son
para su uso en la reducciéon o prevencion del dafo al cartilago u 6seo en el tratamiento de la AR. En ciertas
realizaciones, las composiciones son para su uso en el tratamiento de pacientes con AR grave que estan en riesgo
de dafio al cartilago o al hueso.

Los niveles de IL-17 y el nimero de células Th17 aumentados se asocian con la destruccion del cartilago y
el hueso en la AR [27,28]. Se sabe que IL-17 activa la destruccion de la matriz en el cartilago y el tejido 6seo e IL-17
tiene un efecto inhibidor sobre la produccion de la matriz en condrocitos y osteoblastos. Por lo tanto, en ciertas
realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en la prevencién de la erosién 6sea o el dafio al
cartilago en el tratamiento de la AR. En ciertas realizaciones, las composiciones son para su uso en el tratamiento
de pacientes que muestran erosion ésea o dafio al cartilago o pacientes identificados en riesgo de erosién ésea o
dano al cartilago.

El TNF-a también esta asociado con AR, pero el TNF-a no esta involucrado en la patogénesis de las etapas
tardias de la enfermedad. Por el contrario, IL-17 tiene un papel en todas las etapas de la enfermedad crénica [29].
Por lo tanto, en ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciéon son para su uso en el tratamiento de la AR
cronica o la AR en etapa tardia, como una enfermedad que incluye la destruccion articular y la pérdida de cartilago.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciéon son para tratar pacientes que han recibido previamente
terapia anti-TNF-a. En ciertas realizaciones, los pacientes a tratar no responden o ya no responden a la terapia anti-
TNF-a.

Las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para modular el sistema inmunitario de un paciente,
por lo que, en ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en la prevencion de la AR en
un paciente que ha sido identificado como en riesgo de AR, o que ha sido diagnosticado con AR de etapa temprana.
Las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de AR.

Las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para gestionar o aliviar la AR. Las composiciones de la
invencion pueden ser particularmente Utiles para reducir los sintomas asociados con la hinchazén articular o la
destruccion dsea. El tratamiento o la prevencion de la AR pueden referirse, por ejemplo, a un alivio de la gravedad
de los sintomas o una reduccion en la frecuencia de exacerbaciones o el intervalo de desencadenantes que son un
problema para el paciente.
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Esclerosis multiple

En realizaciones preferidas, las composiciones de la invencién son para su uso en el tratamiento o
prevencion de la esclerosis multiple. Los ejemplos demuestran que las composiciones de la invencion logran una
reduccion en la incidencia y gravedad de la enfermedad en un modelo de esclerosis multiple en ratones (el modelo
EAE), y por lo tanto pueden ser Utiles en el tratamiento o prevencion de la esclerosis multiple. La esclerosis multiple
es un trastorno inflamatorio asociado con el dafio a las vainas de mielina de las neuronas, particularmente en el
cerebro y la columna vertebral. La esclerosis multiple es una enfermedad crénica, que incapacita progresivamente y
evoluciona en episodios. La IL-17 y las células Th17 pueden tener un papel clave en la esclerosis multiple, por
ejemplo, debido a que los niveles de IL-17 pueden correlacionarse con lesiones de esclerosis mudltiple, la IL-17
puede interrumpir las uniones estrechas de las células endoteliales de la barrera hematoencefalica, y las células
Th17 pueden migrar hacia el sistema nervioso central y provocar pérdida neuronal [30,31]. Por lo tanto, las
composiciones de la invencion pueden ser particularmente eficaces para prevenir o tratar la esclerosis multiple.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la invencién da como resultado una
reduccién en la incidencia o gravedad de una enfermedad. En ciertas realizaciones, las composiciones de la
invencion son para su uso en la reduccion de la incidencia o gravedad de la enfermedad. En ciertas realizaciones, el
tratamiento con las composiciones de la invencidon previene una disminuciéon en la funcién motora o da como
resultado una funcién motora mejorada. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion son para su uso
en la prevencion de una disminucion en la funcién motora o para su uso en la mejora de la funcion motora. En
ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la invencion previene el desarrollo de paralisis. En
ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en la prevenciéon de la paralisis en el
tratamiento de la esclerosis multiple.

Las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para modular el sistema inmunitario de un paciente,
por lo que, en ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciéon son para su uso en la prevencién de la
esclerosis multiple en un paciente que ha sido identificado como en riesgo de tener esclerosis multiple o que ha sido
diagnosticado con esclerosis multiple en etapa temprana o esclerosis multiple "recurrente-remitente”. Las
composiciones de la invencion pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de la esclerosis. De hecho, los ejemplos
muestran que la administracién de composiciones de la invencion previno el desarrollo de la enfermedad en muchos
ratones.

Las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para manejar o aliviar la esclerosis multiple. Las
composiciones de la invencidon pueden ser particularmente utiles para reducir los sintomas asociados con la
esclerosis multiple. El tratamiento o la prevencion de la esclerosis multiple pueden referirse, por ejemplo, a un alivio
de la gravedad de los sintomas o una reduccidon en la frecuencia de exacerbaciones o el intervalo de
desencadenantes que son un problema para el paciente.

Uveitis

En realizaciones preferidas adicionales, las composiciones de la invencién son para su uso en el
tratamiento o prevencion de la uveitis. Las composiciones de la invencion pueden lograr una reduccion en la
incidencia y gravedad de la enfermedad en un modelo animal de uveitis y, por lo tanto, pueden ser utiles en el
tratamiento o prevencion de la uveitis. La uveitis es la inflamacion de la Uvea y puede provocar la destruccion del
tejido retiniano. Puede presentarse en diferentes formas anatomicas (anterior, intermedia, posterior o difusa) y ser el
resultado de causas diferentes, pero relacionadas, que incluyen trastornos autoinmunes sistémicos. La IL-17 y la via
de Th17 estan centralmente involucradas en la uveitis, por lo que las composiciones de la invencién pueden ser
particularmente eficaces para prevenir o tratar la uveitis. Las referencias [38-45] describen niveles en suero elevados
de interleucina-17A en pacientes con uveitis, la asociacion especifica de variantes genéticas de IL17A con la
panuveitis, el papel de las citoquinas asociadas con Th17 en la patogénesis de la uveitis autoinmune experimental,
el desequilibrio entre células Th17 reguladoras y células T reguladores durante la uveitis experimental monofasica, la
regulacion por incremento de IL-17A en pacientes con uveitis y enfermedades de Adamantiades-Behget y Vogt-
Koyanagi-Harada (VKH) activas, el tratamiento de uveitis no infecciosa con secukinumab (anticuerpo anti-IL-17A), y
Th17 en ojos uveiticos.

En ciertas realizaciones, la uveitis es uveitis posterior. La uveitis posterior se presenta principalmente con
inflamacion de la retina y la coroides y las composiciones de la invenciéon pueden ser eficaces para reducir la
inflamacion y el dafio de la retina.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la invencién da como resultado una
reduccion en el dafio retiniano. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en la
reduccion o prevencion del dafio retiniano en el tratamiento de la uveitis. En ciertas realizaciones, las composiciones
son para su uso en el tratamiento de pacientes con uveitis grave que estan en riesgo de dafio retiniano. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la invencién da como resultado una reducciéon en la
inflamacién del disco optico. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciéon son para su uso en la
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reduccion o prevencion de la inflamacién del disco optico. En ciertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones de la invencién da como resultado una reduccion en la infiltracion de tejido retiniano por células
inflamatorias. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencién son para su uso en la reduccion de la
infiltracion de tejido retiniano por células inflamatorias. En ciertas realizaciones, el tratamiento con las composiciones
de la invencién da como resultado que se mantenga o mejore la vision. En ciertas realizaciones, las composiciones
de la invencién son para su uso en el mantenimiento o mejora de la vision.

En ciertas realizaciones, las composiciones son para su uso en el tratamiento o prevencion de la uveitis
asociada con una enfermedad no infecciosa o autoinmune, como la enfermedad de Behget, la enfermedad de Crohn,
la iridociclitis heterocromatica de Fuchs, la granulomatosis con poliangitis, la uveitis relacionada con HLA-B27, la
artritis idiopatica juvenil, sarcoidosis, espondiloartritis, oftalmia simpatica, nefritis tubulointersticial y sindrome de
uveitis o sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada. Se ha demostrado que IL-17A esta involucrado, por ejemplo, en las
enfermedades de Behget y Vogt-Koyanagi-Harada.

El tratamiento o la prevencion de la uveitis pueden referirse, por ejemplo, a un alivio de la gravedad de los
sintomas o una prevencioén de la recaida.

Modos de administracion

Preferiblemente, las composiciones de la invencion se administraran al tracto gastrointestinal para permitir
el suministro y/o la colonizacion 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 por
via 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 invencién pueden administrarse como un supositorio,
como un supositorio rectal, por ejemplo en forma de una composicion de aceite de teobroma (manteca de cacao),
grasa dura sintética (por ejemplo, supocire, witepsol), glicerina-gelatina, polietilenglicol o glicerina de jabon.

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
endoscoépica percutanea (PEG), o un puerto, como un puerto de pared toracica que proporciona acceso al
estdmago, yeyuno y otros puertos de acceso adecuados.

Las composiciones de la invenciéon pueden administrarse una vez, o pueden administrarse secuencialmente
como parte de un régimen de tratamiento. En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion son para
administrarse diariamente.

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

En ciertas realizaciones, la composicion de la invencion puede administrarse a un animal embarazado, por
ejemplo, un mamifero como un ser humano para evitar que se desarrolle una enfermedad inflamatoria o autoinmune
en su hijo en el Gtero y/o después de que nazca.

Las composiciones de la invencién pueden administrarse a un paciente que ha sido diagnosticado con una
enfermedad o afeccion mediada por IL-17 o la via de Th17, o que se ha identificado que esta en riesgo de tener una
enfermedad o afecciéon mediada por IL-17 o la via de Th17. Las composiciones también pueden administrarse como
una medida profilactica para prevenir el desarrollo de enfermedades o afecciones mediadas por IL-17 o la via de
Th17 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
Bacteroides, y en particular Bacteroides coprocola.

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 humanos, aunque pueden

usarse para tratar animales que incluyen 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
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de los animales. Si se administra a animales, puede usarse alimentacion forzada oral.
Composiciones

Generalmente, la composicion de la invencion comprende bacterias. En realizaciones preferidas de la
invencion, la composicion se formula en forma liofilizada. Por ejemplo, la composicién de la invencién puede
comprender granulos o capsulas de gelatina, por ejemplo capsulas de gelatina duras, 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 [46-48].

Alternativamente, la composicién de la invencion puede comprender un cultivo bacteriano vivo y activo.

En realizaciones preferidas, la composicion de la invencién esta encapsulada para permitir la administraciéon
de la cepa bacteriana al intestino. La encapsulacion protege la composicion de la degradacién hasta la
administracion en la localizacion objetivo a través, por ejemplo, de 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.
Puede usarse cualquier método de encapsulacion apropiado. Las técnicas de encapsulacion ejemplares incluyen
atrapamiento dentro de una matriz porosa, union o adsorcion en superficies de portadores sélidos, auto-agregacion
por floculacion o con agentes de reticulacion, y contencion mecanica detras de una membrana microporosa o una
microcapsula. La orientacién sobre la encapsulacion que puede ser Util para preparar composiciones de la invencion
esta disponible en, por ejemplo, las referencias [49] y [50]

La composicién puede administrarse por via oral y puede estar en forma de un comprimido, capsula o
polvo. Se prefieren los productos encapsulados porque los Bacteroides son anaerobios. Se pueden incluir otros
ingredientes (como vitamina C, por ejemplo), como captadores de oxigeno y sustratos prebioticos para mejorar la
administracion y/o la colonizacion parcial o total y la supervivencia in vivo. Alternativamente, la composicion
probiética de la invencién puede administrarse por via oral como un producto alimenticio o nutricional, como la leche
o producto lacteo fermentado a base de suero, o 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 la administracion y/o colonizacion 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 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, de 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 prebiotico es habitualmente 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
prebiodtico en una cantidad de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 30% en peso, con respecto a la
composicion en peso total (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), quitosano-oligosacaridos (o COS), beta-glucanos, goma
cultivada modificada y almidones resistentes, polidextrosa, D-tagatosa, fibras de acacia, algarroba, avena, y fibras
citricas. En un aspecto, los prebidticos son los fructo-oligosacaridos de cadena corta (por simplicidad mostrados en
la presente a continuacién como FOSs-cc); dichos FOSs-cc son carbohidratos no digeribles, obtenidos generalmente
mediante la conversién de azucar de remolacha y que incluyen una molécula de sacarosa con la que se unen tres
moléculas de glucosa.
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Las composiciones de la invencion pueden comprender excipientes o portadores farmacéuticamente
aceptables. Se pueden encontrar ejemplos de tales excipientes adecuados en la referencia [51]. Los portadores o
diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica y se describen, por
ejemplo, en la referencia [52]. Los ejemplos de portadores adecuados incluyen lactosa, almidoén, 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 pretendida 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 adecuados. Ejemplos de
aglutinantes adecuados incluyen almidén, gelatina, azlUcares 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. Se
pueden proporcionar conservantes, estabilizantes, colorantes e incluso agentes aromatizantes en la composicion
farmacéutica. Los ejemplos de conservantes incluyen benzoato de sodio, acido sorbico y ésteres de acido p-
hidroxibenzoico. También se pueden usar antioxidantes y agentes de suspension.

