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COMPOSICIONES QUE COMPRENDEN CEPAS BACTERIANAS
CAMPO TECNICO
La presente invencion se encuentra en el campo de las composiciones que comprenden
cepas bacterianas aisladas del tracto digestivo de mamiferos y el uso de dichas
composiciones en el tratamiento de enfermedades.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Se considera 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.
Posteriormente, se produce un periodo dinamico de colonizacion y sucesion microbiana, que
esta influenciado por factores tales como el modo de parto, el medioambiente, la dieta y el
genotipo del huésped, los cuales tienen todos un impacto sobre la composicion de la
microbiota intestinal, en particular durante los primeros afios de vida. Posteriormente, la
microbiota se estabiliza y pasa a ser adulta [1]. La microbiota del intestino humano contiene
mas de 1500 filotipos diferentes, dominados en niveles de abundancia por dos divisiones
bacterianas principales (filos), Bacteroidetes y Firmicutes [2-3]. Las relaciones simbidticas
exitosas que surgen de la colonizacion bacteriana de los intestinos humanos han producido
una amplia variedad de funciones metabdlicas, estructurales, protectoras, asi como otras
funciones beneficiosas. Las actividades metabdlicas mejoradas del intestino colonizado
aseguran que componentes de la dieta, que de otro modo no serian digeribles, se degraden
con liberacion de subproductos que proporcionan una importante fuente de nutrientes para el
hospedador y beneficios para la salud adicionales. De manera similar, la importancia
inmunoldgica de la microbiota intestinal es muy reconocida y se ejemplifica en animales libres
de gérmenes que tienen un sistema inmunitario deficiente que se reconstituye desde el punto
de vista funcional después de la introduccion de bacterias comensales [4-6].
Se han documentado cambios drasticos en la composicion de la microbiota en trastornos
gastrointestinales tales como enfermedad intestinal inflamatoria (IBD, por sus siglas en
inglés). Por ejemplo, los niveles de bacterias del grupo XIVa de Clostridium y el grupo Xl de
Clostridium (F. prausnitzii) se reducen en pacientes con IBD, mientras que los niveles de E.
coli aumentan, lo que sugiere un cambio en el equilibrio de simbiontes y patobiontes en el
intestino [7-11].
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Al reconocer el potencial efecto positivo que determinadas cepas bacterianas pueden tener
sobre el intestino de un animal, se han propuesto diversas cepas para su uso en el
tratamiento de diversas enfermedades (véase, por ejemplo, [12-15]). Una variedad de cepas,
que incluyen principalmente las cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium, ha sido propuesta
para su uso en el tratamiento de diversas enfermedades intestinales (véase [16] por una
resefia). También se ha propuesto el uso de cepas del género Blautia para modular el
equilibrio microbiano en el ecosistema digestivo en pacientes con IBS (WO 01/85187). Sin
embargo, la relacién entre diferentes cepas bacterianas y diferentes enfermedades y los
efectos concretos de cepas bacterianas particulares en el intestino y a un nivel sistémico y en
cualquier tipo particular de enfermedades se encuentran poco caracterizados.
Hay una necesidad de caracterizar los efectos posibles de las bacterias intestinales de modo
qgue se puedan desarrollar nuevas terapias que utilicen bacterias intestinales.
US 2010/0247489 describe el uso de nutrientes minerales para tratar trastornos digestivos.
US‘789 propone opcionalmente ademas el uso de numerosos géneros diferentes de bacteria,
incluso Enterobacteriaceae, para prevenir y reducir la formacion de gas en el colon, asi que
este documento sugiere que aumentar Enterobacteriaceae spp. en el tracto gastrointestinal
puede emplearse para tratar determinadas enfermedades. US‘789 no discute ningun método
para reducir Enterobacteriaceae spp.
