ES 2796 834 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 796 834
Eint. a1

A23C 9/123 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 19.07.2012 ~ PCT/GB2012/051730
Fecha y nimero de publicacién internacional: 24.01.2013 WO013011320

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  19.07.2012 E 12753549 (0)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 11.03.2020  EP 2734057

Tl’tulo: Formulacién probiotica

Prioridad: @ Titular/es:

21.07.2011 GB 201112487 THE UNIVERSITY OF BRISTOL (100.0%)
Beacon House, Queens Road

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la Bristol BS8 1QU, GB
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

30.11.2020 COGAN, TRISTAN y
BAILEY, JENNY

Agente/Representante:
GONZALEZ PECES, Gustavo Adolfo

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2796 834 T3

DESCRIPCION
Formulacion probidtica

Esta invencion se refiere a una formulacion probidtica. Mas particularmente, la presente invencion describe un
organismo probidtico que es capaz de proliferar en un entorno que generalmente es desfavorable para los organismos
probidticos.

Los probidticos son organismos, generalmente bacterias, que se consideran beneficiosos en lugar de perjudiciales
para su huésped animal. En términos de salud digestiva, el concepto de consumo de bacterias beneficiosas ha sido
popular en los ultimos afios, a pesar de que Elie Metchnikoff propuso por primera vez el beneficio de consumir cepas
especificas de bacterias en 1907. Sugirié que, dado que las bacterias acido lacticas pueden prevenir la putrefaccion
de los alimentos almacenados, también pueden beneficiar el tracto gastrointestinal; el bacilo bulgaro (mas tarde
identificado como Lactobacillus delbruickii subespecie bulgaricus) aislado de un producto lacteo fermentado fue de
particular interés. Metchnikoff propuso que era la cepa éptima para consumir debido a su capacidad para producir
grandes cantidades de acido lactico con poco acido succinico o acético; su capacidad de coagular la leche
rapidamente, y la falta de alcohol y acetona producidos (1). El interés en los probiéticos disminuyé con la llegada de
los antibioticos. Sin embargo, con la aparicion de bacterias resistentes a los antibiéticos, hay un renovado interés en
las bacterias probiodticas, que ahora se definen como "microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas confieren un beneficio para la salud del huésped" (2). Ahora es un concepto popular que la acumulacion
de organismos probidticos en el intestino es beneficiosa para la salud general del organismo huésped y hay informes
que indican que la administracion de probiéticos es util en el tratamiento de la enfermedad intestinal.

Por ejemplo, siguiendo el trabajo de Metchnikoff, los probidticos, particularmente Lactobacillus spp., han sido probados
en el tratamiento de varias enfermedades. Los probiéticos de Lactobacillus spp. también han tenido éxito en el
tratamiento de la diarrea infecciosa aguda en nifios (3) y en la prevencion de la diarrea del viajero (4) y la diarrea
asociada a antibioticos (DAA) (5), pero no la enfermedad de Crohn (6). Por el contrario, dos preparaciones probidticas
que no se basan en Lactobacillus spp., VSL#3 y Escherichia coli Nissle 1917, han demostrado ser prometedoras en
el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (7-10). La enfermedad de Crohn se considera una
respuesta a un desencadenante ambiental en un huésped genéticamente susceptible. Se cree que el desencadenante
ambiental son las bacterias y la investigacion actual ahora se centra en la E. coli invasiva adherente (ECIA) (11). Los
presentes inventores consideraron que, si la enfermedad de Crohn es realmente desencadenada por bacterias,
entonces es un candidato atractivo para el tratamiento con un probidtico que podria superar a las bacterias
desencadenantes o podria desviar la respuesta inmune para prevenir la inflamacion no controlada, que es un rasgo
caracteristico de la enfermedad de Crohn y otras afecciones inflamatorias del intestino. Sin embargo, para que
cualquier probidtico lleve a cabo cualquiera de estas funciones, debe ser capaz de sobrevivir y competir en este
entorno desafiante.

Se ha descrito que otras bacterias tienen tolerancia al hierro, tal como el S. thermophilus descrita por Sieuwerts et al.,
(38) por Herve-Jimenez et al., (39) y por Simova et al., (37). Sin embargo, cuando se discute la notable expresion
diferencial de los genes de la proteina de transporte de hierro, Sieuwerts (38) describe que esta es una respuesta al
peroxido de hidrogeno y el uso de S. thermophilus en cocultivo no mostré un efecto de respuesta al hierro. Simova
(37) describe que la presencia de fortificacion con hierro o la concentracion de lactato ferroso no tuvieron un efecto
significativo en el tiempo necesario para alcanzar un pH de 4,5 y, por lo tanto, en las tasas de crecimiento. Los
presentes inventores probaron la cepa descrita por Herve-Jiménez et al., (39) y descubrieron que esta cepa no
respondia al hierro (cepa BAA250 en la Figura 17).

A este respecto, los presentes inventores sefialaron que los probiodticos Lacfobacillus spp., de uso general
generalmente no eran capaces de sobrevivir y competir en el ambiente hostil del intestino inflamado asociado con
tales enfermedades, y especialmente en presencia de hierro de la sangre en el intestino inflamado. Los presentes
inventores se propusieron investigar mas a fondo esta observacion.

Las bacterias acido lacticas (BAL) son organismos inusuales en el sentido de que no parecen tener un requerimiento
de hierro (12-14) aunque mantienen una alta demanda de manganeso (15). En el cuerpo humano, el hierro es
secuestrado por las transferrinas y la lactoferrina (16). El secuestro de hierro se considera el factor principal que limita
la tasa de crecimiento bacteriano en el cuerpo. Un aumento en la disponibilidad de hierro en el intestino mediante
suplementos dietéticos, hemorragia intestinal, cirugia, trauma o cuando esta bajo estrés, conducira a un aumento en
la abundancia de muchas especies bacterianas. Esto esta mediado por una mayor disponibilidad de hierro libre, o por
la presencia de noradrenalina, que descarga el hierro de los quelantes y puede suministrarlo a algunas especies de
bacterias (17-18). En estas condiciones de alto contenido de hierro, las BAL son sacadas de competencia rapidamente
a medida que otras especies aumentan su tasa de crecimiento en respuesta a la disponibilidad de hierro y predominan.
Por lo tanto, los presentes inventores determinaron que para que se mantengan niveles adecuados o terapéuticos de
bacterias probidticas en condiciones altas de hierro, deben ser capaces de responder a este elemento aumentando la
tasa de crecimiento para competir con la flora normal. Luego postularon que la incapacidad de competir con posibles
patégenos en condiciones de estrés y trauma, y especialmente en aquellas condiciones que dan como resultado un
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aumento en los niveles de hierro, puede contribuir a la falta de eficacia demostrada por muchos probiéticos basados
en BAL en el tratamiento de enfermedades.

Las cepas de bacterias acido lacticas son conocidas en la técnica como se describe, por ejemplo, en Bolotin et al.,
(2004), Nature Biotechnology, vol. 22, nimero 12, paginas 1554-1558.

Como se describira a continuacion, los presentes inventores han demostrado que la mayoria de las BAL no responden
a la disponibilidad de hierro mediada por noradrenalina aumentando la tasa de crecimiento. Muchas enfermedades
intestinales, tanto cronicas como agudas, estan asociadas con hemorragias intestinales que conduciran a niveles mas
altos de hierro presentes en el intestino. Por lo tanto, esto no presentara un entorno adecuado para la colonizacién
por probidticos convencionales basados en BAL, contribuyendo ain mas a la falta de eficacia observada con muchos
probidticos convencionales basados en BAL en el tratamiento de tales enfermedades.

Después de haber identificado este problema nunca antes visto, los presentes inventores investigaron la posibilidad
de identificar un probiodtico que de hecho fuera capaz de aumentar la tasa de crecimiento en respuesta a la
disponibilidad de hierro. Los presentes inventores identificaron y seleccionaron especies de bacterias que pueden
aumentar la tasa de crecimiento en estas condiciones.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona el Streptococcus thermophilus depositado como NCIMB 41856.
Este puede aumentar la tasa de crecimiento en respuesta a una mayor disponibilidad de hierro, especialmente en un
entorno competitivo in vivo en el que hay competencia por alimentos y otros requisitos para el crecimiento y la
reproduccion.

Ventajosamente, el Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de esta invencion presenta una alternativa a los
probidticos tradicionales de BAL spp., porque es, de hecho, activo y funcional en la poblacién de cultivo mixto que se
encuentra en el verdadero ambiente intestinal, incluso durante periodos de mayor concentracion de hierro por
hemorragia intestinal, trauma, estrés u otros factores. Por lo tanto, el Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la
presente invencién es adecuado para su uso en el tratamiento de enfermedades intestinales en general y
especialmente para su uso en aquellas enfermedades asociadas o complicadas por niveles elevados de hierro
resultantes, por ejemplo, de la presencia de sangre debido a sangrado intestinal o epitelios con fugas o por la presencia
de hierro suplementado de un suplemento nutricional o alimento fortificado.

El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion es capaz de mantener su aumento en la tasa
de crecimiento en un entorno de poblacién mixta en presencia de hierro durante mas de un dia y mas preferiblemente
durante varios dias. El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion puede crecer y competir
con otras bacterias intestinales, tales como los organismos comensales, pero especialmente en presencia de bacterias
patégenas, a las concentraciones de hierro que pueden encontrarse durante los periodos de hemorragia intestinal.

El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 es capaz de sobrevivir, reproducirse y crecer en un medio de crecimiento
rico en hierro en presencia de otros organismos durante un tiempo equivalente al del transito digestivo normal, tal
como al menos uno y hasta tres dias. El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion puede
crecer en presencia de bacterias enddgenas y patdgenas en un ambiente intestinal hostil o enfermo, asi como en un
ambiente intestinal saludable. Un ambiente intestinal "hostil" tiene la intencion de describir un ambiente intestinal en
el que los organismos probioticos generalmente luchan para competir con otros organismos y, por lo tanto, tienen una
tasa de crecimiento mas baja o no pueden sobrevivir. Los ejemplos, que no pretenden ser limitantes, de un ambiente
intestinal hostil, incluyen la presencia de sangre, la presencia de niveles de minerales inducidos artificialmente,
especialmente hierro y vitaminas, por ejemplo, de un suplemento, la presencia de agentes quelantes, la presencia de
medicamentos u otros medicamentos que impactan en el ambiente intestinal, cambios causados por enfermedades
gastrointestinales crénicas y cambios inducidos hormonalmente, tal como el estrés.

El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion es tolerante al pH bajo para permitir el paso a
través del estdmago durante la digestion y, en consecuencia, el Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 puede
sobrevivir a un pH de 2. El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 puede sobrevivir a un pH por debajo de 2 tal
como 1,5 o incluso mas bajo. Esto se puede lograr en un entorno de poblaciéon mixta como el que se encuentra in vivo.
Alternativamente, para superar los problemas asociados con el pH gastrico bajo, el Streptococcus thermophilus NCIMB
41856 se puede proporcionar en una formulaciéon que es en si misma resistente al pH gastrico bajo, tal como por
ejemplo con un recubrimiento entérico resistente a la digestion o especialmente en forma de comprimido o capsula.
Tal recubrimiento puede ser de tipo convencional para una capsula o comprimido para administracion oral.

El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 puede sobrevivir, reproducirse y crecer en un medio de crecimiento de
pH bajo equivalente al pH gastrico tipico durante al menos el tiempo tipico del transito gastrico que es de
aproximadamente dos horas. Esto se puede lograr en un entorno de poblacién mixta como el que se encuentra in vivo.

El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion es conocido por la designacion interna de
Streptococcus thermophilus JB010. El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 (JB010) de la invencidon puede
identificarse mediante secuenciacion de ADN total o parcial, tal como el analisis de ADN polimérfico amplificado
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aleatoriamente (RAPD) en el que los cebadores M13 y MSP se usaron para amplificar aleatoriamente fragmentos de
ADN de cepas de S. thermophilus. El patron de bandas unico generado por S. thermophilus NCIMB 41856 (JB010)
demuestra diferencias genéticas entre esta cepa y todas las demas cepas examinadas. Esto muestra que el
Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion es diferente de la cepa VSL#3 disponible
comercialmente. Los detalles de este analisis RAPD se expondran con mas detalle en los siguientes ejemplos.