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, 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 composicion sea mas atractiva para el consumo siendo mas
similar a un producto alimenticio comun, en lugar de a una composicién 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 liquido o semisolido que tiene un contenido variable de grasa. 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 sin ningun 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 bebidas de suero, leches
fermentadas, leches condensadas, leches infantiles o para bebés; leches aromatizadas, helados; alimentos que
contienen leche como dulces.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invencion contienen una sola 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 esté sustancialmente libre de otras especies de organismos.

Las composiciones para su uso de acuerdo con la invencién pueden o no requerir aprobacion de
comercializacion.

En algunos casos, la cepa bacteriana liofilizada 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 invenciébn pueden comprender excipientes, diluyentes o portadores
farmacéuticamente aceptables.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende: una cepa
bacteriana de la invencion; y un excipiente, portador o diluyente farmacéuticamente aceptable; en donde la cepa
bacteriana esta en una cantidad suficiente para tratar un trastorno cuando se administra a un sujeto con necesidad
de ello; y en donde el trastorno se selecciona del grupo que consiste de asma, asma alérgica, asma neutrofilica,
osteoartritis, artritis psoriasica, artritis idiopatica juvenil, neuromielitis dptica (enfermedad de Devic), espondilitis
anquilosante, espondiloartritis, lupus eritematoso sistémico, enfermedad celiaca, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), cancer, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de ovario, uveitis, escleritis,
vasculitis, enfermedad de Behcet, aterosclerosis, dermatitis atopica, enfisema, periodontitis, rinitis alérgica y rechazo
de aloinjerto.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende: una cepa
bacteriana de la invencion; y un excipiente, portador o diluyente farmacéuticamente aceptable; en donde la cepa
bacteriana esta en una cantidad suficiente para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién mediada por IL-17 o la
via de Th17. En realizaciones preferidas, dicha enfermedad o afeccidon se selecciona del grupo que consiste de
artritis reumatoide, esclerosis multiple, psoriasis, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, enfermedad celiaca, asma, asma alérgica, asma neutrofilica, osteoartritis, artritis psoriasica, artritis
idiopatica juvenil, neuromielitis optica (enfermedad de Devic), espondilitis anquilosante, espondiloartritis, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), cancer, cancer de mama, cancer de colon,
cancer de pulmon, cancer de ovario, uveitis, escleritis, vasculitis, enfermedad de Behcet, aterosclerosis, dermatitis
atopica, enfisema, periodontitis, rinitis alérgica y rechazo de aloinjerto.
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En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicidon 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 al peso de la composicion.

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

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

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona la composicién 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 invencién proporciona la composicion 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, la invencién proporciona la composicién farmacéutica anterior, en donde dicha
cepa bacteriana se liofiliza.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la composicién 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 atmésfera con 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 ano, 1,5 afos, 2 afios, 2,5 anos o 3 anos.

Métodos de cultivo

Las cepas bacterianas para su uso en la presente invencidon pueden cultivarse usando técnicas de
microbiologia estandar como se detalla, por ejemplo, en las referencias [53-55].

Las cepas bacterianas del género Bacteroides pueden cultivarse usando un método como el que se resume
a continuacion, que puede proporcionar un buen crecimiento y fiabilidad. Este método es particularmente util para
cultivar cepas de la especie Bacteroides coprocola.

Las cepas bacterianas del género Bacteroides, y en particular de la especie Bacteroides coprocola, pueden
cultivarse usando un stock liquido para inocular la placa (o un cultivo liquido mas grande), en lugar de un raspado de
stock congelado como puede usarse generalmente (ver, por ejemplo, referencia [56]). El establecimiento de colonias
maduras es fiable y rapido si las reservas congeladas de cepas de Bacteroides se descongelan y se usan como
cultivo liquido.

Un método adecuado para cultivar una cepa bacteriana del género Bacteroides, puede comprender:
(a) proporcionar un stock congelado de la cepa bacteriana;
(b) descongelar el stock congelado para proporcionar un stock liquido;
(c) anadir el stock liquido a un medio sélido o liquido; y
(d) incubar el medio solido o liquido para proporcionar un cultivo de la cepa bacteriana.

Este método es particularmente Util para cultivar cepas bacterianas de Bacteroides coprocola.

El stock congelado puede ser un stock de glicerol congelado. El medio soélido o liquido puede ser agar
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YCFA o medio YCFA. El medio YCFA puede incluir (por 100 ml, valores aproximados): casitona (1.0 g), extracto de
levadura (0,25 g), NaHCOs; (0.4 g), cisteina (0,1 g), K:HPO4 (0,045 g), KH2PO4 (0,045 g), NaCl (0,09 g), (NH4)2SO4
(0,09 g), MgS04-7H,0 (0,009 g), CaCl, (0,009 g), resazurina (0,1 mg), hemina (1 mg), biotina (1 pg), cobalamina (1
Mg), acido p-aminobenzoico (3 ug), acido félico (5 ug) y piridoxamina (15 ug).

La incubacién en el paso (d) puede realizarse durante por lo menos 36 horas, tal como 48 o 72 horas. La
incubacion en el paso (d) puede realizarse en un entorno anaerdbico, como una campana anaerobica. El cultivo
proporcionado en el paso (d) puede usarse para subcultivar un cultivo mas grande de la cepa bacteriana. Tal
subcultivo permite que se preparen mayores cantidades de bacterias y puede ser util para proporcionar
composiciones de la invencion a una escala comercial.

La descongelacion en el paso (b) puede realizarse a temperatura ambiente o con calentamiento manual.

La cantidad de stock liquido afiadido en el paso (c) puede estar entre 300 pl y 5 ml, como 500 pl. El stock
puede ser un stock de glicerol al 20%.

El método anterior puede usarse para preparar una composicion farmacéutica o un producto alimenticio, en
cuyo caso el método puede comprender pasos adicionales de aislar la cepa bacteriana, opcionalmente liofilizar la
cepa bacteriana, y combinar la cepa bacteriana con uno o mas excipientes o portadores farmacéuticamente
aceptables, o una o mas sustancias alimenticias. Esta composiciéon farmacéutica o producto alimenticio preparado
por el método puede usarse en un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccion mediada por IL-17 o la
via de Th17.

Un método ejemplar para cultivar cepas bacterianas del género Bacteroides, y en particular de la especie
Bacteroides coprocola, puede comprender:

1. Se colocan en placas 500 pl de stock de glicerol al 20% sobre agar YCFA.
2. Las placas se dejan en la campana anaerdbica durante 48/72 horas para generar colonias maduras.

3. Las bacterias se cultivan en volumenes de 10 ml, ya sea de una colonia individual o de un subcultivo
liquido al 1%.

4. Las placas con colonias se usan solo durante 2/3 dias después de que se logra la morfologia de la colonia
madura.

Cepas bacterianas para su uso en composiciones de vacunas

Los inventores han identificado que las cepas bacterianas de la invencion son Utiles para tratar o prevenir
enfermedades o afecciones mediadas por IL-17 o la via de Th17. Es probable que esto sea el resultado del efecto
que las cepas bacterianas de la invencién tienen sobre el sistema inmunitario del huésped. Por lo tanto, las
composiciones de la invencién también pueden ser Utiles para prevenir enfermedades o afecciones mediadas por IL-
17 o la via de Th17, cuando se administran como composiciones de vacuna. En ciertas de tales realizaciones, las
cepas bacterianas de la invencién pueden matarse, inactivarse o atenuarse. En ciertas de tales realizaciones, las
composiciones pueden comprender un adyuvante de vacuna. En ciertas realizaciones, las composiciones son para
administracion por inyeccion, como por inyeccion subcutanea.

General

La puesta practica de la presente invencidon empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos
convencionales de quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia, dentro de la habilidad de la
técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia. ver, por ejemplo, /as referencias [57] y [58-64],
etc.

El término "que comprende" abarca "que incluye" asi como "que consiste", por ejemplo, una composicion
"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 libore de Y. Cuando sea necesario, la palabra
"sustancialmente" puede omitirse de la definicion de la invencion.

Las referencias a un porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de nucleétidos significa
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que, cuando se alinean, ese porcentaje de los nucledtidos es el mismo al comparar 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. [65]. Una alineacion
preferida se determina mediante el algoritmo de busqueda de homologia Smith-Waterman usando una busqueda de
huecos afines con una penalizacion de hueco abierto de 12 y una penalizacion de extension de hueco de 2, matriz
BLOSUM de 62. El algoritmo de busqueda de homologia Smith-Waterman se divulga en la ref. [66]

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).

EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Eficacia de inoculos bacterianos en un modelo de ratén de asma inducida por dcaros del polvo
doméstico

Resumen

A los ratones se les administraron composiciones que comprendian cepas bacterianas de acuerdo con la
invencion y posteriormente se desafiaron con el extracto de acaros del polvo doméstico (HDM) para provocar una
respuesta inflamatoria alérgica. La respuesta inflamatoria a HDM incluye componentes eosinofilicos y neutrofilicos,
estd mediada por IL-17 y la via de Th17, y es un modelo para el asma. La magnitud y las caracteristicas de la
respuesta inflamatoria mostrada por los ratones tratados con las composiciones de la invencién se compararon con
los grupos de control. Se descubrié que las composiciones de la invencion alivian la respuesta inflamatoria y reducen
el reclutamiento de eosindfilos y neutrofilos, lo que indica que pueden ser Utiles para tratar afecciones mediadas por
IL-17 y Th17 tales como eosinofilia, neutrofilia y asma.

Cepa
675

Diserio del estudio

Grupos:

1. Grupo de control negativo. Tratamiento con control de vehiculo (por via oral).
3. Tratamiento con indculo bacteriano terapéutico cepa 675 (por via oral).

7. Grupo de control positivo. Tratamiento con dexametasona (i.p.).

8. Grupo de control no tratado.

Numero de ratones por grupo = 5

Dia -14 al dia 13: Administracion diaria del control de vehiculo por via oral (Grupo 1).

Dia -14 al dia 13: Administracion diaria de inéculo bacteriano terapéutico por via oral (Grupo 2-6).

Dia 0, 2, 4, 7, 9, 11 Administracion de 15ug de HDM (extracto de acaros del polvo doméstico - Niumero de
catalogo: XPB70D3A25, Numero de lote: 231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, USA) en un volumen de
30ul PBS por via nasal (Grupo 1-8).

Dia 0, 2, 4, 7, 9, 11 Administracion de dexametasona (i.p., 3 mg/kg, Sigma-Aldrich, Nimero de catalogo
D1159) (Grupo 7).

Dia 14 Sacrificio de todos los animales para su analisis.

Numero total de ratones = 40.

Puntos finales y anélisis

El dia 14 los animales se sacrificaron mediante inyeccion intraperitoneal letal con pentabarbitol (Streuli
Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A) seguido inmediatamente por un lavado broncoalveolar (BAL).

Las células se aislaron del fluido BAL (lavado broncoalveolar) y se realizaron recuentos celulares
diferenciales (200 recuentos celulares/muestras).
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Material y métodos

Ratones. Se adquirieron ratones BALB/c hembra de 7 semanas de edad de Charles River Laboratories y
se asignaron aleatoriamente a jaulas con un total de 5 ratones por jaula (jaulas ventiladas obtenidas de Indulab AG,
Gams, Suiza Tipo de jaula: "jaula The SealsafeTM-IVC. Numero de producto 1248L). Las jaulas se etiquetaron con
el nimero de estudio, el nimero de grupo y la fecha de inicio experimental. Los ratones se monitorizaron
semanalmente y se aclimataron a la instalaciéon durante 7 dias antes del inicio del estudio (Dia de estudio -14). Los
animales tenian 8 semanas de edad el Dia de estudio -14. Los alimentos estaban disponibles a voluntad El
enriquecimiento de la jaula estaba presente. El cuidado diario de los animales se realizé de acuerdo con la licencia
de autorizacion local numero 2283.1 (emitida y aprobada por: Service de la consommation et des affaires
vétérinaires du Canton de Vaud). El agua potable y el alimento estaban disponibles a voluntad y se renovaban una
vez al dia. El enriquecimiento de la jaula estuvo presente. Se cumplieron las regulaciones de bienestar animal como
se dispusieron por las autoridades oficiales de Suiza en virtud de la ordenanza 455.163 de la FVO (Federal
Veterinary Office) en la cria de animales de laboratorio, producciéon de animales genéticamente modificados y
métodos de experimentacion animal.