WO 2016/086206 sugiere que las bacterias del orden Clostiridiales, incluso
Enterbacteriaceace spp., pueden utilizarse para tratar o prevenir la disbiosis. No hay
indicacion en WO’206 de que reducir el nivel Enterobacteriaceace spp. en el tracto
gastrointestinal puede utilizarse para tratar enfermedades, ni tampoco hay indicacién de cémo
conseguir una reduccion en el nivel Enterbacteriaceace spp.
WO 2012/142605 propone que puede ser posible tratar una cantidad de diferentes
enfermedades con una combinacién de microorganismos. WO’605 sugiere una gran cantidad
de especies bacterianas que podrian emplearse, pero no hay indicacion en WO’'605 de cémo
cualquiera de las especies bacterianas propuestas podria utilizarse para tratar ninguna de las
enfermedades propuestas.
COMPENDIO DE LA INVENCION
Los inventores han desarrollado nuevas terapias para tratar y prevenir enfermedades

asociadas con Enterobacteriaceae, en particular E. coli. En particular, los inventores han
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identificado que cepas bacterianas del género Blautia pueden ser eficaces para reducir el nivel
de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal. Tal como se describe en los ejemplos, la
administracion oral de composiciones que comprenden Blautia hydrogenotrophica puede
reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, incluso E. coli, y puede
tratar o prevenir enfermedades asociadas con Enterobacteriaceae o E. coli. Por lo tanto, en
una primera modalidad, la invencion proporciona una composicion que comprende una cepa
bacteriana del género Blautia, para su uso en un método para reducir el nivel de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal.
En modalidades preferidas de todos los aspectos de la invencion, la Enterobacteriaceae es E.
coli. En modalidades preferidas de todos los aspectos de la invencién, la cepa bacteriana es
Blautia hydrogenotrophica y es preferentemente la bacteria depositada con el numero de
acceso DSM 10507/14294.
En modalidades preferidas, la invencion proporciona una composicion que comprende una
cepa bacteriana del género Blautia, para su uso en un método para tratar o prevenir una
enfermedad asociada con una infeccion por Enterobacteriaceae, tal como una infeccién por E.
coli. En determinadas modalidades, las composiciones de la invencion se utilizan para tratar o
prevenir la diarrea, gastroenteritis, infeccién del tracto urinario o meningitis neonatal. En
determinadas modalidades, las composiciones de la invenciéon se utilizan para tratar o
prevenir una infeccion por Enterobacteriaceae, tal como una infeccion por E. coli.
En modalidades preferidas adicionales, las composiciones de la invencidon se utilizan para
reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, preferentemente el nivel de
E. coli, en el tratamiento o prevencion de IBS, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
dispepsia funcional, diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal.
Los inventores han desarrollado nuevas terapias para tratar y prevenir la diarrea. En
particular, los inventores han identificado que cepas bacterianas del género Blautia pueden
ser eficaces para reducir la diarrea. Tal como se describe en los ejemplos, la administracion
oral de composiciones que comprenden Blautia hydrogenotrophica puede reducir la diarrea en
pacientes que tienen sindrome del intestino irritable (IBS, por sus siglas en inglés).
En modalidades preferidas de la invencion la cepa bacteriana de la composicion es de Blautia
hydrogenotrophica. También se pueden utilizar cepas estrechamente relacionadas, tales

como cepas bacterianas que tienen una secuencia de ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %,
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97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o0 99,9 % idéntica a la secuencia de ARNr 16s de una cepa
bacteriana de Blautia hydrogenotrophica. Preferentemente, la cepa bacteriana tiene una
secuencia de ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o0 99,9 %
idéntica a la SEQ ID NO:5. Mas preferentemente, la cepa bacteriana de la composicion es la
cepa Blautia hydrogenotrophica depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294.
En modalidades adicionales de la invencion la cepa bacteriana de la composicion es de
Blautia stercoris. También se pueden utilizar cepas estrechamente relacionadas, tales como
cepas bacterianas que tienen una secuencia de ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % idéntica a la secuencia de ARNr 16s de una cepa bacteriana de
Blautia stercoris. Preferentemente, la cepa bacteriana tiene una secuencia de ARNr 16s que
es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % idéntica a la SEQ ID NO:1 o 3.