El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion ha sido depositado en el Cultivo Nacional de
Bacterias Industriales (Ferguson Building Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA UK, una Autoridad de
Depdsito Internacional registrada bajo el Tratado de Budapest) bajo el nimero de acceso NCIMB 41856.

El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencidon puede proporcionarse en una composicion
adecuada para uso como alimento, suplemento alimenticio, producto lacteo, producto lacteo fermentado, yogur, un
producto alimenticio de formulacién no lacteas, un nutracéutico o como un compuesto terapéutico. Dicha composicién
puede basarse en un producto lacteo, tal como es convencional para los probiéticos. El producto lacteo es
preferiblemente un producto lacteo fermentado tal como yogur. La composicion puede contener el Streptococcus
thermophilus NCIMB 41856 como Unico ingrediente probidtico, tal como el probidtico principal o puede contener una
mezcla de probidticos. Las formulaciones no lacteas, las formulaciones con base en alternativas lacteas tales como la
leche de soja y los yogures, las formulaciones con base en frutas y similares también se consideran suplementos
alimenticios. Especialmente cuando la composicion es un suplemento alimenticio, la composicién puede comprender
otros ingredientes tales como saborizantes u otros ingredientes alimenticios convencionales para mejorar el sabor, la
palatabilidad, la textura u otras propiedades organolépticas de la composicion.

Como alternativa, el Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion puede proporcionarse en
forma de polvo, capsula o comprimido, y por lo tanto los ingredientes convencionales para ese sistema de
administracion estaran presentes, por ejemplo, gelatina, celulosa, almidones, excipientes, aglutinantes, sabores,
antiaglomerantes, conservantes y otros vehiculos e ingredientes de administracion farmacéuticamente aceptables.

Mas especificamente, la presente invencién proporciona un alimento, un suplemento alimenticio, nutracéutico o un
compuesto terapéutico que comprende el Streptococcus thermophilus NCIMB 41856.

Se prevé que la presente invencién sea utilizable en el tratamiento de enfermedades intestinales, asociadas con un
aumento en la disponibilidad de hierro en el intestino, o de enfermedades intestinales en las que el aumento en la
biodisponibilidad del hierro se debe a hemorragia intestinal, cirugia, trauma, estrés, enfermedad de Crohn, colitis
ulcerosa, sindrome del intestino irritable, enfermedad celiaca, gastroenteritis, pancreatitis u otra enfermedad intestinal
cronica o de enfermedades intestinales tales como Ulcera, o pueden ser agudas tales como lesiones, infeccion (por
ejemplo infeccion por C. difficile o infeccion por Helicobacter) o infestacion por protozoos o gusanos.

El alimento, suplemento alimenticio, nutracéutico o compuesto terapéutico puede proporcionarse en una formulacion
adecuada para uso en humanos o en animales.

El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion también puede actuar localmente para reducir
el nivel de inflamacién cronica en el intestino. Esto es preferible ya que permite que el sistema inmunitario adaptativo
elimine cualquier infeccion de manera controlada y promueva la regulacién y resolucion de la inflamacion intestinal.

Los mecanismos a través de los cuales se ha supuesto que actuan los probidticos son numerosos e incluyen una
influencia en el tiempo de transito intestinal, la competencia con los patégenos y la modulaciéon inmune. No esta claro
qué efecto sobre el sistema inmune es mas deseable. Es posible que se requiera una respuesta proinflamatoria para
eliminar la infeccion de manera mas efectiva (19-20), sin embargo, la activacion prolongada de NF-kB y la posterior
produccion de IL-8, RANTES y CXCL10 se ha implicado en modelos animales de Ell (21). Por el contrario, se ha
demostrado que las cepas de bacterias probidticas actian especificamente sobre los componentes de la respuesta
inmune adaptativa para reducir la inflamacion y promover la regulacion. Faecalibacterium prausnitzii es una cepa
probiotica capaz de reducir la expresion de las citocinas proinflamatorias IL-12 e IFNy por las PBMC (22). La
sobrerregulacion de IEL reguladoras en un modelo de colitis en ratones fue inducida por dos mezclas de probidticos:
L. acidophilus y B. longum; L. plantarum, S. thermophilus y B. animalis subespecie lactis (23). Ademas, una
combinacién de L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, B. bifidum y S. thermophilus subregularon las respuestas de
citocinas Th1, Th2 y Th17, indujeron la generacion de Tregs CD4* Foxp3* y promovieron células dendriticas
reguladoras que expresan altos niveles de las citocinas reguladoras IL-10 y TGF( (24).

Como se expuso anteriormente, las BAL tiene requisitos Unicos muy bajos para el hierro (12-14). El aumento de la
biodisponibilidad del hierro durante el sangrado intestinal puede aumentar la tasa de crecimiento y la virulencia de
muchos patdgenos gastrointestinales (25); En estas condiciones, las BAL pueden ser superadas. Los resultados
obtenidos por los presentes inventores indican que la mayoria de las BAL no pueden responder al aumento de la
biodisponibilidad de hierro (véase la Tabla 1 a continuacién), con la excepcion de Lactobacillus acidophilus ASF360 y
Strep. thermophilus de la presente invencion, Streptococcus thermophilus NCIMB 41856. Se cree que uno de los
principales mecanismos para la accion de los probidticos es la exclusién competitiva de los patégenos. Los resultados
de los presentes inventores respaldan su teoria de que los probidticos basados en BAL son ineficientes durante la
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enfermedad inflamatoria activa debido a su incapacidad para competir con los patégenos en presencia de hierro,
debido a hemorragias o a los suplementos.

Para que un probiético sea eficaz en el tratamiento de la Ell, los presentes inventores consideran que debe ser capaz
de competir eficazmente con los patégenos en las condiciones que se encuentran en el intestino no sano. También
deberia ser capaz de controlar las respuestas inmunes a los patdgenos y restaurar la normalidad. Estas son las
propiedades principales que se investigaron en este trabajo. Utilizando un proceso de seleccion racional, los presentes
inventores determinaron que la cepa sensible al hierro de S. thermophilus NCIMB 41856 muestra potencial probidtico.
Este S. thermophilus NCIMB 41856 funcioné al menos tan bien, y en muchos casos, mejor que las cepas mas
ampliamente investigadas de L. acidophilus y E. coli Nissle 1917. Se sabe que E. coli puede responder al hierro (25),
y los presentes inventores han demostrado que S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856) también puede responder al
hierro (Tabla 1). Sin embargo, mientras que los presentes inventores han descubierto que S. thermophilus JB010
(NCIMB 41856) promovié una respuesta antiinflamatoria, encontraron que, de acuerdo con los hallazgos de otros
grupos (26), E. coli Nissle 1917 provoco una respuesta proinflamatoria del intestino y de las células y lineas celulares
derivadas del intestino. Los presentes inventores han planteado la hipétesis de que la activacién de las células
epiteliales, como se demuestra en el presente documento, por la capacidad de E. coli Nissle 1917 para inducir una
respuesta de NF-kB e IL-8, conduce a un aumento de las defensas inmunes innatas, mejorando asi la funciéon de
barrera (27). Sin embargo, se han planteado preocupaciones sobre la seguridad de E. coli Nissle 1917 como probiético,
particularmente en pacientes inmunocomprometidos (28).

Los resultados presentados aqui muestran que la cepa de los presentes inventores de S. thermophilus (NCIMB 41856,
también denominada JB010), es un probidtico prometedor en los experimentos in vitro. S. thermophilus se ha pasado
por alto en gran medida como una cepa de bacterias probidticas a favor de Lacfobacillus o Bifidobacterium spp y se
ha realizado poco trabajo para determinar el modo de accién de este probidtico. A pesar de esto, S. thermophilus spp.
es un constituyente de la preparacion probidtica VSL # 3, que es una de las pocas terapias probiéticas que tiene un
efecto significativo en el tratamiento de la Ell (10). La literatura publicitaria para VSL#3 sugiere que es la combinacion
o mezcla de las ocho cepas de bacterias que componen VSL#3 junto con el aumento en el numero de bacterias
presentes en una sola dosis del producto lo que proporciona este efecto beneficioso al proporcionando la "flora
intestinal 6ptima". Ademas, los presentes inventores han demostrado que el S. thermophilus presente en VSL#3 no
responde al hierro de la misma manera que el S. thermophilus NCIMB 41856 de la presente invencion.

Los presentes inventores también han demostrado mediante analisis de ADN RAPD, como se describe a continuacion,
que su cepa de S. thermophilus (Streptococcus thermophilus NCIMB 41856) no es la misma que la presente en VSL#3
(véase la Figura 10 que muestra la diferencia en el analisis de ADN entre los dos).

Los presentes inventores también han determinado las secuencias de genes parciales de los genes sodA, dpr, 16Sy
rpoB de Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 y han determinado, por alineacion, que difieren de las mismas
secuencias en las cepas de bacterias acido lacticas LMG 18311, CNRZ1066, JIM 8232 y VSL#3 (véanse las Figuras
11-16). Los genes sodA y dpr se han asociado con el uso de hierro y/o manganeso en bacterias, especialmente BAL,
mientras que los genes 16S y rpoB son representativos del linaje bacteriano.

El S. thermophilus también esta presente en la mayoria de los productos lacteos fermentados, algunos de los cuales
se han utilizado con éxito como tratamientos terapéuticos (29); sin embargo, los niveles de esta subespecie bacteriana
presente en esos productos son demasiado bajos para tener un efecto probidtico (30). Los presentes inventores han
encontrado que el efecto beneficioso ejercido por Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 depende de la dosis, con
una dosis in vitro optima 1000 veces mas concentrada que la encontrada en la mayoria de los productos lacteos
fermentados previamente probados. Pocos estudios han analizado el efecto probiético de S. thermophilus solo, sin
embargo, se informo que la leche fermentada con esta cepa de bacterias era equivalente a los inhibidores de la bomba
de protones en la reduccioén de la gastritis inducida por medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (31).

Los presentes inventores creen que el efecto predominante de S. thermophilus JBO10 (NCIMB 41856) seria reducir la
inflamacion en el intestino, en primer lugar, ejerciendo sus efectos desde el lumen del intestino y, en segundo lugar,
cuando la funcién de barrera intestinal se ve comprometida, por el cruce a través del epitelio e interactuando con las
células subyacentes. En el presente documento, los presentes inventores han demostrado que esta cepa de bacterias
probidticas es capaz de reducir la muerte de células epiteliales, asi como la respuesta de NF-kB e IL-8 al patégeno, lo
que limita la respuesta proinflamatoria iniciada por el sistema inmune innato. Ademas, actia sobre el sistema
inmunitario adaptativo modulando la respuesta de las células T, promoviendo la regulacién y reduciendo la inflamacion.
La respuesta proinflamatoria a E. coli patégena se cancel6 esencialmente mediante la adicion de Streptococcus
thermophilus NCIMB 41856, devolviendo los niveles de los subconjuntos de células T variables a los observados en
condiciones normales en el sistema ex vivo de los presentes inventores. Esto se enfatizé ain mas por la capacidad
de S. thermophilus JBO10 (NCIMB 41856) para reducir la transcripcion de ARNm que codifica TNFa en respuesta a
ECIA. Como se mencioné anteriormente, ECIA se ha implicado en la patogénesis de la enfermedad de Crohn, por lo
tanto, la capacidad de S. thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856) para reducir la produccion de TNFa, la principal citocina
proinflamatoria presente en esta afeccion, es muy importante.
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En conclusion, S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856) es una cepa de bacterias probidticas sensibles al hierro con
aplicaciones de largo alcance, capaz de reducir la salida de bacterias patdgenas del lumen del intestino, mejorar la
funcién de barrera y reducir la inflamacion intestinal.

Por consiguiente, la presente descripcion proporciona un Streptococcus thermophilus spp. que puede actuar
localmente para reducir el nivel de inflamacién crénica en el intestino.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 para usar como
medicamento para la reduccién de la inflamacién crénica en el intestino.

El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856 también puede aumentar la tasa de crecimiento en respuesta a la
disponibilidad de hierro.