Cultivo de in6culo bacteriano. Dentro de una estacion de trabajo estéril, se descongelé un criovial de
bacterias calentandolo con una mano enguantada y se inyectaron ~0,7 ml de contenido en un tubo Hungate (nimero
de catalogo, 1020471, Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern, Alemania), que contenia 8 ml de YCFA
anaerobico. Por lo general, se prepararon dos tubos por cepa. Los tubos Hungate se incubaron luego (estaticos) a
37° C durante hasta 24-26 horas (para la cepa 675).

Como se descubrié que las OD bacterianas del inéculo de la cepa 675 eran variables, se realizaron 3
enfoques de cultivo diferentes cada dia. Se cultivaron 2 viales como se ha descrito anteriormente y se cultivd una
tercera muestra utilizando una alicuota de 400 ul del cultivo del dia anterior para la siembra. En 4 dias de tratamiento
se utilizo el ultimo enfoque, debido al escaso crecimiento del stock congelado. Es de destacar que este enfoque dio
como resultado un crecimiento robusto de la cepa bacteriana 675 en todas las ocasiones.

Cultivo de vehiculo de control. Se incubé un tubo Hungate que contenia 8 ml de YCFA anaerdbico
(estatico) a 37° C durante 16 h.

Administracion de inéculo bacteriano o vehiculo de control. Se administraron 400 ul de in6culo
bacteriano cultivado o vehiculo de control por dia por alimentacion forzada.

Sensibilizacion intranasal. Los ratones se anestesiaron mediante inyeccion i.p. con 9,75 mg de xilasol y
48,75 mg de ketasol por kg (Dr. E. Graeub AG, Berna, Suiza) y se les administraron 15 ug de HDM (Numero de
catalogo: XPB70D3A25, numero de lote: 231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, USA) en un volumen de 30ul PBS
por nasal.

Preparacion y administracion del compuesto de control positivo Dexametasona. la sal disédica 21-
fosfato Dexametasona (Sigma-Aldrich, Numero de catalogo D1159, Lote N° SLBD.1030V) se resolvié en H,O y se
administré a los animales en una dosis de 3 mg/kg en un volumen de 200 ul por via oral en los dias indicados en el
protocolo de estudio anterior.

Procedimiento terminal. El dia 14 se sacrificaron los animales mediante inyeccion i.p. letal con
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A), seguido inmediatamente por lavado broncoalveolar
(BAL) en 500 ul de solucién salina.

Medicion de infiltrados celulares en BAL. Las células se aislaron del fluido BAL y se realizaron recuentos
diferenciales de células en base a criterios morfolégicos y citoquimicos estandar.

Graficos y analisis estadistico. Todos los graficos se generaron con Graphpad Prism Version 6 y se
aplico un ANOVA de una via. Los resultados del andlisis estadistico se proporcionaron con las tablas de datos
individuales. Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

Resultados y analisis

Los resultados de los experimentos se muestran en Figuras 1-9.

No se observé morbilidad ni mortalidad en los ratones tratados con la bacteria o el vehiculo. Los dos
controles, el tratamiento con vehiculo (control negativo) y el tratamiento con dexametasona (control positivo) se
comportaron como se esperaba, con eosinofilia y neutrofilia alteradas observadas después del tratamiento con
dexametasona.

Los resultados mas importantes de este experimento se muestran en las Figuras 6 y 7, que informan del
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numero total y el porcentaje de neutréfilos detectados en el lavado bronquiolar después del desafio con HDM. La
cepa 675 redujo los neutrofilos totales y la proporcion de neutrofilos en BAL con respecto al control de solo vehiculo.

Ejemplo 2 - Eficacia de in6culos bacterianos en un modelo de ratén de asma neutrofilica grave
Resumen

A los ratones se les administraron composiciones que comprendian cepas bacterianas de acuerdo con la
invencion y posteriormente se sensibilizaron con administraciones subcutaneas de extracto de acaros del polvo
doméstico (HDM) y se desafiaron con una administracion intranasal de HDM para modelar la respuesta inflamatoria
del asma neutrofilica grave. La magnitud y las caracteristicas de la respuesta inflamatoria mostrada por los ratones
tratados con las composiciones de la invenciéon se compararon con los grupos de control. Se descubrié que las
composiciones de la invencion alivian la respuesta inflamatoria, y en particular reducen el reclutamiento de
neutrofilos, de una manera comparable al control positivo que comprende administraciones de anticuerpos anti-IL-
17. Los datos indican por lo tanto que las composiciones de la invencion pueden ser Utiles para tratar afecciones
mediadas por IL-17 y Th17 como neutrofilia o asma.

Cepa
675

Diserio del estudio

Grupos:

1. Grupo de control negativo. Tratamiento con vehiculo de control (por via oral).
3. Tratamiento con indculo bacteriano terapéutico cepa 675 (por via oral).

7. Grupo de control positivo. Tratamiento anti-IL-17 (i.p.).

8. Grupo de control no tratado.

9: ratones sanos (valor de referencia).

Numero de ratones por grupo (Grupo 1-8) =5

Dia -14 al dia 17: Administracion diaria del vehiculo de control por via oral (Grupo 1).
Dia -14 al dia 17: administracion diaria del inéculo bacteriano terapéutico por via oral (Grupo 2-6).
Dia 0: Sensibilizacion con HDM en CFA (s.c.) (Grupo 1-8).
Dia 7: Sensibilizacion con HDM en CFA (s.c.) (Grupo 1-8).
Dia 13, 15, 17: Administracion de anticuerpo neutralizante anti IL-17 por i.p. (Grupo 7).
Dia 14, 15, 16, 17: Desafio con HDM en 30ul de PBS por via nasal (Grupo 1-8).
Dia 18: Sacrificio de todos los animales para su analisis.
Puntos finales y analisis:

El dia 14 los animales se sacrificaron mediante inyeccion intraperitoneal letal con pentabarbitol (Streuli
PharmaAG, Uznach, Cat: 1170139A) seguido inmediatamente por un lavado broncoalveolar (BAL). Las células se
aislaron del fluido BAL y se realizaron recuentos celulares diferenciales (200 recuentos celulares/muestras).

Material y métodos.

Ratones. Se adquirieron ratones C57BL/6 hembra de 7 semanas de edad de Charles River Laboratories y se
asignaron aleatoriamente a jaulas con un total de 5 ratones por jaula (jaulas ventiladas de Indulab AG, Gams, Suiza
Tipo de jaula: " jaula The SealsafeTM-IVC. Numero de producto 1248L). Las jaulas se etiquetaron con el numero de
estudio, el numero de grupo y la fecha de inicio del experimento. Los ratones se monitorizaron semanalmente y se
aclimataron a la instalacion durante 7 dias antes del inicio del estudio (Dia de estudio -14). Los animales tenian 8
semanas de edad el Dia de estudio -14. El Agua potable y los alimentos estaban disponibles a voluntad. Estaba
presente el enriquecimiento de la jaula. El cuidado diario de los animales se realizé6 de acuerdo con el nimero de
licencia de autorizacion local 2283.1 (emitida y aprobada por: S Service de la consommation et des affaires
vétérinaires du Canton de Vaud). El agua potable y los alimentos estaban disponibles a voluntad y se renovaban una
vez al dia. El enriquecimiento de la jaula estaba presente. Las regulaciones de bienestar animal se cumplieron de
acuerdo con lo dispuesto por las autoridades oficiales de Suiza en virtud de la ordenanza 455.163 de la FVO
(Federal Veterinary Office) sobre cria de animales de laboratorio, produccién de animales genéticamente
modificados y métodos de experimentacién animal.

Cultivo de in6culo bacteriano. Dentro de una estacion de trabajo estéril, se descongelé un criovial de

bacterias calentandolo con una mano enguantada y se inyectaron ~0,7 ml del contenido en un tubo Hungate
(Numero de catalogo, 1020471, Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern, Alemania), que contenia 8 ml de YCFA
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anaerdbico. Por lo general, se prepararon dos tubos por cepa. Los tubos Hungate se incubaron luego (estaticos) a
37° C durante hasta 24-26 horas (para la cepa 675).

Como los OD bacterianos de la cepa de indculo 675 fueron variables, se realizaron 3 enfoques de cultivo
diferentes cada dia. Se cultivaron 2 viales como se ha descrito anteriormente y se cultivd una tercera muestra
utilizando una alicuota de 400 ul del cultivo del dia anterior para la siembra. En 4 dias de tratamiento se utiliz6 el
ultimo enfoque, debido al pobre crecimiento del stock congelado. Es de destacar que este enfoque dio como
resultado un crecimiento robusto de la cepa bacteriana 675 en todas las ocasiones.

Cultivo de control de vehiculo. Se incubé un tubo Hungate que contenia 8 ml de YCFA anaerdbico
(estatico) a 37° C durante 16 h.

Administracion de inéculo bacteriano o control de vehiculo. Se administraron 400 ul de inéculo
bacteriano cultivado o control de vehiculo por dia mediante alimentacioén forzada oral.

Sensibilizacion de HDM. Se emulsionaron 50 ug de HDM (Numero de catalogo: XPB70D3A25, Numero de
lote: 231897, Greer Laboratories, Lenoir, NC, USA) en PBS en un volumen igual de adyuvante completo de Freund
(CFA Chondrex Inc. Washington, USA) y se administraron por via subcutanea en un volumen de 200 pl, dos veces
durante dos semanas en costados opuestos. Una semana después de la segunda inmunizacion, los ratones se
anestesiaron mediante inyeccion i.p. con 9,75 mg de xilasol y 48,75 mg de ketasol por kg (Dr. E. Graeub AG, Berna,
Suiza) y luego se les administraron desafios intranasales de 15 ug de HDM en un volumen de 30 ul de PBS en 4
dias consecutivos. El andlisis se realizé un dia después del desafio final.

Preparacion y administracion del compuesto de control positivo anticuerpo IL-17 anti raton. El
anticuerpo neutralizante anti-IL-17 se obtuvo de Bio X Cell y se almacend a 4° C (Clon 17F3, Numero de catalogo
BEO0173, Bio X Cell) y se administrd por i.p. a una dosis de 12,5 mg/kg en los dias indicados en el protocolo de
estudio anterior.

Procedimiento terminal. El dia 18 se sacrificaron los animales mediante inyeccion i.p. letal con
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A) seguido inmediatamente de lavado broncoalveolar (BAL)
en 500 ul de solucion salina.

Medicion de infiltrados celulares en BAL. Las células se aislaron del fluido BAL y se realizaron recuentos
celulares diferenciales en base a criterios morfolégicos y citoquimicos estandar.

Graficos y analisis estadistico. Todos los graficos se generaron con Graphpad Prism Version 6 y se
aplico un ANOVA de una via. Los resultados del analisis estadistico se proporcionan con las tablas de datos
individuales. Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

Resultados y analisis

Los resultados del experimento se muestran en las Figuras 10-18.

No se observd morbilidad ni mortalidad en los ratones tratados con la bacteria o el vehiculo. Como se
muestra en las Figuras 15 y dieciséis, la cepa 675 mostré un efecto fuerte y redujo el numero total de neutrdéfilos con
respecto a los controles negativos. Ademas, la cepa 675 redujo el nimero de eosindfilos con respecto a los
controles, como se muestra en las Figuras 11y 12.

Ejemplo 3-Eficacia de inéculos bacterianos para tratar la artritis en un modelo de ratén con artritis inducida
por colageno tipo Il

Materiales y métodos

Cepa
675
Cultivos bacterianos

Los cultivos bacterianos se cultivaron para su administracion en una estacion de trabajo anaerdbica (Don
Whitley Scientific) de acuerdo con el esquema de crecimiento siguiente.

- Lunes/miércoles/viernes: transferir el stock de glicerol al hielo y poner en rayas en una placa YCFA del

stock de glicerol. Usar la placa de la siguiente manera por un maximo de 3 dias.
- PM diario: Elegir una colonia individual de cada cepa de cultivos en placa, transferir a un tubo hungate
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de 8 ml que contiene YCFA durante la noche (ON1)

- AM: Subcultivar 80 ul (1%) ON1 en un tubo nuevo de 8 ml (DC1). Utilizar cultivo ON1 para alimentacion
forzada oral AM.

- PM: Utilizar el cultivo DC1 para alimentacién forzada oral PM.

La cepa bacteriana N° 675 se cultivd usando stocks de glicerol.

Los stocks de glicerol se almacenaron a -80° C. Tres veces a la semana, las reservas de glicerol se
descongelaron a temperatura ambiente y se pusieron en rayas en placas YCFA. Se us6 una nueva alicuota de
glicerol en cada ocasion. Se permitié que las bacterias crecieran en una placa dada durante hasta 72 horas.