Preferentemente la identidad de secuencia es con la SEQ ID NO:3. Preferentemente, la cepa
bacteriana para su uso en la invencidén tiene la secuencia de ARNr 16s representada por la
SEQ ID NO:3.
En modalidades adicionales de la invencion, la cepa bacteriana de la composicién es de
Blautia wexlerae. También se pueden utilizar cepas estrechamente relacionadas, tales como
cepas bacterianas que tienen una secuencia de ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % idéntica a la secuencia de ARNr 16s de una cepa bacteriana de
Blautia wexlerae. Preferentemente, la cepa bacteriana tiene una secuencia de ARNr 16s que
es al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % idéntica a la SEQ ID NO:2 o
4. Preferentemente la identidad de secuencia es con la SEQ ID NO:4. Preferentemente, la
cepa bacteriana para su uso en la invencion tiene la secuencia de ARNr 16s representada por
la SEQ ID NO:4.
En determinadas modalidades, la composicién de la invencion se utiliza para administracion
por via oral. La administracion oral de las cepas de la invencion puede ser eficaz para reducir
el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal. Ademas, la administracion por via
oral es conveniente para los pacientes y médicos y permite el suministro hacia el intestino y/o
la colonizacion parcial o total de este.
En determinadas modalidades, la composicién de la invencion comprende uno o0 mas

excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables.
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En determinadas modalidades, la composicion de la invencion comprende una cepa
bacteriana que ha sido liofilizada. La liofilizacion es una técnica efectiva y conveniente para la
preparacion de composiciones estables que permiten el suministro de las bacterias, y se ha
demostrado que proporciona composiciones eficaces en los ejemplos.
En determinadas modalidades, la invencion proporciona un producto alimenticio que
comprende la composicion tal como se describié anteriormente.
En determinadas modalidades, la invencion proporciona una composicién de vacuna que
comprende la composicion tal como se describié anteriormente.
De manera adicional, la invencién proporciona un método para reducir el nivel de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal y de este modo tratar o prevenir
enfermedades relacionadas con Enterobacteriaceae, que comprende administrar una
composicién que comprende una cepa bacteriana del género Blautia.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1: Medicién de la poblacion de BH mediante qPCR, que muestra un aumento en BH
en los dias 14 y 28 para ratas HMI con IBS que recibieron liofilizado de BH.
Figura 2: Estudio de dosificacion en ratas HIM - cuantificacion mediante RT-PCR de B.
hydrogenotrophica en muestras fecales de ratas HIM sanas que recibieron diferentes
concentraciones de las especies bacterianas.
Figura 3: Tiempo de transito de B. hydrogenotrophica después de la administracién oral
(10%dia) a ratas HIM sanas.
Figura 4: Comparacién de los niveles de B. hydrogenotrophica hallados en muestras fecales y
del ciego de ratas HIM sanas (cuantificacion mediante RT-PCR) después de la administracion
de 14 dias - B. hydrogenotrophica administrada a 10" /dia/rata.
Figura 5: Efecto de la administracién de B. hydrogenotrophica sobre la composicion de la
microbiota fecal de ratas asociadas con microbiota humana sana. Administracién de 10 B.
hydrogenotrophica |/ dia durante 14 dias (resultados de 2 analisis mediante qPCR de
microbiota fecal humana sana (20 ratas HIM).
Figura 6: Impacto de la administracion de B. hydrogenotrophica sobre las poblaciones
microbianas en ratas HIM con IBS.
Figura 7 a: Cambio en los niveles de Blautia hydrogenotrophica en la microbiota de pacientes

durante y después del tratamiento con Blautix.
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Figura 7b: Cambio en los niveles de Enterobacteria en la microbiota de pacientes durante y
después del tratamiento con Blautix.