La invencion se describira ahora con referencia a y como se ilustra en los dibujos adjuntos, de los cuales:

La Figura 1 es una serie de graficos que ilustran el efecto de los probidticos sobre la proliferacion y muerte de las
células epiteliales en respuesta a la E. coli patégena. a) Proliferacion de células T84; b) proliferacion de células
Caco-2; c) muerte de las células T84; d) muerte de las células Caco-2. Los resultados se muestran a partir de 3
experimentos replicados y se expresan como la media £ M.E.E. * p< 0,05, ** p< 0,01 y *** p< 0,001;

La Figura 2 es una serie de graficos que detallan aun mas los resultados mostrados en la Figura 1 para las células
Caco-2 que ilustran el cambio en la TEER en respuesta a E. coli y el efecto de los probiéticos en esta respuesta. *
p=< 0,05, ** p< 0,01 y *** p< 0,001;

La Figura 3 es una serie de graficos que detallan aun mas los resultados mostrados en la Figura 1 para las células
T84 que ilustran el cambio en la TEER en respuesta a E. coli y el efecto de los probidticos en esta respuesta. * p<
0,05, ** p< 0,01 y *** p< 0,001;

La Figura 4 es una serie de graficos que ilustran el efecto de los probidticos sobre la respuesta de NF-«B (a) e IL-
8 (b) al patégeno. Los resultados se muestran a partir de 6 experimentos replicados y se expresan como la media
+ M.E.E. * p< 0,05, ** p< 0,01 y *** p< 0,001;

La Figura 5 es una serie de graficos que ilustran el cambio porcentual en los niveles de ARNm de citocinas
inducidos por las células T en respuesta a E. coli con y sin probidtico. Los resultados se expresan como la media
+ M.E.E. * p= 0,05;

La Figura 6 es una serie de graficos que ilustran la translocacién de bacterias a través de una monocapa de células
epiteliales Caco-2 o T84. Los resultados se muestran a partir de 3 réplicas y se expresan como las medias. * p<
0,05, ** p< 0,01 y *** p< 0,001;

La Figura 7 es una serie de fotografias que muestran la expresion de ocludina (originales de color rojo; gris claro
en blanco y negro) en monocapas de células epiteliales (a). b) Proporcién de pixeles positivos para la tincion de
ocludina en relacion con todo el campo de vision. Los resultados se expresan como la media + M.E.E. * p< 0,05 y
**p<0,01;

La Figura 8 es una serie de graficos que ilustran el cambio porcentual en la expresion del ARNm del factor de
transcripcion de T-box21 (Th1), RORC (Th17) y Foxp3 (Treg) en respuesta a E. coli y el efecto de los probioticos
en su expresion. Los resultados se expresan como la media + M.E.E. * p< 0,05y ** p< 0,01;

La Figura 9 es una serie de graficos que ilustran el cambio porcentual en los niveles de ARNm de citocina inducidos
por las células T en respuesta a E. coli con y sin probidtico. Los resultados se expresan como la media + M.E.E. *
p< 0,05y ** p< 0,01;

La Figura 10 es una fotografia de un gel que muestra los fragmentos de ADN producidos después de la PCR de
RAPD;

La Figura 11 muestra el listado de secuencias de los genes sodA, dpr, 16S y rpoB de Strepfococcus thermophilus
NCIMB 41856;

La Figura 12 muestra la alineacion comparativa del gen sodA de las cepas bacterianas acido lacticas LMG 18311,
CNRZ1066, JIM 8232, VSL#3 y JMB010 (Streptococcus thermophilus NCIMB 41856);

La Figura 13 muestra la alineacién comparativa del gen dpr de las cepas bacterianas acido lacticas LMG 18311,
CNRZ1066, JIM 8232, VSL#3 y JMB010 (Streptococcus thermophilus NCIMB 41856);

La Figura 14 muestra la alineacion comparativa del gen 16S de las cepas bacterianas acido lacticas LMG 18311,
CNRZ1066, JIM 8232, VSL#3 y JMB010 (Streptococcus thermophilus NCIMB 41856);

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2796 834 T3

La Figura 15 muestra la alineacién comparativa del gen rpoB de las cepas bacterianas acido lacticas LMG 18311,
CNRZ1066, JIM 8232, VSL#3 y JMB010 (Streptococcus thermophilus NCIMB 41856);

La Figura 16 muestra los cambios basicos especificos entre las cepas bacterianas acido lacticas LMG 18311,
CNRZ1066, JIM 8232, VSL#3 y JMBO010 (Streptococcus thermophilus NCIMB 41856) en los genes sodA, dpr, 16S
y rpoB (linaje);

La Figura 17 es un grafico que muestra las tasas de respuesta al de crecimiento de JMB010 (Streptococcus
thermophilus NCIMB 41856) y VSL#3 y BAA-250 en presencia de hierro, en las que la linea azul (*) define el nivel
medio de hierro en las heces de las personas que no toman suplementos de hierro y la linea roja (**) definen el
nivel medio de hierro en las heces de las personas que toman suplementos de hierro, y las lineas punteadas
representan el nivel de hierro utilizado para fortificar el yogur en la descripcion de Simova et al., (37), y

La Figura 18 es un grafico que muestra la adherencia de las cepas bacterianas S. thermophilus JB010
(Streptococcus thermophilus NCIMB 41856), S. thermophilus JB021, E. coli K12, E. coli HM427 y E. coli HM615 a
las células Caco 2.

Ejemplos
Las bacterias

Se usaron especies de bacterias acido lacticas que se han empleado como probiéticos. Estas fueron: L. bulgaricus
JB005, L. casei JB006, L. casei JBO08, B. animalis JBO07 y B. bifidum JB009 (aisladas de yogur por los presentes
inventores); L. plantarum JB011 y L. helveticus JB012 (aisladas por los presentes inventores a partir de capsulas
probidticas); y los aislados comensales L. acidophilus ASF360 y L. salivarius ASF361 (componentes de la flora
Schaedler). Los inventores aislaron del yogur dos cepas de S. thermophilus (JB004 y JB010 [Streptococcus
thermophilus NCIMB 41856]). Se utilizaron dos cepas de ECIA: HM427 y HM615 (amablemente proporcionadas por
el Dr. Barry Campbell y el profesor Jon Rhodes, de la Universidad de Liverpool), al igual que E. coliK12y E. coli Nissle
1917 (aisladas de Mutaflor (Ardeypharm GmbH, Herdecke, Alemania). Todas las cepas de E. coli se cultivaron en
volumenes de 10 ml de caldo LB (Oxoid, Cambridge, Reino Unido) a 37 °C durante la noche. S. thermophilus se cultivd
en caldo M17 suplementado con lactosa (Oxoid) y Lactobacillus spp se cultivaron en caldo MRS (Oxoid) durante la
noche en una atmdsfera microaerdbica. Las bacterias acido lacticas se cultivaron en medio de suero-SAPI con y sin
(-)noradrenalina 100 pM (Sigma, Poole, Reino Unido) para determinar si eran capaces de responder a ella. Se tomaron
medidas de DO a las 24, 48 y 72 horas para determinar el crecimiento bacteriano. Las diferencias se analizaron
utilizando un ANOVA de medidas repetidas.

Identificaciéon de Streptococcus thermophilus NCIMB 41856

El Streptococcus thermophilus spp. NCIMB 41856 se determiné que era diferente a la cepa conocida VSL#3 mediante
el uso de andlisis de ADN polimoérfico amplificado aleatoriamente (RAPD) en el que los cebadores M13 y MSP se
usaron para amplificar aleatoriamente fragmentos de ADN de diversas cepas de S. thermophilus. El patrén de bandas
unico generado por S. thermophilus NCIMB 41856 demuestra las diferencias genéticas entre esta cepa y todas las
demas cepas examinadas, incluida VSL#3 (véase la Figura 10).

RAPD

El analisis del ADN polimérfico amplificado aleatoriamente (RAPD) es una técnica utilizada para determinar las
diferencias entre especies en los aislamientos de S. thermophilus. Dos conjuntos de cebadores descritos
anteriormente, M13 (5'-gagggtggcggttct-3') y MSP (5'-gtaaaacgacggccagt-3') (36), se usaron colectivamente para
producir fragmentos aleatorios que generan un patron de huellas dactilares caracteristico después de la electroforesis
en gel. Se extrajo el ADN de los aislados de S. thermophilus resuspendiendo un pequerio barrido de colonias en 500
pl de agua libre de nucleasas y calentandolo a 100 °C durante 10 minutos. La PCR se realizé usando GoTaq Hot Start
Polymerase (Promega), 0,2 uM de cada cebador y 5 yl de ADN en un volumen final de 25 pl por reaccion. Las
concentraciones de cloruro de magnesio se ajustaron a 7,2 mM en la reaccion final mediante la adicion de MgCl, 50
mM. Las incubaciones de las muestras se realizaron en un termociclador de efecto Peltier DNA de Engine DYAD (MJ
Research) a 95 °C durante 2 minutos y luego 60 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 45 °C durante 30 segundos y
72 °C durante 80 segundos, seguido de un periodo final de 4 minutos a 72 °C. Los productos de PCR se corrieron en
un gel de agarosa al 1,5 % para visualizar fragmentos de ADN. Los resultados se muestran en la Figura 10 en la que
el control es el agua de la mezcla de PCR y contiene una banda amplificada del ADN residual de E. coli presente en
la mezcla de PCR.

Proliferacion y muerte de células epiteliales

El aumento de la renovacion de las células epiteliales es una respuesta comun a la infeccion, por lo tanto, se evalud
el efecto de E. coli patégena sobre la proliferacion y muerte de lineas celulares epiteliales y el efecto de los probidticos
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en esto. Todos los reactivos de cultivo celular se adquirieron a través de PAA Laboratories (Austria) a menos que se
especifique lo contrario. Se cultivaron células T84 (una célula intestinal metastasica en el pulmén) y células de
adenocarcinoma humano Caco-2 (colénicas) en DMEM/F-12 de Ham's o DMEM respectivamente, suplementado con
FCS al 10 %, L-glutamina 2 mM y 100U/ml de penicilina/estreptomicina en placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos
a una densidad inicial de 2,4 x 10* células por pocillo. Después de 3 dias de incubacion, el medio se cambi6 por uno
que no contenia antibidticos y las células se marcaron con BrdU para cuantificar la proliferacion. Se agregaron
bacterias a los cultivos de células epiteliales a una MOI de 30 y se incubaron durante 24 horas a 37 °C con 5 % de
CO.. Después de 24 horas, se recogieron los sobrenadantes para determinar los efectos citotoxicos de las bacterias
utilizando el kit de ensayo de citotoxicidad no radiactivo Cytotox 96 (Promega, Southampton, Reino Unido) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La cuantificacion de la incorporacion de BrdU en las células se determiné usando
el sistema ELISA de proliferacion celular BioTrack (GE Healthcare, Chalfont St Giles, Reino Unido) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las diferencias se analizaron mediante pruebas t pareadas (GraphPad Prism 5,
California, EE. UU.).

Ensayos de NF-kB

El NF-kB se activa después de la sefializacion de TLR en las células epiteliales y desempefia un papel clave en la
regulacion de la respuesta inmune a la infeccion, en particular induciendo una respuesta proinflamatoria. Con el fin de
determinar el efecto del patdgeno y el probidtico en esta sefial proinflamatoria, se midio la actividad de NF-kB mediante
ensayos de luciferasa. Se sembraron células Caco-2 (células de adenocarcinoma de colon humano) en placas de
cultivo de tejidos de 12 pocillos a una densidad inicial de 6 x 10° células por pocillo. Después de 2 dias de cultivo, las
células se transfectaron con un plasmido indicador que tenia un elemento de respuesta de NF-«kB, pGL4.32 (Promega),
y el indicador de control interno pGL4.74 (Promega) usando lipofectamina (Invitrogen, California, EE. UU.). Veinticuatro
horas después, se reemplazé el medio con 1x HBSS (Invitrogen) y se agregaron bacterias a una MOI de 30. Después
de 40 horas, se lisaron las células y se cuantificod la actividad de luciferasa usando un ensayo dual informador de
luciferase (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las diferencias se analizaron mediante pruebas
t pareadas (GraphPad Prism 5). Las células T84 no pudieron transfectarse eficazmente usando estos plasmidos
informadores y, por lo tanto, no se muestran los resultados.