Las soluciones a administrar a los animales se prepararon dos veces al dia con un intervalo de ocho horas
para los tratamientos de la mafiana (AM) y la tarde (PM). Se recogié una colonia bacteriana de la placa con rayas y
se transfirié a un tubo que contenia medio YCFA. La cepa bacteriana N° 675 se dejo crecer durante 16 horas antes
de las administraciones AM. Las bacterias se subcultivaron al 1% en medios YCFA para administraciones PM. Los
valores de OD se registraron para cada cepa después de las preparaciones de tratamiento de la mafiana y la tarde.

Modelo de raton de artritis inducida por colageno tipo Il

Se asignaron aleatoriamente ratones DBA/1 macho adultos a grupos experimentales y se les permitio
aclimatarse durante dos semanas. El dia 0, se les administraron a los animales mediante inyeccién subcutanea 100
microlitros de una emulsion que contenia 100 microgramos de colageno tipo Il (Cll) en adyuvante de Freund
incompleto suplementado con 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H37Ra. El dia 21, se les administré a los
animales mediante inyeccidon subcutanea una emulsion de refuerzo que contenia 100 ug de colageno tipo Il en
adyuvante de Freund incompleto.

Los tratamientos se administraron de acuerdo con el programa de administracion siguiente. Desde el dia -
14 hasta el final del experimento en el dia 45, los animales se pesaron tres veces a la semana. Desde el dia 21
hasta el final del experimento, se puntud a los animales tres veces por semana para los signos clinicos de artritis que
incluian hinchazén de las patas traseras y delanteras, las articulaciones radiocarpianas (mufeca) y las articulaciones
tibio-tarsales (tobillo).

El dia 45 se sacrificaron los ratones y se tomaron muestras de sangre terminal para analisis de citoquinas.

El dia -14, dia 0 y dia 45, se recogieron muestras fecales para analisis microbioldgicos, se congelaron al
instante inmediatamente y se almacenaron a -80° C.

El modelo de ratén para la artritis inducida por colageno (CIA) es un modelo de ratén bien establecido para
la artritis reumatoide [67]. La inmunizacion con CIlI provoca una patogénesis que incluye varias caracteristicas
patolégicas importantes de la artritis reumatoide, incluyendo la hiperplasia sinovial, la infiltraciéon de células
mononucleares y la degradacién del cartilago. Significativamente, el desarrollo de la CIA esta mediado por células
Th17 a través de la secrecion de IL-17A [68]. La respuesta inmune subyacente en el modelo de artritis se ve
reforzada por el uso del adyuvante de Freund suplementado con Mycobacterium tuberculosis.

El dia 21, se recogieron los bazos de tres animales satélites en cada grupo. Las células se cultivaron
durante 72 horas en presencia o ausencia de colageno tipo Il. Las citoquinas, incluyendo TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-
10 e IL-17, se cuantificaron en los sobrenadantes de cultivo y en suero terminal por Luminex. La proliferacion celular
se cuantificd usando un método de incorporacion de timidina tritiada.
Grupos de tratamiento y dosis

Todos los grupos fueron n=15 (n=12 para el grupo de estudio principal y n=3 para los grupos satélite)

El vehiculo usado para los productos bioterapéuticos fue el medio de extracto de levadura-casitona-acidos
grasos (YCFA).

Grupo Dosis - Admlnlsltr..':rc:on Induccioén de enfermedad
Via Régimen
1 Vehiculo 5 ml kg , , Dia 0: ColagenolCFA, una vez, SC
PO | BID: Dia-14* -F
4| Bioterapéutico N° 675 5 ml lkg 'a " Dia 21: ColagenolIFA, una vez, SC

PO: alimentacién forzada oral, SC: inyeccién subcutanea, BID: dos veces al dia, CFA: adyuvante completo de
Freund. * Excepto el Grupo 4 tratado desde el Dia O.

Pesos corporales
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Desde el dia -14 hasta el final del experimento, los animales se pesaron tres veces a la semana. Los datos
se presentaron en graficos (Media + SEM).

Observaciones clinicas no especificas

Desde el dia -14 hasta el final del experimento, los animales se revisaron diariamente para detectar signos
clinicos inespecificos que incluyan postura anormal (encorvado), condicion anormal del pelaje (piloereccion) y
niveles de actividad anormales (actividad reducida o aumentada).

Observaciones clinicas

Desde el dia 21 hasta el final del experimento en el dia 45, los animales se puntuaron tres veces a la
semana para detectar signos clinicos de artritis que incluyen inflamacion de las patas traseras y delanteras,
articulaciones radiocarpianas (mufieca) y articulaciones tibio-tarsales (tobillo). Cada extremidad se puntud usando la
escala siguiente: (0) normal, (1) hinchazon ligera, (2) hinchazon leve, (3) hinchazén moderada y (4) hinchazén grave.
Se calculé una puntuacién clinica sumando cada puntuacién de extremidad. La puntuacién clinica maxima posible
para un animal fue (16). Los animales con un puntuacion igual a (12) en dos ocasiones consecutivas y los animales
con un puntuaciéon mayor de (12) en cualquier ocasion fueron sacrificados. Los datos se representaron en graficos
(Media + SEM).

Analisis de proliferacion celular

El dia 21, se sacrificaron tres animales satélites por grupo y se diseccionaron los bazos. Las células de
bazo se cultivaron durante 72 horas en presencia o ausencia de colageno tipo Il. Después de 72 horas, las células
se pulsaron durante la noche en presencia de timidina tritiada. La proliferacion celular se cuantific6 midiendo la
incorporacion de timidina. Los datos se representaron en graficos (Media + SEM). Se tomaron los sobrenadantes y
se evalué la presencia de citoquinas clave.

Analisis de citoquinas

Los sobrenadantes terminales de los cultivos de células de bazo se probaron para cuantificar TNF-a, 1L-6,
IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 por Luminex. Los datos se representaron en graficos (Media + SEM).

Analisis microbiolégico

El dia -14, dia 0 y dia 45, se recogieron muestras fecales de cada animal, se congelaron al instante
inmediatamente y se almacenaron a -80° C. El intestino ciego (incluido el contenido) se congel6 inmediatamente y se
almacend a -80° C. Una prueba de identificacion bacteriana se realizé diariamente mediante colocacién en placas de
la bacteria.

Histopatologia

Al final del experimento, las patas traseras se almacenaron en fijador de tejido. Las muestras se
transfirieron a una solucion de descalcificacion. Las muestras de tejido se procesaron, se seccionaron y se tifieron
con hematoxilina y eosina. Las secciones fueron puntuadas por un histopatélogo calificado, ciego al disefio
experimental, para que los signos de artritis incluyan inflamacién, dafio del cartilago articular y dafio al hueso
metafisario subyacente. Se usé un sistema de puntuacion detallado (ver mas abajo). Los datos se representaron en
graficos (Media + SEM). Se proporcionaron datos brutos y analizados, asi como imagenes representativas.

Tabla 1: Sistema de puntuacién de histopatologia

Grado Descripcion
Inflamacion
0 Articulacion normal

Hiperplasia sinovial leve con inflamacion dominada por neutréfilos. Bajo numero de neutréfilos y
macrofagos en el espacio articular.

Hiperplasia sinovial con inflamacion moderada a marcada que involucra tanto neutréfilos como
2 macrofagos. Neutréfilos y macréfagos en el espacio articular; puede haber algun resto de tejido
necrotico.

Hiperplasia sinovial con marcada inflamacién que involucra neutréfilos y macréfagos. Pérdida de
revestimiento de sinoviocitos. La inflamacién puede extenderse desde la sinovial al tejido
circundante, incluido el musculo. Numerosos neutréfilos y macrofagos en el espacio articular,
junto con importantes restos de tejido necrotico.

1
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(continuacion)

Grado Descripcion
Inflamacion

Dano del cartilago articular

0 Articulacién normal

El cartilago articular muestra solo un cambio degenerativo leve. La formacion temprana de
pannus puede estar presente periféricamente.
El cartilago articular muestra un cambio degenerativo moderado y pérdida focal. La

1

2 formacion de Pannus esta presente focalmente.

3 Interrupcion significativa y pérdida de cartilago articular con amplia formacion de pannus.
Daio al hueso metafisario subyacente

0 Articulacién normal

1 Ninguin cambio en el hueso metafisario subyacente.

2 Puede haber necrosis focal o fibrosis del hueso metafisario.

3 Interrupcién o colapso del hueso metafisario. Inflamacion extensa, necrosis o fibrosis que se

extiende hasta el espacio medular de la metafisis.

Resultados y analisis

Supervivencia y observaciones clinicas no especificas

Algunos animales se sacrificaron antes del final programado del estudio debido a la gravedad de los signos
clinicos de artritis o debido a la gravedad de las observaciones clinicas no especificas.

Un animal en el Grupo 1 fue sacrificado (tratado con vehiculo, el animal llegé del proveedor con la pierna
rota).

Once animales se sacrificaron debido a la gravedad de los signos clinicos de artritis: cinco animales en el
Grupo 1 (tratados con vehiculo) y seis animales en el Grupo 4 (tratados con bioterapéutico N° 675).

Cinco animales se sacrificaron debido a la gravedad de los signos clinicos inespecificos, incluyendo postura
anormal (encorvado), condicion anormal del pelaje (piloereccién), niveles de actividad anormales (actividad
reducida): tres animales en el Grupo 1 (tratados con vehiculo) y dos animales en el Grupo 4 (tratados con
bioterapéutico N° 675).

Pesos corporales

Los datos de peso corporal registrados desde el dia -14 hasta el dia 0 y expresados como un porcentaje de
los pesos corporales iniciales (dia -14) se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior
de Dunnett para comparaciones multiples con el dia -14 y luego para comparacién multiple con el grupo tratado con
vehiculo. Los datos se presentan en la Figura 19. Los datos de animales sacrificados antes del final programado del
experimento se excluyeron de los analisis.

En comparaciéon con el dia -14, las administraciones dos veces al dia por alimentacién forzada oral
indujeron una pérdida de peso corporal significativa en el grupo tratado con vehiculo el dia -9 y el dia -7.

Los pesos corporales del grupo 4 (no tratados hasta el dia 0 y luego tratados con bioterapéutico N° 675)
fueron significativamente mas altos que en el grupo tratado con vehiculo desde el dia -11 hasta el dia -1 (p <0,0001
excepto el dia -4 donde p <0,05).

Los pesos corporales medidos entre el dia -14 y el dia -1 en los grupos tratados con bioterapéuticos no
diferian de los pesos corporales medidos en el grupo tratado con vehiculo en un dia determinado.

Los datos de peso corporal registrados desde el dia 0 hasta el dia 28 y expresados como un porcentaje de
los pesos corporales iniciales (dia 0) se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior de
Dunnett para comparaciones multiples con el dia 0 en el grupo de vehiculo y luego para una comparacién multiple
con el grupo tratado con vehiculo. Los datos se presentan en la Figura 20. Los datos de animales sacrificados antes
del final programado del experimento y de los animales satélite se excluyeron de los analisis. Los datos del dia 28,
dia 35 y dia 42 se analizaron adicionalmente mediante ANOVA de una via seguido de la prueba posterior de Dunnett
para comparaciones multiples con el grupo tratado con vehiculo.

La aparicion de signos clinicos de la artritis se asocié con una pérdida de peso corporal significativa en el
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dia 26 y el dia 28 (p <0,0001) en comparacion con el dia 0 en el grupo tratado con vehiculo.

En comparacion con el grupo tratado con vehiculo, los pesos corporales fueron significativamente mayores
en el Grupo 4 (tratado con bioterapéutico N° 675) el dia 3, dia 5, dia 10 (p <0,05) y el dia 26 (p <0,001).

Al analizar los datos mediante ANOVA de una via, los pesos corporales fueron significativamente mas altos
en el Grupo 4 (tratado con bioterapéutico N° 675) en comparacion con el grupo tratado con vehiculo el dia 28 (p
<0,01). No hubo diferencias significativas entre los grupos experimentales en el dia 35 o el dia 42.

Observaciones clinicas

Los datos de la puntuacion clinica se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba
posterior de Dunnett para comparaciones multiples entre dias en el grupo tratado con vehiculo y luego para
comparaciones multiples entre grupos experimentales y el grupo tratado con vehiculo cada dia. Los datos se
presentan en la Figura 21. Los datos registrados de animales sacrificados antes del final del experimento se
excluyeron del analisis. Cuando los animales fueron sacrificados debido a la gravedad de los signos clinicos de
artritis, se informo la ultima puntuacion registrada para los dias siguientes y se us6 en los andlisis estadisticos.

Se observo un aumento significativo de las puntuaciones clinicas en el grupo tratado con vehiculo desde el
dia 28 hasta el dia 45 (p <0,0001) en comparacién con el dia 21.