Figura 8: Resultados de Cmax en prueba de hidrégeno en el aliento para el dia 1, dia 2, dia
15 y dia 16 para pacientes con IBS tratados con Blautix (Figura 8 a) y pacientes con IBS
tratados con placebo (Figura 8b). La Figura 8c es una grafica que compara el porcentaje de
pacientes tratados con Blautix con una reduccion de hidrégeno entre el promedio de los dias
15 y 16 y el promedio de los dias 1 y 2 con el porcentaje de los pacientes tratados con
placebo con una reduccion de hidrégeno entre esos momentos.
Figura 9 a: Datos apareados de prueba de aliento con hidrégeno sin corregir e hidrogeno
corregido para el dia 1 y dia 15 para pacientes con IBS tratados Blautix; Figure 9b: grafica
que compara los resultados de prueba de aliento con hidrogeno sin corregir promedio para el
dia 1 y dia 15 para el grupo de tratamiento con Blautix; Figure 9c: grafica que compara los
resultados de prueba de aliento con hidrogeno corregido promedio para el dia 1 y dia 15 para
el grupo de tratamiento con Blautix.
Figura 10 a: Datos apareados de prueba de aliento con hidrogeno sin corregir e hidrogeno
corregido para el dia 1 y dia 15 para pacientes con IBS tratados placebo; Figure 10b: grafica
que compara los resultados de prueba de aliento con hidrogeno sin corregir promedio para el
dia 1 y dia 15 para el grupo con placebo; Figure 10c: grafica que compara los resultados de
prueba de aliento con hidrégeno corregido promedio para el dia 1 y dia 15 para el grupo con
placebo.
Figura 11: Graficas que comparan los resultados de prueba de aliento con hidréogeno
promedio del dia 1 y dia 15 para el grupo de tratamiento con Blautix (Verum) y el grupo con
placebo (Figura 11 a: hidrégeno sin corregir; Figura 11b: hidrégeno corregido).
Figura 12: evaluacién qPCR de poblacién B. hydrogenotrophica en muestras fecales de ratas
IBS-HMA tratadas o no con una composicion que comprende B. hydrogenotrophica (BlautiX)
durante 28 dias.
Figura 13: Enumeraciéon de bacterias en muestras fecales de rata HMA con IBS después de
la administracion de B. hydrogenotrophica (BlautiX) en comparacién con una solucion de
control.
Figura 14: Cambios en los sintomas del paciente durante el periodo de dosificacion (dias 1-

16) del ensayo clinico de fase I.
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Figura 15: Cambios en los sintomas del paciente durante el periodo de reposo del ensayo
clinico de fase |.
DESCRIPCION DE LA INVENCION
Cepas bacterianas
Las composiciones de la invencion comprenden una cepa bacteriana del género Blautia. Los
ejemplos demuestran que las bacterias de este género son utiles para reducir el nivel de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, en particular E. coli. Las cepas bacterianas
preferidas son de las especies Blautia hydrogenotrophica, Blautia stercoris y Blautia wexlerae.
Otras cepas bacterianas preferidas para su uso en la invencion son Blautia producta, Blautia
coccoides y Blautia hansenii. La mas preferida es Blautia hydrogenotrophica, en particular la
bacteria depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294.
Los ejemplos de cepas de Blautia para su uso en la invencion incluyen Blautia
hydrogenotrophica, B. stercoris, B. faecis, B. coccoides, B. glucerasea, B. hansenii, B. luti, B.
producta, B. schinkii y B. wexlerae. Las bacterias de la especie Blautia son bacterias
grampositivas y no méviles que pueden ser cocoides u ovaladas y todas son organismos
anaerobios obligados que producen acido acético como producto final fundamental de la
fermentacién de glucosa [17]. Blautia puede aislarse del intestino humano, aunque se aislé B.
producta de una muestra de septicemia.
Se ha aislado Blautia hydrogenotrophica (previamente conocida como Ruminococcus
hydrogenotrophicus) del intestino de mamiferos, que es estrictamente anaerobia y metaboliza
H,/CO, y lo convierte en acetato, que puede ser muy importante para la nutricion y salud
humana. El tipo de cepa de Blautia hydrogenotrophica es S5a33 = DSM 10507 = JCM 14656.