Deteccion de IL-8

La IL-8 es liberada por las células epiteliales después de la sefalizacion de NF-kB y su liberacion provoca el
reclutamiento de células inflamatorias. Con el fin de determinar el efecto de posibles cepas probidticas en la produccion
de IL-8, se sembraron células T84 en placas de cultivo de tejidos de 12 pocillos a una densidad inicial de 6 x 10°
células por pocillo. Después de 3 dias de cultivo, el medio se reemplaz6 con medio libre de antibidticos y se agregaron
bacterias a una MOI de 30. Después de 6 horas, se recogieron los sobrenadantes. La citotoxicidad se determiné como
anteriormente y la produccion de IL-8 se cuantificé por ELISA usando el DuoSet de IL-8/CXCL8 humana (R&D
Systems, Minneapolis, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La produccién de IL-8 se corrigié por
la muerte celular y se analizaron las diferencias mediante pruebas t pareadas (GraphPad Prism 5). Las células Caco-
2 no produjeron niveles suficientes de IL-8 y, por lo tanto, no se muestran los resultados.

Crecimiento de monocapas de células epiteliales y desafio con bacterias

Para determinar si las cepas probitticas candidatas de los presentes inventores podrian cruzar la barrera epitelial y si
tenian algun efecto sobre el paso de cepas patdgenas de E. coli, se sembraron células Caco-2 y T84 sobre membranas
Transwell de 12 mm (12 mm de diametro, tamafio de poro de 3 um; Corning Glass Works, Corning, NY) en placas de
cultivo de tejidos de 12 pocillos a una densidad inicial de 3 x 10° células por inserto. Las placas se incubaron a 37 °C
con 5 % de CO; durante 8-10 dias hasta que las células formaron monocapas confluentes y la resistencia transepitelial
(TEER) fue superior a 300 Q/cm? medida con un voltimetro epitelial como indicador de permeabilidad de membrana.
Luego, el medio se cambid a uno que no contenia antibidticos y se agregaron bacterias al pocillo apical del inserto
Transwell a una MOI de 30. Se midi6 la TEER de todas las monocapas a intervalos de 2 horas hasta 12 horas y se
analizaron las bacterias en el pocillo basal enumerado cada 2 horas hasta 10 horas. Las diferencias se evaluaron en
cada punto de tiempo usando pruebas t pareadas (GraphPad Prism 5). En un experimento separado, se retir6 el medio
de las Transwell después de 10 horas y se examinaron las monocapas como se detalla a continuacion.

Tincion de ocludina

La ocludina es un componente de casi todas las uniones celulares estrechas, por lo tanto, para determinar la
descomposicion de la unidn estrecha, se fijaron los insertos Transwell en metanol enfriado con hielo a 4 °C durante la
noche. Los insertos se lavaron en PBS y las células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1 % durante 10 minutos
antes de volver a lavarlas. El anticuerpo monoclonal anti-ocludina de ratén (Zymed, California, EE. UU.) se diluyd
1/200 y se afiadi6 a la camara apical del inserto y se incubd a temperatura ambiente durante 45 minutos. Los insertos
se lavaron luego en PBS y se incubaron durante 45 minutos mas con anticuerpo anti-raton de cabra especifico del
isotipo conjugado con TRITC (Southern Biotech, Birmingham, AL, EE. UU.) diluido 1/100 en la camara apical. Luego
se lavaron los insertos con PBS y se cortaron las membranas de los insertos con un bisturi y se montaron en
portaobjetos con Vectashield que contenia DAPI (Vector Laboratories, California, EE. UU.). La tincion fluorescente se
examind en un microscopio Leica DMRA equipado con una camara monocromatica Hamamatsu Orca-ER. Se
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digitalizaron diez campos de visién por portaobjetos con un aumento de 40x utilizando el software Leica Q-Fluoro. Las
imagenes se observaron utilizando el software ImagedJ (http://rsb.info.nih.gov/ij) y los pixeles positivos se contaron
automaticamente como se describié anteriormente (32). La importancia de las diferencias se determind6 mediante
ANOVA unidireccional (GraphPad Prism 5).

Aislamiento y cultivo de células T

Se aislaron leucocitos de la lamina propia del intestino para determinar el efecto de las cepas patégenas de E. coli y
los posibles probidticos sobre la respuesta inmune adaptativa. Se recogio tejido intestinal resecado de pacientes
sometidos a cirugia por complicaciones asociadas con la enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa y de pacientes con
cancer colorrectal después del consentimiento informado y con la aprobacion ética adecuada. La mucosa se separé
del musculo, se cortd en pequefios fragmentos y se incubo en colagenasa (100 U/ml; Sigma) durante 2 horas a 37 °C.
Las células se lavaron en PBS y los leucocitos se purificaron sobre gradientes discontinuos de Percoll (35-75 %; GE
Healthcare). El recuento celular y la viabilidad se determinaron mediante exclusién con azul de tripano. Las células se
resuspendieron a una concentracion final de 5 x 108/ml en RPMI 1640 suplementado con FCS al 10 %, piruvato sédico
1 mM, L-glutamina 2 mM y 50 pyg/ml de gentamicina y se cultivaron sobre un gel de colageno tipo | (PureCol; Nutacon
BV, Paises Bajos). Se ha demostrado previamente que el cocultivo de células T de lamina propia con componentes
de la ECM previene la apoptosis inducida por activacion (33) y, en particular, la ligadura de integrinas B1 (34); el
colageno tipo | se utiliza como material de soporte para permitir que los leucocitos sobrevivan y proliferen. Se
agregaron sonicados de células bacterianas a cada pocillo a una concentracion equivalente a una MOI de 30 y las
células se cultivaron durante 5 dias a 37 °C con 5 % de CO. Después de 5 dias, los leucocitos se liberaron del gel de
colageno mediante la adicion de colagenasa (1000 U/ml). Las células fueron lavadas y contadas antes de la extraccion
del ARN.

RT-qPCR

Se us6 RT-gPCR para determinar la expresion relativa de ARNm en relacion con las respuestas de Th1, Th2, Th17 y
Treg vy las citocinas asociadas. El ARN se extrajo de los leucocitos cultivados usando un kit de aislamiento de ARN ||
Macherey-Nagel NucleoSpin (ABgene, Epsom, Reino Unido). La sintesis de ADNc se llevd a cabo utilizando 500 ng
de hexameros aleatorios utilizando el sistema de transcripcion inversa ImProm-Il (Promega) en un volumen final de
20 ul. Todas las reacciones se prepararon de acuerdo con las instrucciones del fabricante produciendo una
concentracion final de cloruro de magnesio de 3 mM. Todos los ADNc se diluyeron hasta un volumen final de 100 pl
(dilucion 1/5) usando tensoactivo EB (Tris HCI 10 mM, pH 8,4; Qiagen Ltda, Crawley, Reino Unido). Los cebadores y
las sondas se disefiaron usando Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) y M-Fold usando las secuencias especificas
humanas del GenBank para T-box21 (numero de acceso NM_013351), GATA-3 (numero de acceso NM_001002295
), RORC (numero de acceso NM_005060), Foxp3 (numero de acceso NM_017009), IFNy (nimero de acceso
NM_000619), TNFa (numero de acceso NM_000594), IL-4 (nimero de acceso NM_000589), IL-462 (numero de
acceso NM_172348), IL-17A (namero de acceso NM_002190), IL-10 (nimero de acceso NM_000572) y TGFf
(numero de acceso NM_000660). El gen de mantenimiento de hidroximetilbilano sintasa (HMBS) se utiliz6 como
control interno. La PCR cuantitativa (QPCR) se realizé utilizando HotStarTaq Master Mix (Qiagen Ltd.). La amplificacion
especifica del gen se realizé usando 0,2 yM de cada cebador, 0,1 yM de sonda o SYBR Green 1 (1/100.000; Sigma)
y 5 ul de ADNc diluido en un volumen final de 25 pl. Las concentraciones de cloruro de magnesio se ajustaron a 4,5
mM en la reaccion final mediante la adiciéon de MgCl, 50 mM. Las incubaciones de muestra se realizaron en un
MxPro3005P (Stratagene, California, EE. UU.) a 95 °C durante 15 minutos y luego 45 ciclos de 95 °C durante 15
segundos y 60 °C durante 30 segundos durante los cuales se recogieron los datos de fluorescencia. Los datos se
expresan como el cambio relativo en la transcripcion de ARNm después del tratamiento y se normalizaron para el
numero de células. No se observaron diferencias significativas entre las células aisladas de los tres estados de
enfermedad y, por lo tanto, los resultados se agruparon para su analisis. Las diferencias se analizaron mediante
pruebas t pareadas (GraphPad Prism 5).

Crecimiento de bacterias con noradrenalina

La noradrenalina puede eliminar el hierro de los quelantes y suministrarlo a las bacterias. Se cultivaron varios BAL con
y sin noradrenalina para determinar si eran capaces de responder a ella o al hierro proporcionado por esta (Tabla 1).
Si bien la adicion de noradrenalina no tuvo efecto en la mayoria de las BAL estudiadas, dos cepas aumentaron
significativamente su crecimiento en respuesta a ella: L. acidophilus ASF360 aumentd su crecimiento mas de 7 veces
a las 48 horas y S. thermophilus JBO10 (NCIMB 41856) aumento el crecimiento en todos los puntos de tiempo
estudiados, con un aumento maximo de casi 5 veces a las 48 horas (Tabla 1). Estas dos cepas fueron elegidas para
una mayor caracterizacion de su potencial probidtico, junto con E. coli Nissle 1917, que se ha utilizado para el
tratamiento de la Ell (7). * indica que la tasa de crecimiento de la cepa es significativamente mayor que el promedio
de todas las cepas en ese momento.

Tabla 1: Respuesta de las bacterias acido lacticas a la noradrenalina.

24 Horas 48 Horas 72 Horas
L. bulgaricus JB005 1,227 £+ 0,215 1,328 + 0,279 1,266 + 0,125
L. casei JBO06 0,848 + 0,144 1,191+ 0,180 1,440 + 0,017
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L. casei JBO08 1,140 £ 0,074 1,035+ 0,125 1,357 + 0,446
L, acidophilus ASF360 1,285+ 0,179 7,725+2519* 2,375+ 0,937
L. salivarius ASF361 1,021 £ 0,128 0,865+ 0,175 1,187 £0,173
L. plantarum JB012 1,014 £ 0,170 0,943 +£ 0,115 1,112+ 0,250
L. helveticus JBO11 0,999 + 0,114 1,003 + 0,097 1,004 £ 0,214
B. animalis JBOO7 0,998 + 0,313 1,246 + 0,398 1,037 £ 0,326
B. bifidum JB009 1,175+ 0,134 1,209 £ 0,172 1,190 + 0,169
S. thermophilus JB004 0,986 + 0,296 1,374 £ 0,109 1,576 + 0,439