El bioterapéutico N° 675 no redujo las puntuaciones clinicas en comparacion con el grupo tratado con
vehiculo. Los animales de este grupo fueron inmunizados en un momento diferente en comparacion con otros
grupos experimentales, lo que puede explicar las puntuaciones clinicas mas altas observadas.

Analisis de proliferacion celular

Para validar el ensayo, se cultivaron esplenocitos en presencia de anti-CD3 y anti-CD28 solubles (anti-
CD3/CD28) como estimulos de control positivo para confirmar el potencial proliferativo de las células.

Se observaron respuestas proliferativas fuertes a anti-CD3/CD28 en todos los grupos experimentales,
mostrando que las células eran sanas, viables y capaces de responder a las sefiales de activacion.

Para probar la respuesta proliferativa en presencia de colageno Il (Cll), se cultivaron esplenocitos en
presencia de CIl a 50 yg/ml. La respuesta proliferativa de esplenocitos a Cll se analizé mediante ANOVA de dos
vias seguido de la prueba posterior de Sydak para realizar comparaciones multiples entre esplenocitos no
estimulados y estimulados por CIl y ANOVA de una via seguido de la prueba posterior de Dunnett para comparar la
respuesta estimulada por Cll en diferentes grupos experimentales con el grupo tratado con vehiculo. Los datos se
presentan en la Figura 22.

El Cll indujo un aumento muy significativo de la incorporacion de 3H-timidina (cpm) en comparacion con los
esplenocitos no estimulados en el grupo tratado con vehiculo (p <0,0001).

La proliferacion de esplenocitos para el grupo tratado con bioterapéutico N° 675 se establecié en un dia
diferente, por lo tanto, la comparacion con el grupo tratado con vehiculo no se realizd, aunque se observd una
reduccioén notable.

Niveles de citoquinas en sobrenadantes de cultivo de tejidos

Se midieron los niveles de cada citoquina en sobrenadantes de cultivo de tejidos derivados de cultivos
estimulados con anti-CD3/CD28 mediante analisis luminex. Estos mostraron respuestas robustas para todas las
citoquinas medidas (los niveles medios en el grupo de vehiculos fueron los siguientes: IL-4 = 6,406 pg/ml; IL-6 = 306
pg/ml; IL-10 = 10,987 pg/ml; IL-17A = 11,447 pg/ml; IFN-y = 15,581 pg/ml; TNF-a = 76 pg/ml).

Las siguientes secciones resumen los datos obtenidos de los cultivos estimulados con Colageno Il. En su
caso, los analisis estadisticos de las diferencias entre los niveles de citoquinas en los sobrenadantes de esplenocitos
no estimulados y estimulados con Cll se realizaron usando ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior de
Sidak para comparaciones multiples, mientras que se us6 ANOVA de una via seguido de la prueba posterior de
Dunnett para la comparacion de la respuesta estimulada por Cll en grupos tratados con bioterapéuticos con el grupo
tratado con vehiculo. No hubo diferencias significativas en los niveles de citoquinas entre los grupos en ambos
casos. Esto probablemente se deba al pequefio tamafio de muestra usado (n = 3).

Para presentar con mas precision la distribucion de los datos para las citoquinas con una distribuciéon
sustancial de los datos, estos se presentan como diagramas de dispersion.
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Las medias de grupo de IL-4 en los sobrenadantes de cultivo de tejidos después de la estimulacion con ClI
fueron <5pg/ml. Estas no se consideran biolégicamente significativas y no se incluyen aqui. Las medias de grupo de
TNF-a en los sobrenadantes de cultivo de tejidos después de la estimulacion con colageno estaban por debajo del
limite de cuantificacion.

Niveles de sobrenadante de IFN-y (Figura 23)

Junto con IL-17, IFN-y es la principal enfermedad de conduccién de citoquinas en el modelo de CIA. El
diagrama de dispersion en la Figura 23 demuestra los niveles de IFN-y después de la estimulacion con ClI, siendo la
mediana del grupo mayor para el grupo tratado con vehiculo en comparacion con el bioterapéutico (ver Figura 27)

Niveles de sobrenadante de IL-17A (Figura 24)

Los niveles de IL-17A fueron de 50 pg/ml en cultivos estimulados con Cll para el grupo tratado con
vehiculo. Los niveles de esta citoquina parecian ser mas bajos en el grupo de bioterapéutico en comparacion con el
grupo tratado con vehiculo (ver Figura 27)

Niveles de sobrenadante de IL-10 (Figura 25)

Los niveles de IL-10 en el grupo tratado con vehiculo fueron 13 pg/mly 2,1 pg/ml para cultivos estimulados
con Cll y de control de medios, respectivamente. Pueden esperarse niveles mas altos de IL-10 (que es una citoquina
antiinflamatoria) para el grupo tratado con vehiculo porque la inflamacion y la induccion de citoquinas
proinflamatorias podrian estar acompafiadas por un mecanismo de retroalimentacion antiinflamatorio.

Niveles de sobrenadante de IL-6 (Figura 26)

Las citoquinas inflamatorias como IL-6 y TNF-a no se producen tipicamente en niveles altos en cultivos
anti-Cll. Sin embargo, sus niveles pueden verse alterados como resultado de la modulaciéon inmune. Los niveles de
IL-6 en cultivos estimulados con CllI fueron modestos, alcanzando 10pg/ml. Aunque mayor que en los cultivos de
control de medios, estas diferencias fueron demasiado pequefias para proporcionar una justificacion para realizar
analisis estadisticos.

Sobrenadantes de cultivo de tejidos en el Grupo 4 - Bioterapéutico N° 675 (Figura 27)

Los cultivos de esplenocitos para este grupo se establecieron en un dia diferente y, por lo tanto, estan
separados del grupo tratado con vehiculo. Aunque las comparaciones directas pueden no ser apropiadas, parece
que el tratamiento con Bioterapéutico N° 675 fue eficaz para reducir los niveles de IFN-y, IL-17A e IL-6.

Analisis microbiolégico

El crecimiento bacteriano se confirmé midiendo la densidad 6ptica a 600 nm usando un espectrofotdmetro.
La identidad bacteriana se confirmé comparando imagenes de placas rayadas con imagenes de referencia.

Siguiendo el método mejorado de preparacion bacteriana, se administraron consistentemente altas dosis de
cepa bacteriana desde el dia -2 y dia -3 (excepto la cepa N° 675 del dia 0) como se indica por los altos valores de
OD medidos.

Se recogieron muestras fecales y se congelaron al instante el dia 14, dia 0 y a la finalizacion.
Histopatologia

Los resultados de la histopatologia se muestran en las Figuras 66-71. Como se esperaba para este modelo,
se observo variabilidad intraindividual e interindividual en términos de la presencia/ausencia de artritis o la gravedad
del cambio presente.

La naturaleza de la patologia fue como se esperaba para este modelo, con una inflamacién cronica activa
mixta extensa de la sinovial y la bolsa extendiéndose para involucrar los tejidos blandos periarticulares (musculo,
tejido adiposo, colageno dérmico). En las articulaciones mas gravemente afectadas, hubo degeneracion y pérdida de
cartilago articular con restos intraarticulares e inflamacion, y alteracion de la estructura articular y ésea por fibrosis e
inflamacion.

La incidencia de cambios histopatoldgicos fue: vehiculo - 80% (16/20); Bioterapéutico N° 675 - 83% (20/24).
El bioterapéutico # 675 fue eficaz para reducir el dafio histopatoldgico observado en las articulaciones de las
extremidades posteriores y reducir los puntuaciones de inflamacion articular, puntuaciones de dafio al cartilago,
puntuaciones de dafio 6seo y puntuaciones de histopatologia total (ver la Figura 70), aunque no se pudieron realizar
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comparaciones estadisticas con el grupo de vehiculo.
Resumen

Se observaron puntuaciones clinicas aumentadas desde el dia 28 después de la primera administracion de
colageno tipo Il, como se esperaba en este modelo de artritis en ratones DBA/1. El bioterapéutico N° 675 demostré
ser eficaz en el tratamiento de la artritis en este modelo. Los animales tratados con bioterapéutico N° 675 se
inmunizaron en un momento diferente en comparacion con el grupo tratado con vehiculo, lo que puede explicar las
puntuaciones clinicas mas altas observadas. Sin embargo, el bioterapéutico N° 675 fue eficaz para reducir la
enfermedad patolégica en las articulaciones, como se demostré en el analisis histopatolégico.

Se observaron respuestas de recuerdo proliferativo al Colageno Il en cultivos de esplenocitos de todos los
grupos experimentales. No se realizaron estadisticas para cultivos del bioterapéutico N° 675, ya que se
establecieron en un momento diferente, pero se observé una reduccién en la respuesta especifica de colageno con
respecto al control.

La mayoria de las citoquinas de células T analizadas mostraron aumentos detectables entre los controles
estimulados con Colageno Il y los medios en el grupo tratado con vehiculo. Estos aumentos no fueron tan obvios en
el grupo tratado con bioterapéutico. Esto apoya ampliamente las respuestas de recuerdo proliferativo al Colageno |l
descritas anteriormente. Hubo evidencia de supresion del eje Th1/Th17, que es la respuesta patogénica en este
modelo y en la AR humana. La correlacién de niveles reducidos de citoquinas con proliferacion reducida sugiere una
modulaciéon inmune. No hubo evidencia de que esta modulacidon fuera resultado de niveles mejorados de IL-4
asociada a Th2 o de aumentos en la citoquina inmunomoduladora, I1L-10.

Ejemplo 4 - Andlisis adicional del efecto de in6culos bacterianos en el modelo de raton del asma inducida
por dcaros del polvo doméstico

Los ratones probados en el Ejemplo 1 se sometieron a analisis adicionales para caracterizar ain mas el
efecto de las composiciones de la invencion sobre la respuesta inflamatoria al asma alérgica.

Materiales y métodos

Extraccion de sangre y preparacion de suero en el dia 14. Se recogieron muestras de sangre de
animales mediante puncién cardiaca. El suero se aislé de la muestra de sangre mediante centrifugacion durante 5
minutos a 14000 g y se almacend a -20° C.

Extraccion de organos el dia 14. Recogida del 16bulo pulmonar izquierdo en formalina para analisis
histolégico de seguimiento. Recogida de los Idbulos pulmonares derechos (todos los l6bulos restantes) y extraccion
del suero para congelacion instantanea y analisis de seguimiento. El fluido BAL restante se congel6 al instante para
analisis de seguimiento.

Medicion de los niveles de anticuerpos en suero y fluido BAL

La produccion de anticuerpos IgG1 especificos para IgE total y acaros del polvo doméstico (HDM) se midio
en BAL y suero mediante ensayo ELISA.

Aislamiento de pulmén y analisis histologico.

Los lobulos pulmonares izquierdos se fijaron en formalina seguido de incrustacion en parafina,
seccionamiento, y tincion con hematoxilina y eosina y PAS. La puntuacion histoldgica posterior se realizé6 cegada de
la siguiente manera: se puntuaron cinco campos de visidon aleatorios por muestra para inflamacion (infiltracion
peribronquial e infiltracién perivascular) y produccion de moco. La infiltraciéon inflamatoria se puntud con el siguiente
sistema de clasificacion:

0 - normal

1 - infiltrados inflamatorios leves

2 - infiltrados inflamatorios moderados
3 - infiltrados inflamatorios marcados
4 - infiltrados inflamatorios graves

5 - infiltrados inflamatorios muy graves

En cada campo de vision, se midié el tamafio de las vias respiratorias y se cuantificaron los numeros de
células mucosas/um.

Medicion de mediadores inflamatorios en el tejido pulmonar.
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Los I6bulos pulmonares derechos (todos los lobulos restantes) aislados para la cuantificacion de
mediadores inflamatorios se congelaron instantaneamente para la mediciéon posterior de CCL11, IFN-gamma, |L-1
alfa, IL-1 beta, IL-4, IL-5, IL-9, IL-17A, CXCL1, CCL3, CXCL2 y CCL5 por ensayo multiplex disponible
comercialmente (Merck-Millipore). El analisis se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Resultados y analisis

Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 28-46.

En apoyo de los descubrimientos descritos en el Ejemplo 1, el analisis de los infiltrados celulares en el
tejido pulmonar de ratones tratados con la cepa 675 mostré una reduccion notable y estadisticamente significativa en
la puntuacion de inflamacién media (ver Figuras 32 y 34)

Se analizaron los niveles de anticuerpos en el fluido BAL y el suero (ver Figuras 28-31). No se observé un
efecto claro del tratamiento bacteriano sobre los niveles de anticuerpos en suero. Esto puede reflejar un fallo en el
experimento, porque la difusion de datos y las barras de error para cada tratamiento son grandes, y los controles
positivos y negativos no parecen haberse comportado como se esperaria. Ademas, los niveles de anticuerpos en
suero basales podrian haber enmascarado cualquier cambio.