El numero de acceso de GenBank para la secuencia génica de ARNr 16S de la cepa S5a36
de Blautia hydrogenotrophica es X95624.1 (descrita en la presente como SEQ ID NO:5). Este
ejemplo de cepa de Blautia hydrogenotrophica se describe en [17] y [18]. La cepa S5a33 y la
cepa S5a36 corresponde a dos subclones de una cepa aislada de una muestra fecal de un
sujeto sano. Presentan una morfologia, fisiologia y metabolismo idénticos y tienen secuencias
de ARNr 16S idénticas. Por lo tanto, en algunas modalidades, la Blautia hydrogenotrophica
para su uso en la invencién tiene la secuencia de ARNr 16S de la SEQ ID NO:5.
La bacteria Blautia hydrogenotrophica depositada con el numero de acceso DSM 10507 vy

también con el numero de acceso DSM 14294 se probd en los ejemplos y también se hace
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referencia a esta en la presente como cepa BH. La cepa BH se depositdé en Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen [Coleccién Alemana de Microorganismos] (Mascheroder
Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania) el 26 de enero de 1996 “Ruminococcus
hydrogenotrophicus” con el numero de acceso DSM 10507 y también con el numero de
acceso DSM 14294 como “S5a33” el 14 de mayo de 2001. El depositante fue INRA
Laboratoire de Microbiologie CR de Clermont-Ferrand/Theix 63122, Saint Genés
Champanelle, Francia. La titularidad de los depdsitos se traspasé a 4D Pharma Plc mediante
cesion.
El numero de acceso de GenBank para la secuencia génica de ARNr 16S de la cepa GAMG6-
17 de Blautia stercoris es HM626177 (descrita en la presente como SEQ ID NO:1). Un ejemplo
de cepa de Blautia stercoris se describe en [19]. El tipo de cepa de Blautia wexlerae es WAL
14507 = ATCC BAA-1564 = DSM 19850 [17]. El numero de acceso de GenBank para la
secuencia génica de ARNr 16S de la cepa WAL 14507 T de Blautia wexlerae es EF036467
(descrita en la presente como SEQ ID NO:2). Este ejemplo de la cepa de Blautia wexlerae se
describe en [17].
Una cepa de Blautia stercoris preferida es la cepa depositada con el numero de acceso
NCIMB 42381, a la que también se hace referencia en la presente como cepa 830. Una
secuencia de ARNr 16S para la cepa 830 se proporciona en SEQ ID NO:3. La cepa 830 se
deposité ante la autoridad internacional de depodsito NCIMB, Ltd. (Ferguson Building,
Aberdeen, AB21 9YA, Escocia) por GT Biologics Ltd. (Life Sciences Innovation Building,
Aberdeen, AB25 2ZS, Escocia) el 12 de marzo de 2015 como “Blautia stercoris 830" y se le
asigno el numero de acceso NCIMB 42381. GT Biologics Ltd. cambi6é posteriormente su
nombre a 4D Pharma Research Limited.
Una cepa de Blautia wexlerae preferida es la cepa depositada con el numero de acceso
NCIMB 42486, a la que también se hace referencia en la presente como cepa MRX008. Una
secuencia de ARNr 16S para la cepa MRX008 se proporciona en SEQ ID NO:4. La cepa
MRXO008 se depositd ante la autoridad internacional de depdsito NCIMB, Ltd. (Ferguson
Building, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia) por 4D Pharma Research Ltd. (Life Sciences
Innovation Building, Aberdeen, AB25 2ZS, Escocia) el 16 de noviembre de 2015 como

“Blaqutia/Ruminococcus MRx0008” y se le asigné el numero de acceso NCIMB 42486.