S. thermophilus NCIMB 41856 1,700+ 0,242* 4,798+0,868* 3,869+ 1,954 *
Proliferacion y muerte de células epiteliales

Las células de adenocarcinoma T84 y Caco-2 se incubaron con los probioticos potenciales L. acidophilus ASF360, S.
thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856) y E. coli Nissle 1917 para determinar su efecto sobre la respuesta celular
proliferativa o apoptética a cepas de E. coli patégenas, K12y la cepa ECIA HM615 asociada a la enfermedad de Crohn
(35). Todas las cepas de E. coli, incluida E. coli Nissle 1917, redujeron la proliferacion de células epiteliales T84: E.
coli K12 redujo la proliferacién en un 78 % en comparacion con las células no tratadas (p = 0,002); ECIA HM615 redujo
la proliferacion en un 80 % (p = 0,0001); y E. coli Nissle 1917 en un 82 % (p = 0,001) (Figura 1A). Se observé una
reduccion similar en la proliferacion de células Caco-2 después del tratamiento con E. coli: E. coli K12 indujo una
reduccioén del 77 % en comparacion con las células no tratadas (p = 0,003); ECIA HM615 indujo una reduccion del 76
% (p = 0,003); y E. coli Nissle 1917 en un 78 % (p = 0,004) (Figura 1C). Simultaneamente, la muerte celular aumento
tanto en las células T84 como en las células Caco-2; E. coli K12 indujo un aumento del 254 % en la muerte celular en
células Caco-2 (p = 0,0005); ECIA HM615 indujo un aumento del 498 % en la muerte en células T84 (p = 0,0003) y un
aumento del 254 % en la muerte de las células Caco-2 (p = 0,001); E. coli Nissle 1917 indujo un aumento del 498 %
en la muerte de células T84 (p <0,0001) y un aumento del 218 % en la muerte de células Caco-2 (p = 0,001) (Figura
1D). S. thermophilus JBO10 (NCIMB 41856) redujo la proliferaciéon de células Caco-2 tratadas con E. coli K12 o ECIA
HM615 en un 35 % (p = 0,003) y 31 % (p = 0,05), respectivamente; mientras que E. coli Nissle 1917 redujo la
proliferacion inducida por E. coli K12 en un 32 % (p = 0,007) y un 37 % en respuesta al tratamiento con ECIA HM615
(p = 0,03) (Figura 1B). Ademas, L. acidophilus ASF360 redujo ain mas la proliferacion de células Caco-2 tratadas con
ECIA HM615 en un 22 % (p = 0,02) (Figura 1B). S. thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856) redujo la proliferacién de
células T84 tratadas con ECIA HM615 y E. coli Nissle 1917 en un 33 % (p = 0,03) y 48 % (p = 0,03), respectivamente
(Figura 1A). Es importante destacar que las tres cepas probiéticas redujeron la muerte de las células Caco-2 después
del desafio con E. coli K12 y HM615: L. acidophilus ASF360 redujo la muerte de las células epiteliales en un 14 % (p
= 0,04) después del tratamiento con E. coli K12 y 16 % después de la infeccion con ECIA HM615 (p = 0,03); S.
thermophilus JB010 (NCIMB 41856) redujo la muerte de las células epiteliales después del tratamiento con E. coli K12
y ECIA HM615 en un 10 % (p = 0,01) y 18 % (p = 0,007), respectivamente; E. coli Nissle 1917 redujo la muerte de las
células epiteliales después del tratamiento con E. coli K12 en un 26 % (p = 0,006) y 27 % (p = 0,003), respectivamente
(Figura 1D). Ademas, S. thermophilus JBO10 (NCIMB 41856) pudo reducir la proliferacion y muerte celular de las
células Caco-2 no tratadas en un 24 % (p = 0,008) y 22 % (p = 0,02) respectivamente (Figura 1By D).

Induccion de NF-kB e IL-8

Las monocapas de células Caco-2 y T84 se trataron con las tres cepas bacterianas probioticas potenciales en
combinacién con cepas patdgenas de E. coli para determinar el efecto de los probidticos en cualquiera de estos
eventos de sefializacion proinflamatoria. La sefializacion de NF-kB en las células Caco-2 se incrementd en un 491 %
(p = 0,002) en comparacion con los controles después de la infeccion con E. coli K12 y en un 247 % (p = 0,002)
después del tratamiento con ECIA HM427. Sin embargo, esta induccion se redujo mediante la adicion de las tres cepas
probidticas: L. acidophilus ASF360 redujo la respuesta de NF-kB a E. coli K12 en un 50 % (p = 0,006) y ECIA HM427
en un 28 % (p = 0,007); S. thermophilus JBO10 (NCIMB 41856) redujo la respuesta de NF-kB a E. coli K12 en un 58
% (p = 0,002) y ECIA HM427 en un 49 % (p = 0,005); y E. coli Nissle 1917 redujo la respuesta de NF-kB a E. coli K12
enun 79 % (p = 0,0005) y ECIA HM427 en un 68 % (p = 0,004) (Figura 4A). S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856)
también redujo la sefalizacién de NF-kB en un 48 % en las células no tratadas (p = 0,003) (Figura 4A). Después de la
sefalizacion de NF-kB, la produccion de IL-8 aumenté en un 1566 % en respuesta a E. coli K12 (p = 0,001), 1104 %
en respuesta a ECIA HM427 (p = 0,004) y 363 % en respuesta a HM615 (p = 0,02), asi como un aumento de 1498 %
después de la adicion de E. coli Nissle 1917 (p = 0,004). La respuesta de IL-8 a E. coli K12 se redujo en un 22 %
después de la adicion de S. thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856) (p = 0,02) y la respuesta a ECIA HM427 se redujo
tanto por L. acidophilus ASF360 como por S. thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856) en 17 % (p = 0,02) y 39 % (p = 0,02)
respectivamente (Figura 4B).

Mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial

Para determinar el efecto de nuestras cepas probidticas sobre la integridad de la barrera epitelial, se cultivaron células
Caco-2 y T84 en un sistema Transwell y se expusieron a E. coli K12 o ECIA HM615 en combinacién con cada uno de
los probidticos potenciales; se midieron TEER vy la translocacion bacteriana. Tanto las células Caco-2 como T84
formaron monocapas estables después de 8-10 dias. Ni L. acidophilus ASF360 ni S. thermophilus JBO10 (NCIMB
41856) tuvieron ningun efecto en la TEER sola. Sin embargo, S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856) bloqued el paso
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de E. coli K12 a través de la monocapa, un fenédmeno no visto con L. acidophilus ASF360 que mejoro el paso de E.
coli K12 a través de la barrera (Figura 6). Ademas, S. thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856) redujo la respuesta a E.
coli K12, al aumentar la TEER, de una manera que L. acidophilus ASF360 no lo hizo; cuando S. thermophilus JB0O10
(NCIMB 41856) y E. coli K12 se agregaron a la monocapa simultaneamente, se observd un aumento de la TEER
(alcanzando un maximo de 33 % en células Caco-2 a las 6 horas y 30 % en células T84 a las 10 horas en comparacion
a las células estimuladas con K12), mientras que L. acidophilus ASF360 y E. coli K12 juntas causaron una disminucién
en la TEER (alcanzando un maximo del 56 % en las células Caco-2 a las 8 horas y el 11 % en las células T84 a las 6
horas en comparacioén con las células estimuladas con K12) (Figuras 2 y 3). Mientras que ECIA HM615 solo migré
lentamente a través de la monocapa, tanto L. acidophilus ASF360 como S. thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856)
parecian interactuar con esta cepa y facilitar su migraciéon a través de la monocapa epitelial. En esta situacion, la
translocacion de L. acidophilus ASF360 y S. thermophilus JBO10 (NCIMB 41856) se incremento hasta que estas cepas
probidticas estuvieron presentes en cantidades iguales a la cepa patdégena (Figura 6). La cepa de E. coli
potencialmente probidtica Nissle 1917, de manera similar a L. acidophilus ASF360 y S. thermophilus JB010 (NCIMB
41856), no tuvo efecto en la TEER (Figuras 2 y 3) pero fue capaz de translocar rapidamente sin la necesidad de
interactuar con cepas patégenas de E. coli (Figura 6).

Mantenimiento de uniones celulares estrechas

Las células Caco-2 y T84 se cultivaron en un sistema Transwell y se infectaron con ECIA HM615; se afiadid S.
thermophilus JB010 (NCIMB 41856) para determinar su efecto sobre la proteina ocludina de unién celular estrecha.
ECIA HM615 causé la descomposicion de las uniones celulares estrechas en las monocapas de Caco-2 y T84,
ilustrada por la disminucion de ocludina (61 % y 56 % respectivamente) (Figura 7). ECIA HM615 también caus6 una
disminucion del 24 % en la tincidn nuclear de las células T84 (datos no mostrados), lo que indica que estaba induciendo
la muerte celular. La adicién de S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856) a las monocapas junto con ECIA HM615 evité
la descomposicion de la union celular estrecha inducida por ECIA y la muerte celular; los niveles de tincion nuclear y
ocludina no cambiaron de las monocapas de control (Figura 7).

Sesgo de las respuestas de las células T efectoras

Los leucocitos se aislaron de la lamina propia intestinal y se desafiaron con antigenos bacterianos de E. coli K12y
ECIA HM615 para determinar el efecto de los antigenos probiéticos competidores de L. acidophilus ASF360, S.
thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856) y E. coli Nissle 1917. Tanto E. coli K12 como ECIA HM615 indujeron una
respuesta de Th1, indicada por la sobrerregulacion del ARNm que codifica el factor de transcripcion especifico de Th1
T-box21 en la poblacion de leucocitos cultivados (16 % (p = 0,003) y 13 % (p = 0,007) respectivamente); esto se redujo
significativamente mediante la adicién de L. acidophilus ASF360 o S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856). L.
acidophilus ASF360 redujo la respuesta a E. coli K12 y ECIA HM615 en un 13 % (p = 0,003) y 11 % (p = 0,02),
respectivamente. S. thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856) redujo la respuesta de Th1 a E. coli K12 y ECIA HM615 en
un 10 % (p = 0,03) y 13 % (p = 0,04), respectivamente. E. coli Nissle 1917 también disminuyé la respuesta de Th1 a
ECIA HM615 en un 21 % (p = 0,009). Ademas, S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856) redujo el nivel basal de
transcripcion de T-box21 en células no tratadas en un 6 % (p = 0,03). Ninguna de las cepas de E. coli indujo una
respuesta significativa de Th2, pero el factor de transcripcion especifico de Th17, RORC, también se incremento
después del tratamiento con los antigenos de E. coli K12 o ECIA HM615 (9 % y 13 % (p = 0,02), respectivamente). La
respuesta de Th17 a E. coli K12 se redujo en un 12 % después de la adicion de antigenos de L. acidophilus ASF360
(p = 0,009) y la respuesta a ECIA HM615 se redujo mediante la adicion de cualquiera de las tres cepas probidticas
potenciales: L. acidophilus ASF360 redujo la respuesta en un 18 % (p = 0,0002), S. thermophilus JB010 (NCIMB
41856) en un 15 % (p = 0,003) y E. coli Nissle 1917 en un 26 % (p = 0,003). Ademas, tanto L. acidophilus ASF360
como S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856) fueron capaces de reducir el nivel basal de transcripcion de RORC en
células no tratadas en un 10 % (p = 0,003 y p = 0,04, respectivamente). ECIA HM615 también indujo una fuerte
respuesta de Treg, mostrada por la sobrerregulacién de Foxp3 en un 30 % (p = 0,0009) en leucocitos cultivados. Sin
embargo, esto se redujo mediante la adicién de cualquiera de las tres cepas probidticas potenciales: L. acidophilus
ASF360 caus6 una reduccion del 18 % en la expresion de Foxp3 (p = 0,02), S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856)
una reduccion del 21 % (p = 0,03) y E. coli Nissle 1917 una reduccion del 27 % (p = 0,02) (Figura 8).

Produccion de citocinas de células T

De acuerdo con los datos del factor de transcripcién descritos previamente, tanto E. coli K12 como ECIA HM615
indujeron la sobrerregulacion del ARNm de TNFa en poblaciones de leucocitos cultivados (9 % y 12 %
respectivamente), lo que indica una respuesta de Th1. A pesar de esto, ni E. coli K12 ni ECIA HM615 indujeron una
respuesta significativa de IFNy, aunque la produccion de ARNm de IFNy aumenté en un 15 % cuando E. coli K12 y
Nissle 1917 se usaron en combinacion (p = 0,04) y disminuyeron en un 16 % después del tratamiento con L. acidophilus
ASF360 (p = 0,01) o en un 10 % después del tratamiento con S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856) (p = 0,02) solo.
La respuesta de TNFa a E. coli K12 se redujo en un 16 % mediante la adicion de L. acidophilus ASF360 (p = 0,03)
mientras que S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856) redujo el nivel de ARNm de TNFa producido en respuesta a ECIA
HM615 en 20 % (p = 0,03) (Figura 9). Como se esperaba, no hubo cambios significativos en la produccion de la citocina
IL-4 relacionada con Th2. Aunque no fue significativo, ambas cepas de E. coli parecieron aumentar la expresion del
ARNmM de IL-452, el antagonista natural de IL-4, lo que indica un sesgo hacia una respuesta de Th1. Sin embargo, se
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observo evidencia de una respuesta de Th17 en el aumento de la expresion del ARNm de IL-17 en un 45 % (p = 0,04)
después del tratamiento con antigenos derivados de ECIA HM615; esto parecié reducirse mediante la adicion de
cualquiera de las tres cepas probidticas, aunque esto no fue estadisticamente significativo. No se observaron cambios
significativos en la expresion del ARNm de IL-10, aunque E. coli Nissle 1917 redujo la expresion de IL-10 en un 29 %
cuando se cultivd en combinacion con ECIA HM615; sin embargo, HM615 no indujo la expresion de IL-10 (Figura 5).
La transcripcion de TGFf aumento6 significativamente por los leucocitos de la lamina propia en un 14 % en respuesta
a E. coliK12 (p = 0,01) y en un 11 % en respuesta al tratamiento con ECIA HM615 (p = 0,009). L. acidophilus ASF360
y S. thermophilus JB0O10 (NCIMB 41856) pudieron reducir la induccion de ARNm de TGF por E. coliK12 en 12 % (p
=0,01)y 9 % (p = 0,006) a niveles comparables a aquellos de las células de control. De manera similar, L. acidophilus
ASF360 y S. thermophilus JBO10 (NCIMB 41856) también redujeron la respuesta de TGFp a ECIA HM615 en un 12
% (p = 0,04) y 10 % (p = 0,009) respectivamente. E. coli Nissle 1917 también fue capaz de reducir la expresion de
ARNm de TGFp inducida por ECIA HM615 en un 23 % (p = 0,01) (Figura 9).