De manera similar, no se observé un efecto claro del tratamiento bacteriano sobre los niveles de citoquinas
en el tejido pulmonar (ver Figuras 36-46). De nuevo, esto puede reflejar un fallo en el experimento, porque la difusion
de datos y las barras de error para cada tratamiento son grandes, y los controles positivos y negativos no parecen
haberse comportado como se esperaria. También es posible que el mecanismo de accién involucrado influya en las
respuestas de citoquinas anteriores que ya no eran detectables en el dia 4 después del desafio final de las vias
aéreas HDM. Se debe tener cuidado cuando se interpretan los datos de citoquinas en el estudio actual, debido a la
variabilidad en los niveles detectados. Esta variabilidad podria explicarse en parte por el hecho de que el tejido
pulmonar se separé para los diferentes analisis y, por lo tanto, un I6bulo pulmonar podria no haber sido totalmente
representativo o comparable al mismo lébulo en otros ratones debido a la distribucion irregular de la inflamacion.

Ejemplo 5 - Andlisis adicional del efecto de inéculos bacterianos en el modelo de ratéon de asma neutrofilica
grave

Los ratones probados en el Ejemplo 2 se sometieron a analisis adicionales para caracterizar ain mas el
efecto de las composiciones de la invencion sobre la respuesta neutrofilica asociada con asma grave.

Materiales y métodos

Extraccion de organos el dia 18. Recogida del I6bulo pulmonar izquierdo en formalina para analisis
histolégico de seguimiento. Recogida de los Idbulos pulmonares derechos (todos los l6bulos restantes) y extraccion
del suero para congelacion instantanea y anadlisis de seguimiento. El fluido BAL restante se congeld
instantaneamente para analisis de seguimiento.

Medicion de mediadores inflamatorios en tejido pulmonar (analisis de seguimiento). Los Iébulos
pulmonares derechos (todos los I6bulos restantes) aislados para la cuantificacion de mediadores inflamatorios se
congelaron instantaneamente para la medicion posterior de IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta, CXCL1, CCL3, CXCL2,
CCL5, IL-17A, TNF-alfa, IL-17F, IL-23 e IL-33 por ensayo multiplex disponible comercialmente (Merck-Millipore). El
andlisis se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Medicion de los niveles de anticuerpos en suero y fluido BAL (analisis de seguimiento). La
produccion de anticuerpos IgG1 e 1gG2a especificos para acaros del polvo doméstico (HDM) se midié en BAL y
suero mediante ensayo ELISA.

Aislamiento de pulmén y analisis histologico (analisis de seguimiento). Los I6bulos pulmonares
izquierdos se fijaron en formalina seguido de incrustacion en parafina, seccionamiento y tincién con hematoxilina y
eosina y PAS. La puntuacion histolégica posterior se realizd6 cegada de la siguiente manera: se puntuaron cinco
campos de vision aleatorios por muestra para inflamacion (infiltracion peribronquial e infiltracion perivascular) y
produccion de moco. La infiltracion inflamatoria se puntud con el siguiente sistema de clasificacion:

0 - normal

1 - infiltrados inflamatorios leves

2 - infiltrados inflamatorios moderados
3 -infiltrados inflamatorios marcados
4 - infiltrados inflamatorios graves

5 - infiltrados inflamatorios muy graves
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Resultados y analisis

Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras 47-64.

Un andlisis adicional de los niveles de anticuerpos reveld que la eficacia de la cepa bacteriana 675 también
se reflejo en niveles reducidos de IgG1 especifica de HDM en el fluido BAL y el suero (ver Figuras 47 y 49). No se
pueden extraer conclusiones firmes con respecto a un efecto sobre los niveles de IgG2a. En general, los datos del
analisis de anticuerpos sugieren una reduccion relacionada con una respuesta inflamatoria reducida global, en
oposicion a un efecto selectivo sobre el cambio de isotipo de anticuerpo.

El analisis histolégico apoyo el recuento diferencial de células del fluido BAL, mostrando un infiltrado celular
reducido en ratones tratados con la Cepa 675 (ver Figuras 51-53)

En relacion con los niveles de citoquinas, como en el Ejemplo 4, la propagacion de datos y las barras de
error para cada tratamiento son grandes, y los controles positivos y negativos no parecen haberse comportado como
necesariamente se esperaria. También es posible que el mecanismo de accién implique influir en las respuestas de
citoquinas anteriores que ya no eran detectables en el dia 4 después del desafio final de vias respiratorias de HDM.
Se debe tener cuidado cuando se interpretan los datos de citoquinas en el estudio actual, debido a la variabilidad en
los niveles detectados. Esta variabilidad podria explicarse en parte por el hecho de que el tejido pulmonar se separé
para los diferentes analisis y, por lo tanto, un Iébulo pulmonar podria no haber sido totalmente representativo o
comparable al mismo lébulo en otros ratones debido a la distribucion irregular de la inflamacion. A pesar de esta
variabilidad, se mostré un efecto antiinflamatorio claro sobre los niveles de citoquinas para la cepa 675, y el control
positivo anti-IL-17 Ab se comporto generalmente como se esperaba.

Con las advertencias anteriores, los datos en las Figuras 56, 58, 59, 61 y 63 sugieren que el tratamiento
con las cepas bacterianas de la invencion puede lograr una reduccion en los niveles de IL-1b, IFNy, RANTES, MIP-
1a y KC (el ortdlogo de ratén de la IL-8 humana), lo que puede ser indicativo de un mecanismo de accion
relacionada con las influencias sobre la liberacién de quimiocinas (y, por lo tanto, el reclutamiento de células) por las
células inmunes estromales o innatas. Estas citoquinas son parte de la via de Th17. Tomando estos conjuntos de
datos juntos, se puede llegar a una conclusion clara de que la Cepa 675 fue altamente eficaz para proteger a los
ratones contra la inflamacién en este modelo de asma neutrofilica grave.

Ejemplo 6 - Eficacia de inoculos bacterianos en un modelo de ratén de esclerosis multiple
Resumen

A los ratones se les administraron composiciones que comprendian cepas bacterianas de acuerdo con la
invencion y los ratones se inmunizaron posteriormente con glucoproteina oligodendrocitica de mielina para inducir
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). La EAE es el modelo experimental mas comunmente usado para la

esclerosis multiple humana. Se descubrié que las composiciones de la invencion tienen un efecto sorprendente
sobre la incidencia y la gravedad de la enfermedad.

Cepa
675: bacterias depositadas con el numero de acceso NCIMB 42408

Diserio del estudio

Grupos:

1. Grupo de control negativo. Tratamiento con vehiculo de control (por via oral).
3. Tratamiento con indculo bacteriano terapéutico cepa 675 (por via oral).

9. Grupo de control positivo. Tratamiento con dexametasona (i.p.).

10. Grupo de control no tratado.

Numero de ratones por grupo = 10

Dias -14 a dia 27: administracion diaria del control de vehiculo por via oral (Grupo 1).

Dias -14 a dia 27: administracion diaria de indculo bacteriano terapéutico por via oral (Grupo 4).

Dias 0-28: administracion de dexametasona (i.p.) tres veces por semana (Grupo 9)

Dia 0: MOG35-55 (glicoproteina de oligodendrocitos de mielina - 2 mg/ml) y CFA (2 mg/ml de MTB) se
mezclaron 1:1 dando como resultado soluciones de 1 mg/ml. Se inyectaron 100 pl de la mezcla péptido-CFA
por via subcutanea en cada pata trasera. Administracion de toxina pertussis por via intraperitoneal (300 ng).
Dia 1: administracion de toxina pertussis por via intraperitoneal (300 ng).

Dias 7 en adelante: medicion de la incidencia de la enfermedad y el peso tres veces por semana.
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Puntos finales y anélisis

Los ratones se analizaron para determinar la incidencia y la gravedad de la enfermedad tres veces a la
semana. La puntuacion se realiz6 a ciegas. La gravedad de la enfermedad se evalué usando una puntuacion clinica
que varia de 0 a 5, donde 5 indica un ratén muerto (ver el sistema de puntuacion clinica a continuacion).
Monitorizacion

En los dias indicados, se pesaron los ratones y se observo la puntuacion de actividad de la enfermedad y la
incidencia de la enfermedad.

Observaciones de puntuacion de actividad de la enfermedad:

0- No hay cambios obvios en la funcién motora en comparacioén con los ratones no inmunizados.
0.5- La punta de la cola esta flacida.
1.0 - Cola flacida.
1.5- Cola flacida e inhibicién de la pata trasera.
2.0- Cola flacida y debilidad de las patas traseras.
O - Hay signos obvios de inclinacion de la cabeza cuando se observa la marcha. El equilibrio es
pobre.
25- Cola flacida y arrastre de las patas traseras.
- O - hay una fuerte inclinacion de la cabeza que ocasiona que el ratéon se caiga ocasionalmente.
3.0- Cola flacida y paralisis completa de las patas traseras.
3.5- Cola flacida y paralisis completa de las patas traseras.
Ademas de: el ratéon se mueve alrededor de la jaula, pero cuando se coloca de lado, no es capaz de
enderezarse.
Las patas traseras estan juntas en un lado del cuerpo.
4.0- Cola flacida, paralisis completa de pata trasera y parcial de la pata delantera.

- El raton se mueve minimamente alrededor de la jaula, pero parece estar alerta y alimentandose
Paralisis completa de las patas traseras y parcial de las frontales, sin movimiento alrededor de la

4.5- .

jaula.

El raton se sacrifica inmediatamente y se retira de la jaula.
5.0 El raton se sacrifica debido a una paralisis grave.

Cuando un animal tiene una puntuacién de actividad de la enfermedad igual o mayor de 1, se considera
que tiene una puntuacién de incidencia de enfermedad positiva.

Resultados
Los resultados del estudio se muestran en las Figuras 72y 73.

La induccion de la enfermedad en los grupos de control negativo tuvo éxito con puntuaciones altas
mostradas por el vehiculo de control y el control no tratado. El efecto del tratamiento con la cepa 675 fue
sorprendente y los ratones tratados con la cepa 675 mostraron una incidencia y gravedad de la enfermedad
notablemente reducidas. De hecho, la reduccién en la incidencia y la gravedad de la enfermedad fue comparable al
grupo de control positivo. Estos datos indican que la cepa 675 puede ser Util para tratar o prevenir la esclerosis
multiple.

Ejemplo 7-Prueba 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 o 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 afio, 1,5 afios, 2 afios, 2,5 afos o 3 afos, por lo menos un 50%, 60%, 70%, 80% o 90% de la cepa
bacteriana permanecera medido en unidades formadoras de colonias determinadas por protocolos estandar.
Secuencias

SEQ ID NO:1 (gen de Bacteroides coprocola para ARNr 16S, secuencia parcial, cepa: M11 - AB200223)
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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

agagtttgat
ggcagcatga
atccaacctt
tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccc
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatccg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacc
aggcgtctgt
gtgccataac
ccagactgcc
acgtccgggg
gatgccaatc
gctggattcg
tacacaccgc

cgccctaggg

cctggctcag
acttagcttg
cegtttacte
gcatgatggce
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggc
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacgggggce
ttacccgggce
gaaggtgctg
gagcgcaacc
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagcc

taaaaccggt

ES 2748 826 T3

gatgaacgct
ctaagtttga
agggatagcc
accattaaag
acggcccacc
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagc
ttaaattgca
catggttgtc
ctcgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagttc
cgcatcagcc
atgaaagccg

aattggggct

agctacaggc
tggcgaccgg
tttcgaaaga
atttattggt
tagcctgcga
tccaaactcc
agccaagtag
aagtttccta
ccagcagccg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggcgcggt
ggggtacctyg
aagtctaaca

ttaacacatg
cgcacgggtg
aagattaata
aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttccttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttggce
tacgccggceca
gtggtttaat
gaggaaactt
gccgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggccgctac
ctgcaacccg
gaatacgttc
aagtgcgtaa

aggtaaccaa

caagtcgagg
agtaacacgt
cctgatagta
gatgcgttcc
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgceg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgca
gtcggcttaa
agggctctgg
cacggccctt
ccggcaacgg
actccacgaa
ccgggcecttg
ccgcaaggag

9

SEQ ID NO:2 (gen de Bacteroides coprocola para ARNr 16S, secuencia parcial, cepa: M16 - AB200224)