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También se espera que las cepas bacterianas relacionadas estrechamente con la cepa
evaluada en los ejemplos sean eficaces para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el
tracto gastrointestinal, en particular E. coli. En determinadas modalidades, la cepa bacteriana
para el uso en la invencion tiene una secuencia de ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o0 99,9 % idéntica a la secuencia de ARNr 16s de una cepa
bacteriana de Blautia hydrogenotrophica. Preferentemente, la cepa bacteriana para uso en la
invencion tiene una secuencia de ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %,
99,5 % 0 99,9 % idéntica a la SEQ ID NO:5.
En determinadas modalidades, la cepa bacteriana para el uso en la invencion tiene una
secuencia de ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 %
idéntica a la secuencia de ARNr 16s de una cepa bacteriana de Blautia stercoris.
Preferentemente, la cepa bacteriana para uso en la invencion tiene una secuencia de ARNr
16s que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % idéntica a la SEQ ID
NO:1 o SEQ ID NO:3. Preferentemente la identidad de secuencia es con la SEQ ID NO:3.
Preferentemente, la cepa bacteriana para su uso en la invencion tiene la secuencia de ARNr
16s representada por la SEQ ID NO:3. En determinadas modalidades, la cepa bacteriana para
uso en la invencion tiene una secuencia del ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % idéntica a la secuencia del ARNr 16s de una cepa bacteriana de
Blautia wexlerae. Preferentemente, la cepa bacteriana para uso en la invencion tiene una
secuencia de ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o0 99,9 %
idéntica a la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4. Preferentemente la identidad de secuencia es con
la SEQ ID NO:4. Preferentemente, la cepa bacteriana para su uso en la invencion tiene la
secuencia de ARNr 16s representada por la SEQ ID NO:4.
También se espera que las cepas bacterianas que son biotipos de la bacteria depositada con
el numero de acceso DSM 10507/14294 o biotipos de las bacterias depositadas con los
numeros de acceso NCIMB 42381 y NCIMB 42486 sean eficaces para reducir el nivel de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, en particular E. coli. Un biotipo es una cepa
estrechamente relacionada que tiene las mismas caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas o
muy similares.
Las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el numero de acceso DSM
10507/14294, NCIMB 42381 o NCIMB 42486 y que son adecuadas para el uso en la
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invenciéon pueden identificarse mediante la secuenciacion de otras secuencias de nucleétidos
para una bacteria depositada con el niumero de acceso DSM 10507/14294, NCIMB 42381 o
NCIMB 42486. Por ejemplo, se puede secuenciar sustancialmente la totalidad del genoma y
una cepa biotipo para el uso en la invencion puede tener una identidad de secuencia de al
menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o0 99,9 % en al menos el 80 % de su
genoma total (por ejemplo, en al menos el 85 %, 90 %, 95 % o0 99 %, o en su genoma total).
Por ejemplo, en algunas modalidades, una cepa biotipo tiene por lo menos 98 % de identidad
de secuencia en al menos 98 % de su genoma o al menos 99 % de identidad de secuencia en
99 % de su genoma. Otras secuencias adecuadas para el uso en la identificacion de cepas
biotipo pueden incluir secuencias hsp60 o repetitivas tales como BOX, ERIC, (GTG)s, o REP o
[20]. Las cepas de biotipo pueden tener secuencias con al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, 99,5% o0 99,9 % de identidad de secuencia con la secuencia correspondiente de una
bacteria depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294, NCIMB 42381 o NCIMB
42486. En algunas modalidades una cepa de biotipo tiene una secuencia con al menos 97 %,
98 %, 99 %, 99,5 % 0 99,9 % de identidad de secuencia con la secuencia correspondiente de
la cepa Blautia hydrogenotrophica depositada como DSM 10507/14294 y comprende una
secuencia de ARNr 16S que es al menos 99 % idéntica (por ejemplo, al menos 99,5 % o al
menos 99,9 % idéntica) a SEQ ID NO:5. En algunas modalidades, una cepa de biotipo tiene
una secuencia con al menos 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o0 99,9 % de identidad de secuencia
con la secuencia correspondiente de la cepa Blautia hydrogenotrophica depositada como
DSM 10507/14294 y tiene la secuencia de ARNr 16S de SEQ ID NO:5.