Adherencia a las células

En general, se considera que los organismos probidticos tienen buena adherencia a las células intestinales de la
misma manera que los organismos intestinales comensales y posiblemente incluso imitan la adherencia de cepas
invasoras de bacterias entéricas. A este respecto, los presentes inventores probaron la adherencia de S. thermophilus
JB010 (NCIMB 41856), S. thermophilus JB021, E. coli K12, E. coli HM427 y E. coli HM615 a las células Caco-2.

Se cultivaron células de adenocarcinoma humano Caco-2 en DMEM suplementado con FCS al 10 %, L-glutamina 2
mM y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina en placas de cultivo de tejidos de 12 pocillos a una densidad inicial de 3
x 10% células/pocillo. Después de 3 dias de cultivo, el medio se reemplazé con DMEM libre de antibidticos y se
agregaron cepas de S. thermophilus o E. coli a una MOI de 30. Las placas se prepararon por duplicado (cada una
contenia 3 pocillos/tratamiento replicados) y después de 4 horas de incubacion a 37 °C con 5 % de CO», se lisé un
conjunto de células con PBS que contenia Triton X-100 al 1 % y se conto el nimero de bacterias vivas utilizando el
procedimiento de Miles y Misra para obtener el nimero total de bacterias. Para obtener el nUmero de bacterias que
habian invadido las células epiteliales, el segundo conjunto de células se traté con PBS que contenia 100 ug/ml de
gentamicina durante 2 horas a temperatura ambiente antes de ser lisadas y contadas las bacterias. El nimero de
bacterias adherentes se calculé restando el nimero de bacterias invasivas del niumero total de bacterias. Los
resultados se muestran en la Figura 18. De los resultados se puede ver que las cepas invasivas adherentes de E. coli
tales como E. coli HM427 y E. coli HM615 mostraron un nivel de adherencia significativamente mayor que cualquiera
de las cepas de S. thermophilus y que, sorprendentemente, la S. thermophilus JB010 (NCIMB 41856) mostré la peor
adherencia de todas las cepas probadas, lo que demuestra que normalmente no se consideraria una cepa probidtica
util.
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<160> 4
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<210> 1

<211> 570

<212> ADN

<213> Streptococcus thermophilus NCIMB 41856
<220>

<221> sodA

<222> (1)..(570)

<223> gen sodA de S. thermophilus NCIMB 41856

<400> 1
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atggtaagat
tteccttacge
atgacaaaca
aaattggtga
gtcaagcact
tgtcaccaga
gttcatttga
ggtgggcatg
aagatacacc

cttactacct

<210> 2
<211> 426
<212> ADN

ggaaaaaaat
ttacgatgct
ccatgcaact
ggaccttgaa
tattaacaat
aaaacaagaa
agctttccaa
gcttgtggtt
tatctcagac

aaaataccgt

ES 2796 834 T3

gaaaagagga
ttggaaccat
tacgtggcga
gcgettttgg
ggtggtggac
ccaactgcag
gaagttttca
aacgcagaag
ggtaaaaaac

aacgtacgtc

<213> Streptococcus thermophilus NCIMB 41856

<220>
<221> dpr
<222> (1)..(426)

<223> gen dpr de S. thermophilus NCIMB 41856

<400> 2

gacaccaaca
agcagcttct
tcacccaaaa
gcgtttgatt
aggtttgact
ggttgatata

agaaggagat

gatctg

<210> 3
<211> 1536
<212> ADN

aacacaaaaa
attgtgcatc
atggatgaat
accattggtg
gaaactactg
tacaaatact

gttccttcaa

ccaaagcagt
aagttcattg
taatggatag
gtgaacccta
gtacatttga
tgtctgtett

atgatatctt

<213> Streptococcus thermophilus NCIMB 41856

<220>
<221> 16S

<222> (1)..(1536)

<223> gen 16S de S. thermophilus NCIMB 41856

<400> 3

cctttactat
acattgatgc
atgctaatgc
ctgatgtaga
atcttaacca
aagtagcagc
ctacggcagce
gtaaacttga

caatcttggce

attaaatcaa
gtatatgcgt
tttgaattcc
ctcaactttg
tcaaccaatg
gttccaagtt

tacggatgca

14

ggctattatt
tgaaacaatg
tgcgettgaa
aaaaattcca
cgcactttte
tgctattaac
gacaactcgt
agttgtttca

acttgatgtt

gcggttgecg
ggtcctggtt
tatcttgata
gtagagtttt
tctgatcgaa
ggcttggata

aaatcagaaa

cttccagatce
actcttcatc
aaacaccctg
gcagacatcc
tgggaacttt
gaagcattcg
tttggttcag
actcccaacc

tgggaacatg

atttgtctgt
tcectttatet
agattagtga
catctaattc
ttcagctatt
ttacagatga

ttgataagac
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180
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300

360
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agagtttgat
gctgaagaga
aacctgecett
atgacacatg
tattagctag
ggtgatcggce
gaatcttcgg
cggatcgtaa
gacggtagcet
gtceccgageg
gaagttaaag
aaggggagag
gtggcgaaag
acaggattag
ttccgggatt
aggttgaaac
tcgaagcaac
aaagttactt
gatgttgggt
gggcactcta
tcatgccect
gtcggtgacg
cgcctacatg
cccgggectt
aggtaacctt

aaggtagccg

<210> 4
<211> 868
<212> ADN

cctggctcag
ggagcttget
gtagcggggg
tcatttattt
taggtgaggt
cacactggga
caatgggggc
agctctgttg
taccagaaag
ttgtceggat
gctgtggete
tggaattcca
cggctectetg
ataccctggt
cagtgcegea
tcaaaggaat
gcgaagaacc
cggtacatcg
taagtccege
gcgagactgce
tatgacctgg
gcgagctaat
aagtcggaat
gtacacaccg
ttggagccag

tatcggaagg
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gacgaacgct
cttecttggat
ataactattg
gaaaggggca
aatggctcac
ctgagacacg
aaccctgacc
taagtcaaga
ggacggctaa
ttattgggcg
aaccatagtt
tgtgtagcgg
gtctgtaact
agtccacgcece
gctaacgcecat
tgacgggggce
ttaccaggtc
gtgacaggtg
aacgagcgca
cggtaataaa
gctacacacg
ctcttaaage
cgctagtaat
cccgtcacac
ccgcectaagg

tgcggetgga

<213> Streptococcus thermophilus NCIMB 41856

<220>
<221>rpo
<222> (1)..(868)

<223> gen rpo de S. thermophilus NCIMB 41856

<400> 4

ggcggegtge
gagttgcgaa
gaaacgatag
attgetcecac
ctaggcgacg
gcccagacte
gagcaacgcc
acgggtgtga
ctacgtgcca
taaagcgagce
cgctttggaa
tgaaatgcgt
gacgctgagg
gtaaacgatg
taagcactce
ccgcacaagc
ttgacatccc
gtgcatggtt
acccctattg
ccggaggaag
tgctacaatg
caatctcagt
cgcggatcag
cacgagagtt
tgggacagat

tcacct
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ctaatacatg
cgggtgagta
ctaataccgce
tacaagatgg
atacatagcc
ctacgggagg
gcgtgagtga
gagtggaaag
gcagccgegg
gcaggcggtt
actgtcaaac
agatatatgg
ctcgaaagcg
agtgctaggt
gcetggggag
ggtggagcat
gatgctattt
gtcgtcagcect
ttagttgcca
gtggggatga
gttggtacaa
tcggattgta
cacgccgcgg
tgtaacaccc

gattggggtg

caagtagaac
acgcgtaggt
ataacaatgg
acctgegttg
gacctgagag
cagcagtagg
agaaggtttt
ttcacactgt
taatacgtag
tgataagtct
ttgagtgcag
aggaacaccg
tggggagcga
gttggatcct
tacgaccgca
gtggtttaat
ctagagatag
cgtgtcgtga
tcattcagtt
cgtcaaatca
cgagttgcga
ggctgcaact
tgaatacgtt
gaagtcggtg

aagtcgtaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1536



cctaagggtg

aaatctcgtg
cgtgatgtta
cttgttegtg
cgtcacggta
ccagacggta
attggtcagg
gcaacaccag
ctatctttgg
gtgatggtgt
caggtgttaa
ataagatggc
acatgcctta
catcacgtat

tgggtatcta

aaaaagacct
aagtacgtga
aaatctttac
tttacatcgce
acaaaggggt
caccagttga
ttatggaact
tcttectaag
tgataaatct
cgttcgtgat
catgcttgtt
tggtcgtcac
ccttcecagac
gaacattggt

catcgcaaca
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ttctgctgaa
tacatcactc
acgtgcaaac
tcaaaaacgt
tgtttctegt
catcatgttg
tcaccttggt
ggtgaaaaag
cgtgaagtac
gttaaaatct
cgtgtttaca
ggtaacaaag
ggtacaccag
caggttatgg

ccagtctt

gaacgtcttc
cgtgtacctce
ggtgatgaat
aaaatcaagg
attgttcctg
aaccctcttg
atggctgctce
acctttctge
gtgatacatc
ttacacgtge
tcgectcaaaa
gggttgtttc
ttgacatcat

aacttcacct

16

tccatgctat
atggtggtga
tgcaatcagg
tcggagataa
ttgaagacat
gggtgccatc
gtaacttggg
tgaagaacgt
actccgtgta
aaacggtgat
acgtaaaatc
tcgtattgtt
gttgaaccct

tggtatggcet

ctttggtgat
tggtgtcgtt
tgttaacatg
gatggctggt
gccttacctt
acgtatgaac
tatctacatc
cttectecatg
cctcatggtg
gaattgcaat
aaggtcggag
cctgttgaag
cttggggtge

gctcgtaact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

868
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REIVINDICACIONES
1. El Streptococcus thermophilus NCIMB 41856.

2. Un Streptococcus thermophilus de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el Streptococcus thermophilus se
proporciona en forma de polvo, capsula o comprimido.

3. Una composicién que comprende un Streptococcus thermophilus de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la
composicion es adecuada para usar como alimento, suplemento alimenticio, producto lacteo, producto lacteo
fermentado, yogur, un producto alimenticio de formulacion no lactea, y puede ademas comprender saborizantes u
otros ingredientes alimentarios convencionales para mejorar el sabor, la palatabilidad u otras propiedades
organolépticas de la composicion.

4. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el Strepfococcus thermophilus es el Unico ingrediente
probidtico.

5. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el Streptococcus thermophilus es el principal
probidtico.

6. El Streptococcus thermophilus de acuerdo con la reivindicacion 1 para uso como un medicamento para la reduccion
de la inflamacioén cronica en el intestino.

7. Una composicién que comprende un Streptococcus thermophilus de acuerdo con la reivindicacién 1 para uso en el
tratamiento de una enfermedad intestinal.

8. Composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que la enfermedad intestinal esta asociada con
inflamacion y el Streptococcus thermophilus puede actuar localmente para reducir el nivel de inflamacion.

9. Composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8 en la que la inflamacioén es crénica.

10. El Streptococcus thermophilus de acuerdo con la reivindicacion 1 para uso en el tratamiento de enfermedades
intestinales, enfermedades intestinales asociadas con un aumento en la disponibilidad de hierro en el intestino, o
enfermedades intestinales en las que el aumento en la biodisponibilidad del hierro se debe al sangrado intestinal, a
estrés, a la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del intestino irritable, enfermedad celiaca, gastroenteritis,
pancreatitis u otra enfermedad intestinal crénica o enfermedades intestinales tales como ulcera, infeccién, infestacion
de parasitos, infestacion de protozoos, infeccion por Helicobacter, lesiones, traumatismos, estrés o cirugia.
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Induccioén relativa de NF-kB
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Cambio porcentual en la expresion de IL-17

Cambio porcentual en la expresion de IL-10
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Cambio porcentual en la expresion de IL-4
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Cambio porcentual en la expresion de Foxp3
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Cambio porcentual en |a expresion de IFNy
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$. thesmophilus JB004 JE 38
S. thermophiius JB010
S. thermophilus JB013
S. thermophilus JBD14

5. thermophilus JBO15

S. thermophilus JB016

L))

. therrmophilus JBO17
S. thermophilus JB018
S. thermophilus JB019
S. tharmophilus JB020
S. thermophilus JB021

S. thermophilus VSL#3

Control

Escala

Figura 10 NB: S. thermophilus JBO10 = NCIMB 41856
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Figura 11
sodA

A'l‘CGTAAGATGGAAAAAAATGAAAAGA_GGACC'I’I”I‘AC’l‘ATGGCTA’[TATI‘C’[TCC
AGATCTTCCITACGCTTACGATGCTTTGGAACCATACATTGATGCTGAAACAATG
ACTCTICATCATGACAAACACCATGCAACTTACGTGGCGAATGCTAATGCTGCGC
TTGAAAAACACCCTGAAATTGGTGAGGACCTTGAAGCGCTTTTGGCTGATGTAGA
AAAAA'I'I‘CC_AGCAGACATCCGTCAAGCACT'I‘A’ITAACAATGGTGGTGGACATC’IT
AACCACGCACTTTTCTGGGAACTTTTGTCACCAGAAAAACAAGAACCAACTGCA
GAAGTAGCAGCTGCTATTAACGAAGCATTCGGTTCATITGAAGCTTTCCAAGAAG
T’I“I'i‘Ct—\CT‘ACGGCAGCGACAAC’I‘CG’I"I“J“J‘GGTTCAGGGTGGGCATl‘GGCTI‘GTGG’l‘
TAACGCAGAAGGTAAACTTGAAGTTGTTTCAACTCCCAACCAAGATACACCTATC
TCAGACGGTAAAAAACCAATCTITGGCACTTGATGTTITGGGAACATGCTTACTACC
TAAAATACCGTAACGTACGTC

dpr

GACACCAACt\AACACAAAAACCAAAGCAGTATTAAA-'J“CAAGCGGTTGCCGA'ITT
GTCTGTAGCAGCTICTATTGTGCATCAAGTTCATTGGTATATGCGTGGTCCTOGTT
TCCWL‘A'l‘C'lTCACCCAAAAATGGATGAA‘n‘AAT’GGATAGTITGAA'rrCCTArrC'rr
GATAAGATTAGTGAGCGTITGATTACCATTGGTGGTGAACCCTACTCAACTTTGG
TAGAGTTTTCATCTAATTCAGGTTYGACTGAAACTACTGGTACATTTGATCAACC

AATGTCTGATCGAATTCAGCTATTGGTTGATATATACAAATACTTGTCTGTCTTGT
TCCAAG’ITGGCTTGGATA’ITACAGATGAAGAAGGAGATGTTCCTTCAAATGATAT
CTTTACGGATGCAAAATCAGAAATTGATAAGACGATCTG

rpoB

CCTAAGGGTGAAAAAGACCTTTCTGCTGAAGAACGTCTTCTCCATGCTATCTITG
GTGATAAATCTCGTGA AGTACGTGATACATCACTCCGTGTACCTCATGGTGGTGA
TGGTGTCGTTCGTGATGTTAA AATCTITACACGTGCAAACGGTGATGAATTGCAA
TCAGGTGTTA ACA’I‘GC'I"i‘G'l"l’CG'l‘G'l“I'I‘ACATCGC’I’CA-AAAACGTAAAATCAAGG
TCGGAGATAAGATGGCTGGTCGTCACGGTAACAAAGGGGTTGTTTCTCGTATTGT
TCCTGTTGAAGACATGCCTTACCITCCAGACG GTACACCAGTTGACATCATGTTG
AACCCTCTTGGGGTGCCATCACGTATGAACATTGGTCAGGTTATGGAACTTCACC
TTGGTATGGCTGCTCGTAACTTGGGTATCTACATCGCAACACCAGTCTT

16s

AGAGTTTGATCCIGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG
TAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCOAALGGGTGAG

TAACGCGTAGGTAACCTGCCTTGTAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCT

AATACCGCATAACAA’i‘GGA’J‘GACACATGTCATTTA’!‘TTGAAAGGGGCAA'I”-I‘GCTC
CACTACAAGATGGACCTGCG'rTGTATTAG(;TAGTAGG'rGAGGTAATGGCTCACCT
AGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGAC’I‘CCTACGGGAGGCAGCAG’l‘AGGGAATC'I"I‘CGGCAATGGGGGC
AAccc'i‘GACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGrrfI‘CGGATc:GTAAAGCT
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Figura 11 continuacion

CYGTTGTAAGTCAAGAACGGGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACTGTGACGGTAG
CTTACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
CCCGAGCOTTGTCCGGATTTATTGGOCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTITGATAA
GTCTGAAGTTAAAGGCTGTGGCTCAACCATAGTTCGCTTTGGAAACTGTCAAACT
TGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTCAAATGCGTAGATA
TATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GCTCGAAAGCGTUGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGATCCTTTCCOGGATTCAGTGCCGCAGCTAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAACGTTGAAACTCAAAGGAATIG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGBAGCATGTGGTITAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTICTAGAGATAGAAAGTTACTTC
GGTACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTG
GGCACTCTAGCGAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAA
CGAGTTGCGAGTCGGTGACGGCGAGCTAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGA.
TTGTAGBCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CACGCCGCGGTGAATACGITCLCCGOGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGA
GAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAG
GTGGGACAGATGATIGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGC
GGCTGGATCACCT
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Figura 12

JIM 8232 sodA.
VSLAS sodA W
JBO10 sodA

LMG 18311 sodA
CNR21086 sodA
JIM 8232 e0dA
VSLHJ sodA
JBO10 sodA

LMG 18311 s0dA é 160
CNR21066 3098 160
JIM 8232 5008 122
VSLES sodh 160
18010 sodA 180

JIM 8232 6o0R [
VsL#dsoia [
JBO10s00A G I
Consensu TGCGCTTIGAA AAACACCCTG lA‘T'\'Gﬁ‘GA GGACCTTGAA

Conservacion Illll’lllll LT R T

0%

MG 18311 30¢A (GG
CNR21066 sodA |iqY

&

¢

by s
LMG 18311 sodA G G TT| G 240
CNRZ1066 500A GRGIRTTTT . Bl 240
JIM 8232 sodA TTT, ] G G 02
VSLH#3 sodA TYTY, GEIG 240
JBOT0 sodA T GTRG | 240

Consenso GCGC‘I’T‘I‘TGQ c‘I‘GATGYAGA MLAAT"GCA GCAGAOATTO

Consewac\c’l

LMG 18311 sodA G ‘ .230
CNRZ1066 sodA 9 | GG, 280
JIM 8232 sodA ﬁu I 242
VSL#3 sodA ( ¥ | GG G 280
JE01D s0dA G} 280

MG 18314 sodA GGG 320
CNRZ1066 sodA GG 320
JiIM 8232 sodA GGG 282
VSL#3 sodA GGG 320
JBO10 sodA GGG 320

LMG 18311 so0A
CNRZ1066 sodA
JIM 5232 sodA
VELY3 sodA
JBO10 s0dA
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Figura 12 continuacién

MG 16314 sodh
CNRZ1086 s0dA
M 9232 su8A
MG 18311 s0dh G VALIG todh ‘
CNRZI086 3008 G J8010s0dh
JIM823250dA G Consenso MGA?ACACC TITCTCAMC BGTMMMC CAATCTTGGC
VSL#3 sodd ¢
18010 sadt Conservacmon/
Consenso
100%
Conservacion 'g;;m; ::::
" JM 8232 0t
VSL#3 sodA
LMG 16311 500A ROt
CNRZ1068 300
¢ TG
JIMB232 sodA E Ccmserﬁ:‘/ A T ATGTT TGGGMGMG CTTACTMCT MMTACCGT
VL3 sodA Conservacion ||| \ |
JB010s0dA "
Consenso GAGAACTCGT TTTGGTTCAG GGTGGECATS GC"TGTGGT?
100% T ‘ i E LMG 18311 s0dd
Conservacion : i ”m ! ] ’ L L ) CNRZ1086 sadA
ol AL T - JMeza2 sodh
VSLA sodd
LMG 18311 sodA JB010 sodA
CNRZ1066 sodA Consensu AACGTACGTC
JIMBZSZsodA Cunservacmn i
VSL#3 sodA %
JBO10 sodA

Consenso  AACGCAGAAG GTAAAW TGA AGTTG?TTCA ACTCCCAACC

100% [T !
Conservacién g I " i ) g i . HI H. ! l [ I’H ]|
0% L .| Ba N ! qaf amul a
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Figura 13

MG 18341 dr
CNRZ1065 dar

100%
Conservacién
0%

LMG 18311 dpr

I
i i T
e E % |
JIM 8232 dpr < i | e
VSEA3 dpr G q E
JBO10 dpr IERITTRTRY 120
Consenso AAGTTCA‘TTO GTA‘IM‘GCG!‘ GGTCC'!GGT‘I‘ TCCT“‘ATCV

LMG 18311 dpr “
CNR21066 dpr 7]
JM8zR2dpr 7]
VSLH3 dpr

JWde it

JBO10dpr | E 1 FII

ioll
Consenso TATCTVTGATA AOATTAG'IGA OCBTIT(IATT Accnﬂmm
%

llllIllllHJIJIIE\IIIIIMJJIIIIIJIIM]IIIIIIII!I\IIII]II?I.I

TR 240
TR 240
T 240
TTR 240

MG 16311 dpr TG
CNRZ1066 dor G171
JIM 8232 dpr 9119
VsLad dor 219
JBO10dpr GG TAMTTN 240

Consenso GTGAACCCTA CTCAACTTTG GTAOAGT'I’TT CA1CTAM‘TC

cemseneicy [[TTTITHITITITID !llI‘IIIHI(I‘“III‘IIHIIIII|||§I‘II

G 10311 gpr [JBCTT § T H
CNR21086 dpr 1' 9 T é a0
umsz2dy floart l’s‘ T
VSL#d dpr r T
JB010dpr 3 %

Consenso AGGTTTGAC? GAAACTAC!’G GTACATT‘I’GA TCAACCAATG

LM 18314 dpr c 320
CNR21055 dpr 320
M 8232 pr 110 320
VSL# dpr G 320
JB0O10dpr 320
Consenso TCTOATCGAA TTcAGc‘un ss‘r'renuu TACAAATACT
100% [T g ; i g

Conservacién
0% W=

[T AT

??ﬁ?ﬂl

Consenso TBTI:TGTC‘I‘T GTTCCAAOTT GOCTTGGATA TCACAGATGA

conceracicy (VT T T ATERCATARY STRRUOVYA VEAEVEAEELS

LMG 18311dpr E
CNR21086 dor [T i Ll
JMez3zdpr G
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Figura 13 continuacion

LMG 18311 dpr
CNRZ1068 cpr
JIM 8232 dpr
VSL#3 dpr
JB010 dpr

Consenso

100% *

Conservacion
0%

LMG 18311 dpr
CNRZ1066 apr
JIM 8232 dpr
VSLH3 dpr
JBO10 dpr
Consenso

100%
Conservacion

0%
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i iy ‘7
Figura 14 LMG 18311 165 Rl G6q §i ™75 © G

CNRZ1068 165
JIM 8232 165

LMDY 165 G 160
2 <0 MNZLW-002 165 3 160
JBO1D 165 160
LMG 18311 165 G Consenso
CNRZ1066 165 AACCTGCCYT GTAGCGGBGG ATA!CIATTG QAKAEGIYAO

JIM 6232 165

8588838

LMDS 165

MN-ZLW-002 165
JBO10 163 LMG 18311 165 H 200
Consenso AG&GTT‘I‘GA' CCTGGCTCAG GACGAACGC? GGCGGCGTGC CNRZ1DE6 165 if 200
100% JIM 8232 168 | 200
Conservacién LMD3 165 i 200
0% MN-ZLW-002 165 200
18010 165 200