1 agagtttgat cctggctcag gatgaacgct agctacaggc ttaacacatg caagtcgagg

61 ggcagcatga acttagcttg ctaagtttga tggcgaccgg cgcacgggtg agtaacacgt

121 atccaacctt ccgtttactc agggatagcc tttcgaaaga aagattaata cctgatagta
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181
241
301
30l
421
481
541
601
66l
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccc
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatccg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacc
aggcgtctgt
gtgccataac
ccagactgcc
acgtccgggg
gatgccaatc
gctggattcg
tacacaccgc

cgccctaggg

gcatgatggce
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggc
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacgggggce
ttacccgggce
gaaggtgctg
gagcgcaacc
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagcc

taaaaccggt

ES 2748 826 T3

accattaaag
acggcccacce
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagc
ttaaattgca
catggttgtc
ctcgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagttc
cgcatcagcc
atgaaagccg

aattggggct

atttattggt
tagcctgcga
tccaaactcc
agccaagtag
aagtttccta
ccagcagccg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggcgcggt
ggggtacctg
aagtctaaca

aaacgatggg

tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttccttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttggce
tacgccggceca
gtggtttaat
gaggaaactt
gccgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggccgctac
ctgcaacccg
gaatacgttc
aagtgcgtaa

aggtaaccaa

gatgcgttcc
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgceg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgca
gtcggcttaa
agggctctgg
cacggccctt
ccggcaacgg
actccacgaa
ccgggcecttg

ccgcaaggag

SEQ ID NO:3 (gen de Bacteroides coprocola para ARNr 16S, secuencia parcial, cepa: M158 - AB200225)

1

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

agagtttgat
ggcagcatga
atccaacctt
tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccc
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatccg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacc
aggcgtctgt
gtgccataac

ccagactgcc

cctggctcag
acttagcttg
ccgtttacte
gcatgatagc
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggc
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacggggge
ttacccgggce
gaaggtgctg
gagcgcaacc

atcgtaagat

gatgaacgct
ctaagtttga
agggatagcc
accattaaag
acggcccace
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagce
ttaaattgca
catggttgtc
ctcgtggtca
gtgaggaagg

33

agctacaggc
tggcgaccgg
tttcgaaaga
atttattggt
tagcctncga
tccaaactcc
agccaagtag
aagtatccta
ccagcagccg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca

tggggatgac

ttaacacatg
cgcacgggtg
aagattaata
aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttccttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttggce
tacgccggceca
gtggtttaat
gaggaaactt
gccgtgaggt
ggttaagctg

gtcaaatcag

caagtcgagg
agtaacacgt
cctgatagta
gatgcgttcc
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgceg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgca
gtcggcttaa
aggactctgg

cacggccctt
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1201
12l
1321
1381
1441

acgtccgggyg
gatgccaatc

gctggattcg
tacacaccgc

cgccctaggg

ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagcc

taaaaccggt

ES 2748 826 T3

gttacaatgg
ctctcagttc
cgcatcagcc
atgaaagccg

aattggggct

gaggtacaga
ggactggagt
acggcgcggt
ggggtacctg
aagtcgtaac

aggcagctac
ctgcaacccg
gaatacgttc
aagtgcgtaa

aaggtaacca

ccggcgacgg
actccacgaa
ccgggccttg
ccgcaaggag

a

SEQ ID NO:4 (secuencia de ARNr 16S de consenso para cepa 675)

GTCTGGCTCAKGATGAACGCTAGCTACAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGGGGCAGCATGAACTTAGCTTGCTAAGT
TTGATGGCGACCGGCGCACGGGTGAGTAACACGTATCCAACCTCCCGCTTACTCAGGAATAGCCTTTCGAAAGAAAG
ATTAATGCCTGATGGTATCTTAAGCACACATGTAATTAAGATTAAAGATTTATCGGTAAGCGATGGGGATGCGTTCC
ATTAGGTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGCCGACGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGG
AACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCGAGCCTGAACCAGCC
AAGTAGCGTGAAGGATGAAGGTCCTATGGATTGTAAACTTCTTTTATACGGGAATAAAGTGGTCCACGTGTGGGCCT
TTGCATGTACCGTATGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCGAGCGTTATC
CGGATTTATTGGGTTTAAAGGGAGCGCAGACGGGGGATTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGTAAAATT
GCAGTTGATACTGGTTCCCTTGAGTGCAGTTGAGGCAGGCGGAATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATCA
CGAAGAACCCCGATTGCGAAGGCAGCCTGCTAAGCTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACACGGTAAACGATGGATACTCGCTGTTGGCGATATACTGTCAGCGGCCAAGCGAAA
GCATTAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGA
GGAACATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTAAATTGCAGACGAATTACTTGGAAACAG
GTAAGCCGCAAGGCGTCTGTGAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTCGGCTTAAGTGCCAT
AACGAGCGCAACCCTCGTGGCCAGTTACTAGCAGGTAACGCTGAGGACTCTGGCCAGACTGCCATCGTAAGATGCGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATGGGAGGTACAGAA
GGCAGCTACCCGGCGACGGGATGCCAATCTCCAAAGCCTCTCTCAGTTCGGACTGGAGTCTGCAACCCGACTCCACG
AAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
AAGCCATGAAAGCCGGGAGTACCTGAAGTGCGTAACCGCAAGGAGCGCCCTAGGGTAAAACCGGTAATTGGGGCTAA
GTCNTACGGGG

SEQ ID NO:5 (gen de Bacteroides thetaiotaomicron para ARNr 16S, secuencia parcial - M58763)

1

61
121
181
241
301
30l
421
481
541
601
661
T2EL
781
841
901
961
1021
1081
1141

cttntacaat
tgcaagtcna
ggtgagtaac
aatacccnat
ggggatgegt
gggttctgag
ggcagcagtyg
gatgactgcc
aattttgtat
acggagnatc
aagtcagttg
agtacagtag
aagctocgatt
gtatcaaaca
tgcgatatac
gcaacggtga
aattcgatga
cagtatagcc
ggtgtcggct
ctgaggactc

gaagagtttg
ggggcagcat
acgtatccaa
ggtataatca
tcecattagge
aggaaggtcc
aggaatattg
ctatgggttg
gtaccatatg
cgagcgttat
tgaaagtttyg
aggtgggcgg
gcgaaggcag
ggattagata
agtaagcggc
aactcaaagg
tacgcgagga
gyaaggcaaa
taagtgccat
tagagagact

atcctggctc
ttcagtttgc
cetgecgata
gaccgcatng
agttggtgag
cccacattgg
gtcaatgggc
taaacttctt
aataaggatc
ccggatttat
cggctcaacc
aattcgtggt
ctcactggac
ccctggtagt
caagcgaaag
aattgacggg
accttacccg
tgtgaaggtyg
aacgagcgca

gccgtecgtaa

34

aggatnaacg
ttgcaaactg
actcggggat
tcttrttatt
gtaacggctc
aactgagaca
gcaggcctga
ttatatggga
ggctaactcc
tgggtttaaa
gtaaaattgc
gtagcggtga
tgcaactgac
ccacacadgta
cattaagtat
ggcchgcaca
ggcttaaatt
ctgcatggtt

acccttatct

gatgtgagga

ctagctacag
gagatggcga
agectittcga
aaagaatttc
acnnaacctt
cggtccaaac
accagccaag
ataaagtttt
gtgccagcag
gggagcgtag
agttgatact
aatgcttaga
actgatgctc
aacgatgaat
tccacctggg
agcggaggaa
gcatttgaat
gtcgtcaget
ttagttacta
aggtggggat

gcttaacaca
ccggcgcacg
aagaaagatt
ggttatcgat
cgatggatag
tcctacggga
tagcgtgaag
ccacgtgtgg
ccncgntnat
gtggacagtt
ggctgtcttg
tatcacgaag
gaaagtgtgg
actcgctgtt
gagtacgccg
catgtggttt
atattggaaa
cgtgccgtga
acaggtcatg

gacgtcaaat



10

1201
12l
1321
1381
1441

cagcacngcc
tacctggtga
ccgacttcgt
ttccecgggen

taaccgcaag

cntacgtccg
caggatgcta
gaagctggat
ttgtacacac

gagcgtccta

ES 2748 826 T3

gggctacaca
atcccaaaag
tcgctagtaa
cgcccgtcaa

gggtaaaact

cgtgttacaa
cctetecteag
tcgcgcatca

gccatgaaag

ggtaattggg

SEQ ID NO:6 (secuencia de cromosomas de la cepa 675) - ver listado

tggggggtac
ttcggatcga

gccatggcgce
ccgggggtac
ge

de secuencia electronico de la WO

agaaggcagc
agtctgcaac
ggtgaatacg
ctgaagtacg

2016/203217.

SEQ ID NO:7 (secuencia de plasmidos de la cepa 675) - ver listado de secuencia electronico de la WO 2016/203217
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agagtttgat
ggcagcatga
atccaacctt
tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccce
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatceg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacc
aggcgtctgt
gtgccataac
ccagactgcce
acgtcecgggg
gatgccaatc
gctggattcg
tacacaccge
cgccectaggg

<210> 2
<211> 1490
<212> ADN

cctggctcag
acttagcttg
ccgtttacte
gcatgatggce
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggce
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacgggggc
ttacccggge
gaaggtgctg
gagcgcaacce
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagece
taaaaccggt

<213> Bacteroides coprocola

<400> 2

agagtttgat cctggctcag gatgaacgct agctacaggce ttaacacatg caagtcgagg
ggcagcatga acttagcttg ctaagtttga tggcgaccgg cgcacgggtg agtaacacgt
atccaacctt ccgtttactc agggatagcc tttcgaaaga aagattaata cctgatagta
tggtgagatt gcatgatggc accattaaag atttattggt aaacgatggg gatgcgttcc

attaggtagt
aaggtccccce
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatceg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacce
aggcgtctgt
gtgccataac
ccagactgcce
acgtccgggg
gatgccaatc
gctggattcg
tacacaccge
cgccectaggg

<210> 3

aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggce
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacgggggce
ttaccecggge
gaaggtgctg
gagcgcaacce
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagece
taaaaccggt
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gatgaacgct
ctaagtttga
agggatagcc
accattaaag
acggcccacc
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagc
ttaaattgca
catggttgtc
ctecgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagtte
cgcatcagcecce
atgaaagccg
aattggggct

acggcccacc
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatcce
ccgcacaagce
ttaaattgca
catggttgtc
ctecgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagttce
cgcatcagecce
atgaaagccg
aattggggct

agctacaggce
tggcgaccgg
tttcgaaaga
atttattggt
tagcctgega
tccaaactcc
agccaagtag
aagtttccta
ccagcagcceg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggegeggt
ggggtacctg
aagtctaaca

tagcctgega
tccaaactcc
agccaagtag
aagtttccta
ccagcagccg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggcgcggt
ggggtacctg
aagtctaaca

37

ttaacacatg
cgcacgggtg
aagattaata
aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
tteccttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttgge
tacgccggeca
gtggtttaat
gaggaaactt
gccgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggccgcectac
ctgcaacccg
gaatacgttc
aagtgcgtaa
aggtaaccaa

tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttcecttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttgge
tacgcecggeca
gtggtttaat
gaggaaactt
gccgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggccgctac
ctgcaaccceg
gaatacgttc
aagtgcgtaa
aggtaaccaa

caagtcgagg
agtaacacgt
cctgatagta
gatgcgttce
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgeg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgca
gtcggcttaa
agggctctgg
cacggccctt
ccggcaacgg
actccacgaa
ccgggecttg
ccgcaaggag
g

ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgeg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgca
gtcggcettaa
agggctctgg
cacggccctt
ccggcaacgg
actccacgaa
ccgggecttg
ccgcaaggag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1491

60

120
180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1490
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<211> 1491
<212> ADN

<213> Bacteroides coprocola

<400> 3

agagtttgat
ggcagcatga
atccaacctt
tggtgagatt
attaggtagt
aaggtccccce
aatattggtc
cggattgtaa
ccgtatgaat
gcgttatceg
aagtttgcgg
caggcggaat
aaggcagctt
ttagataccc
cagcggccaa
tcaaaggaat
gcgaggaacc
aggcgtctgt
gtgccataac
ccagactgcce
acgtccgggg
gatgccaatc
gctggattcg
tacacaccge
cgccectaggg