LMG 18311 165 Consenst
CNRZ1066 16s
JIM 8232 165 Conservacién

LMD3 165
MN-ZLW-002 163 LMG 18311 165 G 240
48010 165 CNRZ1065 165 240
Consenso JIM 8232 165 : i iGleT TG 240
100% LMD3 165 7 871G 240
Conservacion MN-ZLW-002 165 56 © 240
o 48010 165 iz 1S 240
_____ Consenso  6¢ AAGGGGGA A‘TGGTGGAG TAGM@ATG‘S ACGTGGGTTG
LMG 18311 16s GGET] G 'i 120
CNRZ106E 165 Gl GRcTRes]| 120 Conservacwn "
AM 8232 165 i il Glij 120 *
mnww::; « ; 1 e g N e 32 LMG 16311 165 [TRT THGHTHG | 260
: 0l CNRZ1055 165 (1] I G 280
JB010 165 GG 1 ; i 120 M E232 165 ; G 280
Consenso CI‘TGTTGGAY G‘GTYGCGAA CGGGTGAG]’A ACGtG!’AGGT LMD 165 H i 280
. 100% MN-ZLW-002 165 ] E 7 1§ 280
onservacw:% | i L Ll w, Jeot0 16s IRTTHGHINS § G 280
) Consenso
LMG 18311 165 : G 160 e
T L
CNRZ1066 165 ¢ 160 Conservaclon
JIM 8232 165 G 160
LMDY 165 160 LMG 18311 168 320
MN-2LW-002 165 160 CNRZ1085 165 320
JBO10 165 G 160 IIMLBMZ;: :: .;::
Conser:sug BAACCTGCCTT GTAG G.GG ATAACTATTG GAAACGATAG MN-ZLW-002 168 120
JBO10 165 G i 320
CD"SEN"C'O"/_ I “ I I I I|l i III I “m“ II II"‘I I I ll“ I!I! ll Ill[“ l‘ll Consen1sur3 HACATAGCC eAccreAGAs qcr:).'rcgcc CAL,

Conservacion
0%
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Figura 14 continuacion

MG 18311 165
CNRZ1066 165
JIM 8232 165
LMDS 165
MN-ZLW-002 165
JB010 16%

LMG 18311 165
CNRZ1068 163
JIM 8232 165 K5
LMDS 165
MN-ZLW-002 163 G
JB010 165 X

100%
Conservacién
0%

LMG 18311 163 G
‘CNRZ1066 165

Consensu
100%
Conservaciun *

LMG 18311 165
CNRZ1063 165
JINB232 168
LMDS 165
MNZLW-002 165 i
JB010 165 {1

LG 18311 165 - GG €
CNRZ1086 165 G
Jila 8232 188
LMD3 165
MN-ZLW-002 165
JBO10 165 6

Consenso BACGGTAGCT TAI‘:CAGA#&G GG‘CGGBTInA CTAGGTGCCA
100% B

Conservacién
0%

LMG 18311 165
CNRZ1086 185
JiM 8232 168
LMDS 185
MN-ZLW-002 165
JBO10 188

LMG 14311 185
CNRZ21088 165 T
JiM 8232 165 T
LMDS 185 T
MIN-ZLW-002 185
JBO10 165
Consenso
100%
Conservacién
0%

CNRZ1086 165
8232 165 O
LMDS 165

K&
Consenso GAAGTTAAAG GC!GTGGQTC AACCATAG'YT BGCYTTGGAA

c~ !fll‘IIIIfII‘IIIIIfI\IIIIIIIlIl\Ii‘l\lll‘ll‘i’llllllﬂfl Iﬁl\ll '
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Figura 14 continuacion

LMG 18311 165
CNRZ1068 185
Jiv 8232 165
LMDS 165
NN-ZLW-002 165
J4B010 165

100%
Conservacion
0%

L 10011 16s
CNRZ1066 165
;

LMG 18311 163
CNRZ1066 16
JiM 8232 165 G
LMD 163

Conservacwn
0

LMG 18311 165
CNRZ1088 165
JiM 8232 163

Gonservacin, ‘I\I\IIIIII‘III I\I IIIII \IillllI‘IiIIIIIIElI’I\IH
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LMG 18311 165
CNRZ1086 163
Jird 8232 165
LMD 163
MN-ZLW-002 185
JBo1e 165

g

LG 18311 168 [T1]
CNRZ1086 165 J
Jr48232 165 |

LMD® 165 < \ L 880
MN-ZLW-D02 165 GiT/ Y < J G 880
JBO10 163 < G \ | 880
Consenso ‘I‘TCGGGGATT CAGTGCGGGA GC?AAGGCAY TAAGGAC?CG
1I]Il

L 18311 16> CRTEECT
CcARZ1086 165 (RTGGGG

LMG 18311 165
CNRZ1055 165
JIM B2 183

LMDD 16s I{ 960
MN-2LW-002 165 j 950
JBOtO 162 1l 950

Consenso TGACGGGGGC CCGCACAAGC

ion (TR TITINTATT

Conservacion
0%
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Figura 14 continuacién 0 1180

LMG 18311 165
_ CNRZ1066 168
LMG 18311165 | 1 TR 1000 1M 8232 165
CHRZ1068 185 [T i 1jc 1000 LMD 163
JIN 8232 {65 [ b 1t 1000 MN-ZLW-002 165

LMDS 165 M ¥ 1iG 1000 JBO1D 165 1160
MN-ZLWG02 165 T} & BT 1000 Consenso
48010 165 (TGS 1000 100%
Consenso TGGAAGCMC GOGAAGAACC T‘MCCAGG‘N: 'lfGItcATCCC Conservacion
100% [T 0%

LMG 18311 165 1200

CNRZ1066 165 B 1200

LMG 18311163 G G 1040 JIM 8232 165 1200

CNRZ1086 165 G} G 1040 LMDA 165 1200

JIN 8232 165 G G 1000 MnzLw.002 165 G 1200

LMD9 165 (G} 1040 J8010 163 1200
M'”-'-‘:‘Bﬁg:g ::"g Consenso coGrAArMA ccesmm\w cvoceenca ccfcwrcA

Consensu./ e:mscunr cucncuue AAAG‘I‘TACTT caenca €6 Conservacion

LMG 18311 163 d 1240
- - - - CNRZ 165
LMG 18311 165 GiG G WGOT | ?u TS fGTRGIEGH 1080 agag:-w. g:g
CNRZ1068 185 G} o ] GTRGTGH 1080 165 1540
JIM 8232 165 i % 1080 g2 w002 168
b Sl ol 2 1] 2 e - ¢
48010165 sh - ol 1080 Consenso rcarcccccr TATGACCTGG ecucacncc TOCTACAATG

LMG 18311 165 3T T
CNRZ1066 165 i

5 8 N L. 1280
LMG 18311 165 : N R g 5 t120 NRZ1068 163 19 1 1220
GRRZ1066 165 : @ G 3 1120
JIM 8232 165 6 & 1420 LMDS 163 1280
1 ! MN-2LW-002 165 ] y 1280
LMDS 165 G G g 1120 )

MN-ZLW.002 165 o) 1920 48010 163 e g 1280

JBO10 165 G A G ITYiG 1120 Consenso GTTGGTACAA ceAcrman GTCGGTGACG GCGAGCTIAT

100%

I!I‘llllI\I‘Illllili!\l.i\ll|I|1I\I\l‘|lliM\II"III\IMlkll
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Figura 14 continuacion

{10 LMG 18311 16s
1o CR21066 165
1320 JiM 8232 165
1320 LMD8 165
MN-ZLW-002 165

18010 165

MN-2LW-002 163 hf

JB00 165 {HGHC

Consenso TGCGGCTGGA TCACCT
100%

- AT TR

Conservacién
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Figura 15
ﬁlﬂ an
LMG 18311 ot GGG 51 iE e m
CNR21066 rpoB GoeT o rofirclll & 4
M 8232 rpoB GGGT! ol Tt g 40
LMD rpoRl GGG T G rlivclll w0
18010 mod sesT o s df P
Consenso GCTAAGGETG AAAAAGACCT TTCTGCTGAA GAACGTCTIG
Conservacion
0%
WG 18311 ot (TS BT GTER s
CNRZ1066 rpoB H 80
M 8232 epos &
LMD o8 80
JBOI0 rpoB 80

IJIIII!I:‘III!IIIIIIiIilJIJIIIIII‘IIIIJI-‘I\IwI!IIIIilllmlII

]
GGTGTRGTT 120
recTeTlleT 120
meeTTRGTT 120
reereTlleT1 120
hecreTleTT 120

]

GGT6 :
G TG
b
160

LMG 18311 rpo8 TGGTGGTE]

FGGTGGTE
T GGIGGT:

LMG 18314 o8
CNR21066 moB.

TOGRTGTT]
GTGRTGTT|

T
31
TG T
T T
TG T

JIM 8232 rpots BTG 160
e Bovcllrer 150
JB010 ok 61T

Conser‘sng./ CGTGATGTTA AAATCTTTAC ACGTGCAAAC GGTGATGAAT

censervcién [T TTTTL T TITITIT ITTTAERT TIVARTITR

1 1
LMG 18311 moB [7G] ) G 6T TR 200
CNRZ1066 moB ITG| G 616 H ofl 200
JIMB232 o8 [T GT G GT i 200
LMD9 rpoB [T G |GT E E 200
JBO0 rpoB 6T G 6TG il 200

Consen‘sng./ TGCAATCAGG TGTTAACATG CTTGTTCGTG TTTACATCGE

conservacien ||| |} [AT1] [ ITTTTTT] TITTTTITITTTITONTITN

m @
TGGETGGT| 240
TGGRETGGT 240
TGGETGGT 240
TGGETGGT 240

TGGH 240

8

LMG 18311 poB
CNRZ1086 o8
JIN 8232 1poB
LMDS po8
JBO10 poB

R |
GGGT| [TGTTT

1
MG 18311 o8 6T TTGTTTG 280
CNRz1068me8 [aT TGTTT rrorTlTG 280
JMB2i2mes WET) GGGT TGTTT] TTGTTETG 280
LMD3 o8 RG] raT T TrGTTRMTG 280
JBO10 pos T6TTY TraTTIlTG 280

Consenso CGTCACGGTA ACAAAGGGGT TGTTTCTCGT ATTGTTCCTG
100%

LT T T T T T

Conservacion
0%

LMG 18311 moB [TT 0
CNRZ1066 rpo8 T T 320
JIM 8232 ¢poB ITT 320
LMDS rpoB 320
38010rpoB [TYG Gl 320

Consenso TTG,
100%

T T

Conservacion
0
1 1
TR TETT I G
TENTGTTG o -3
TERTGTTG 3 < G
LMD9 rpoB TG T
G Gy G

JBOT0 rpoB TG T T
Consenso GATCATGTTG AACCCTCTTG GGGTGCCATC ACGTATGAAT

conservacien, [ TTTTITTT LTI T TR TTIATANITY

LMG 18311 rpoB
CNRZ1066 rpoB
JIM 8232 tpoB
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Figura 15 continuacion

LMG 18311 rpoB
CNRZ1066 fpoB
JIM 8232 spoB
LMD9 rpoB
J8010 rpoB
Consenso
100%
Conservacion
0%
‘i"
LMG 18311 1poB G GG [T] T1] 434
CNRZ1066 rpoB 9 ¢ T} _' TY 434
$IMB82321poB G GG 1] B C TT 434
LMD9 moB g _ 7] TH 434
JB010 rpeB Gf GGG (T} 7] T¥H 434

100% I T

Conservacion [ (A EXA 00 E LA OERB- 1 g L L A A 1
0% o - W3 L A R L . W R AN ”,"f‘v" AlE - N3

= | 53 = el
i t

Consenso GTAACTTGGG TATCTACATC
T O T
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Fig_ura 16

Cambios de base - |as posiciones son relevantes para la secuencia cortada

227: IM8232 T—A,
352: JB010 C=T
372; CNRZ 1066 T=C

¥poB

3457 LVID9 G—A

360: JIM 8232 & JB010 T-5C

165

519

8597JIM 8232 & MN-ZEW:002 G A
1270, LMG 18311 & CNRZ1066 G-
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Figura 17
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Figura 18
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