<210> 4

<211> 1474
<212> ADN

<213> Bacteroides

<400> 4

cctggctcag
acttagcttg
ccgtttacte
gcatgatagce
aggcggggta
acattggaac
aatgggcgag
acttctttta
aagcatcggce
gatttattgg
ctcaaccgta
tcgtggtgta
gctaaactgt
tggtagtcca
gcgaaagcat
tgacgggggc
ttaccecggge
gaaggtgctg
gagcgcaacce
atcgtaagat
ctacacacgt
cccaaaacct
ctagtaatcg
ccgtcaagece
taaaaccggt
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gatgaacgct
ctaagtttga
agggatagcc
accattaaag
acggcccacc
tgagacacgg
agcctgaacc
tacgggaata
taactccgtg
gtttaaaggg
aaattgcagt
gcggtgaaat
aactgacgtt
cacggtaaac
taagtatccc
ccgcacaagce
ttaaattgca
catggttgtc
ctecgtggtca
gtgaggaagg
gttacaatgg
ctctcagtte
cgcatcagcecce
atgaaagccg
aattggggct

agctacaggce
tggcgaccgg
tttcgaaaga
atttattggt
tagcctncga
tccaaactcc
agccaagtag
aagtatccta
ccagcagccg
agcgcagacg
tgatactggt
gcttagatat
catgctcgaa
gatggatact
acctggggag
ggaggaacat
gacgaattac
gtcagctcgt
gttactaaca
tggggatgac
gaggtacaga
ggactggagt
acggegeggt
ggggtacctg
aagtcgtaac

ttaacacatg
cgcacgggtg
aagattaata
aaacgatggg
tggatagggg
tacgggaggc
cgtgaaggat
cgtgtaggat
cggtaatacg
ggagattaag
ttccttgagt
cacgaagaac
agtgtgggta
cgctgttgge
tacgccggeca
gtggtttaat
gaggaaactt
gccgtgaggt
ggttaagctg
gtcaaatcag
aggcagctac
ctgcaacccg
gaatacgttc
aagtgcgtaa
aaggtaacca

caagtcgagg
agtaacacgt
cctgatagta
gatgcgttce
ttctgagagg
agcagtgagg
gaaggtccta
tttgtatgta
gaggatgcga
tcagttgtga
gcagttgagg
cccgattgeg
tcaaacagga
gatatactgt
acggtgaaac
tcgatgatac
gtaagccgceca
gtcggcttaa
aggactctgg
cacggccctt
ccggcgacgyg
actccacgaa
ccgggecttg
ccgcaaggag
a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1491

gtctggetca kgatgaacge tagctacagg cttaacacat gcaagtcgag gggcagcatg 60

aacttagctt gctaagtttg atggcgaccg gcgcacgggt gagtaacacg tatccaacct
ccecgettact caggaatage ctttcgaaag aaagattaat gecctgatggt atcttaagea

38
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60

cacatgtaat
taggcggggt
cacattggaa
caatgggecge
aacttctttt
taagcatcgg
ggatttattg
gctcaaccgt
ttcegtggtgt
tgctaagctg
ctggtagtcce
agcgaaagca
ttgacggggg
cttaccecggg
tgaaggtgct
cgagcgcaac
catcgtaaga
gctacacacg
ctccaaagcc
gctagtaatc
ccecgtcecaage
gtaaaaccgg

taagattaaa
aacggcccac
ctgagacacg
gagcctgaac
atacgggaat
ctaactccgt
ggtttaaagg
aaaattgcag
agcggtgaaa
taactgacgt
acacggtaaa
ttaagtatcc
cccgcacaag
cttaaattgc
gcatggttgt
cctegtggee
tgcgaggaag
tgttacaatg
tctectcagtt
gcgcatcage
catgaaagcc
taattggggce

<210>5

<211> 1482

<212> ADN

<213> Bacteroides thetaiotaomicron

<400> 5

cttntacaat
tgcaagtcna
ggtgagtaac
aatacccnat
ggggatgcgt
gggttctgag
ggcagcagtg
gatgactgcc
aattttgtat
acggagnatc
aagtcagttg
agtacagtag
aactccgatt
gtatcaaaca
tgcgatatac
gcaacggtga
aattcgatga
cagtatagcc
ggtgtcggcet
ctgaggactc
cagcacngcc
tacctggtga
ccgacttegt
ttccegggen
taaccgcaag

gaagagtttg
ggggcagcat
acgtatccaa
ggtataatca
tccattagge
aggaaggtcc
aggaatattg
ctatgggttg
gtaccatatg
cgagcgttat
tgaaagtttg
aggtgggcgg
gcgaaggcag
ggattagata
agtaagcggce
aactcaaagg
tacgcgagga
gyaaggcaaa
taagtgccat
tagagagact
cntacgteccg
caggatgcta
gaagctggat
ttgtacacac
gagcgtccta
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gatttatcgg
ctagccgacg
gtccaaactc
cagccaagta
aaagtggtcc
gccagcagcecce
gagcgcagac
ttgatactgg
tgcatagata
tgaggctcga
cgatggatac
cacctgggga
cggaggaaca
agacgaatta
cgtcagctceg
agttactagc
gtggggatga
ggaggtacag
cggactggag
cacggcgcgg
gggagtacct
taagtcntac

atcctggcectce
ttcagtttge
cctgececgata
gaccgcatng
agttggtgag
cccacattgg
gtcaatgggc
taaacttctt
aataaggatc
ccggatttat
cggctcaacc
aattcgtggt
ctcactggac
ccctggtagt
caagcgaaag
aattgacggg
accttacccg
tgtgaaggtg
aacgagcgca
gccgtegtaa
gggctacaca
atcccaaaag
tcgctagtaa
cgcccgtcaa
gggtaaaact

taagcgatgg
atggataggg
ctacgggagg
gcgtgaagga
acgtgtgggce
gcggtaatac
gggggattaa
ttccettgag
tcacgaagaa
aagtgtgggt
tcgetgttgg
gtacgccgge
tgtggtttaa
cttggaaaca
tgccgtgagg
aggtaacgct
cgtcaaatca
aaggcagcta
tctgcaaccce
tgaatacgtt
gaagtgcgta
9999

aggatnaacg
ttgcaaactg
actcggggat
tcttrttatt
gtaacggctc
aactgagaca
gcaggcctga
ttatatggga
ggctaactcc
tgggtttaaa
gtaaaattgc
gtagcggtga
tgcaactgac
ccacacagta
cattaagtat
ggccngcaca
ggcttaaatt
ctgcatggtt
acccttatct
gatgtgagga
cgtgttacaa
cctetectcag
tcgegecatca
gccatgaaag

ggtaattggg

39

ggatgcgttce
gttctgagag
cagcagtgag
tgaaggtcct
ctttgcatgt
ggaggatgcg
gtcagttgtg
tgcagttgag
cceccgattge
atcaaacagg
cgatatactg
aacggtgaaa
ttcgatgata
ggtaagccge
tgtcggcetta
gaggactctg
gcacggccct
cccggcgacg
gactccacga
ccecgggectt
accgcaagga

ctagctacag
gagatggcga
agcctttcga
aaagaatttc
acnnaacctt
cggtccaaac
accagccaag
ataaagtttt
gtgccagcag
gggagcgtag
agttgatact
aatgcttaga
actgatgcetce
aacgatgaat
tccacctggg
agcggaggaa
gcatttgaat
gtcgtcaget
ttagttacta
aggtggggat

tggggggtac
ttcggatcga

gccatggcege
ccgggggtac
gc

cattaggtag
gaaggtccce
gaatattggt
atggattgta
accgtatgaa
agcgttatcce
aaagtttgcg
gcaggcggaa
gaaggcagcc
attagatacc
tcagcggcecceca
ctcaaaggaa
cgcgaggaac
aaggcgtctg
agtgccataa
gccagactgce
tacgtcecggg
ggatgccaat
agctggattc
gtacacaccg
gcgccctagg

gcttaacaca
ccggegeacyg
aagaaagatt
ggttatcgat
cgatggatag
tcctacggga
tagcgtgaag
ccacgtgtgg
ccncgntnat
gtggacagtt
ggctgtcttg
tatcacgaag
gaaagtgtgyg
actcgectgtt
gagtacgccg
catgtggttt
atattggaaa
cgtgecegtga
acaggtcatg
gacgtcaaat
agaaggcagc
agtctgcaac
ggtgaatacg
ctgaagtacg

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1474

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1482
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende una cepa bacteriana del género Bacteroides que tiene una secuencia de ARNr
16s que es por lo menos un 98% idéntica a la SEQ ID NO:4, para su uso en un método de tratamiento o prevencion
de una enfermedad inflamatoria o autoinmune.

2. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en donde la composiciéon es para su uso en un método para
tratar o prevenir una enfermedad o afeccion seleccionada del grupo que consiste de asma como asma alérgica o
asma neutrofilica; artritis como artritis reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica o artritis idiopatica juvenil;
esclerosis multiple; neuromielitis éptica (enfermedad de Devic); espondilitis anquilosante; espondiloartritis; psoriasis;
lupus eritematoso sistémico; enfermedad inflamatoria intestinal como enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa;
enfermedad celiaca; enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC); uveitis escleritis; vasculitis; enfermedad de
Behcet; aterosclerosis; dermatitis atopica; enfisema; periodontitis; rinitis alérgica; y rechazo de aloinjerto.

3. La composicion para el uso de la reivindicacion 2, en donde la composicién es para su uso en un método para
tratar o prevenir el asma como asma neutrofilica o asma alérgica, y en donde la composicion es para su uso en un
método para reducir la neutrofilia o eosinofilia en el tratamiento del asma.

4. La composicion para el uso de la reivindicaciéon 2, en donde la composiciéon es para su uso en un método para
tratar o prevenir la artritis reumatoide, y en donde la composicién es para su uso en un método para reducir la
hinchazén articular en la artritis reumatoide.

5. La composicion para el uso de la reivindicacion 2, en donde la composicién es para su uso en un método para
tratar o prevenir la esclerosis multiple, y en donde la composiciéon es para su uso en un método para reducir la
incidencia o la gravedad de la enfermedad.

6. La composicion para el uso de la reivindicacion 2, en donde la composicién es para su uso en un método para
tratar o prevenir la uveitis, y en donde la composicion es para su uso en un método para reducir o prevenir el dafio
retiniano en la uveitis.

7. La composicion para el uso de cualquier reivindicacion anterior, en donde la composiciéon es para su uso en un
método para reducir la produccién de IL-17 o reducir la diferenciaciéon de células Th17 en el tratamiento o prevencion
de la enfermedad inflamatoria o autoinmune.

8. La composicion para el uso de cualquier reivindicacion anterior, en donde la composiciéon es para su uso en un
paciente con niveles elevados de IL-17 o células Th17.

9. La composicion para el uso de cualquier reivindicacién anterior, en donde la cepa bacteriana es de la especie
Bacteroides coprocola.

10. La composicion para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la cepa bacteriana tiene una
secuencia de ARNr 16s que es por lo menos un 99%, 99,5% o 99,9% idéntica a la SEQ ID NO: 4, o en donde la
cepa bacteriana tiene la secuencia de ARNr 16s representada por la SEQ ID NO:4.

11. La composicion para el uso de cualquier reivindicacion anterior, en donde la composicion es para administracion
oral, en donde la composicién comprende uno o mas excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables, y/o en
donde la cepa bacteriana esta liofilizada.

12. Un producto alimenticio o una composiciéon de vacuna que comprende la composicién de cualquier reivindicacion
anterior, para el uso de cualquier reivindicacion anterior.

13. Un cultivo celular o bioldgicamente puro de la cepa depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408.

14. Una composicion que comprende la célula de la reivindicacién 13, que comprende opcionalmente un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

15. Una célula de la cepa depositada con el nimero de acceso NCIMB 42408 para su uso en terapia, opcionalmente
en donde la célula es para su uso en un método definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-8.
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FIG. 7
% de neutrofilos.
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FIG. 16
% de neutrofilos.
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FIG. 18
% de linfocitos.
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Nivel de IL-9 en tejido pulmonar

ES 2748 826 T3

BSOS SO S SOaGEa DEOA E EO S D EBEOADAONBIEIOE

i 0]0S INAH

-ejowexa(

GL9 eda)

- O|N2IYaA

100+

wybd

74



Nivel de IL-1a en tejido pulmonar
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FIG. 41

Nivel de IL-5 en tejido pulmonar
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FIG. 43
Nivel de RANTES en tejido pulmonar

ES 2748 826 T3

ojos NdH

BUOS
-ejowexa(

Gl9 eda)d

I

- O[NdIYaA

300+

200+

iy 6d

81

100+




ES 2748 826 T3

euos
-ejawexa(
| S5 -
©
c
()
£
-
(o8
o A
=)
‘o
)
c
(<})
m =
)
o
=
L})
o E
e 6.9 edag
o |
2
Z
- O|N2JIYaA

150-

100-

50-
0

iy Bbd

82



Nivel de KC en tejido pulmonar
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FIG. 57
Nivel de IL-17F en tejido pulmonar
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Nivel de IL-1b en tejido pulmonar
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FIG. 60
Nivel de MIP-2 en tejido pulmonar

ES 2748 826 T3

LIEIEYETEY
ap Jojep

ojos INaH

LLFRuvy
av

6.9 edad

- O[N2IYaA

2000~

1500



FIG. 61
Nivel de KC en tejido pulmonar
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FIG. 64
Nivel de IL-33 en tejido pulmonar
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FIG. 65
Plantilla Visual para Puntuacion Histopatol
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3. 65(cont.)
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Grado 9

FIG. 65(cont.)
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Histopatologia: Puntuaciones

Histopatologia: Puntuaciones de Hueso
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Cepa N° 675 (N°4.9L, Grado 5)
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FIG. 72
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