De manera alternativa, las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el numero
de acceso DSM 10507/14294, NCIMB 42381 o NCIMB 42486 y que son adecuadas para su
uso en la invencién pueden identificarse mediante el uso del depdsito con numero de acceso
DSM 10507/14294, el depdsito con numero de acceso NCIMB 42381, o depdsito con numero
de acceso NCIMB 42486, y analisis de fragmento de restriccion y/o analisis de PCR, por
ejemplo mediante el uso de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados
fluorescentes (FAFLP, por sus siglas en inglés) y obtencién de huella por PCR de Elementos
Repetitivos (rep) de ADN o perfil de proteina o secuenciacion parcial del ADNr 16S o 23s. En
modalidades preferidas, dichas técnicas se pueden utilizar para identificar otras cepas de

Blautia hydrogenotrophica, Blautia stercoris o Blautia wexlerae.
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En determinadas modalidades, las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el
numero de acceso DSM 10507/14294, NCIMB 42381 o NCIMB 42486 y que son adecuadas
para uso en la invencidon son cepas que proporcionan el mismo patrén que una bacteria
depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294, NCIMB 42381 o NCIMB 42486 al
analizarla mediante analisis de restriccion de ADN ribosomal amplificado (ARDRA, por sus
siglas en inglés), por ejemplo al usar enzima de restriccion Sau3Al (por métodos de ejemplo y
orientacion ver, por ejemplo,[21]). De manera alternativa, las cepas de biotipo se identifican
como cepas que tienen los mismos patrones de fermentacidén de carbohidratos que la bacteria
depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294, NCIMB 42381 o NCIMB 42486.
Otras cepas de Blautia que son utiles en las composiciones y métodos de la invencion, tales
como biotipos de una bacteria depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294,
NCIMB 42381 o NCIMB 42486, pueden identificarse mediante el uso de cualquier método o
estrategia adecuados, incluidos los ensayos descritos en los ejemplos. Por ejemplo, las cepas
para uso en la invencion pueden identificarse mediante el cultivo de bacterias y administraciéon
a ratas para evaluar en el ensayo de distensién. En particular, las cepas bacterianas que
tienen patrones de crecimiento, tipo metabdlico y/o antigenos de superficie similares a una
bacteria depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294, NCIMB 42381 o NCIMB
42486 pueden ser utiles en la invencidn. Una cepa util tendra actividad moduladora de
microbiota comparable a la de la cepa DSM 10507/14294, NCIMB 42381 o NCIMB 42486. En
particular, una cepa de biotipo suscitara efectos similares sobre Enterobacteriaceae a los
efectos que se muestran en los Ejemplos, que se pueden identificar mediante el uso de los
protocolos de cultivo y administracion descritos en los Ejemplos.
Una cepa particularmente preferida de la invencion es la cepa Blautia hydrogenotrophica
depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294. Este es el ejemplo de cepa de BH
evaluado en los ejemplos y que se observdO que era eficaz para reducir el nivel de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, en particular E. coli. Por lo tanto, la invencion
proporciona una ceélula, tal como una célula aislada, de la cepa Blautia hydrogenotrophica
depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294, o un derivado de esta, para uso en
terapia, en particular para las enfermedades descritas en la presente.
Un derivado de la cepa depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294, NCIMB
42381 o NCIMB 42486 puede ser una cepa hija (progenie) o una cepa cultivada (subclonada)
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a partir de la original. Un derivado de una cepa de la invencién puede modificarse, por
ejemplo, a nivel genético, sin erradicar la actividad bioldgica. En particular, una cepa derivada
de la invencion es terapéuticamente activa. Una cepa derivada tendra actividad moduladora
de microbiota comparable a la de la cepa DSM 10507/14294, NCIMB 42381 o NCIMB 42486
original. En particular, una cepa derivada suscitara efectos similares sobre Enterobacteriaceae
a los efectos que se muestran en los Ejemplos, que se pueden identificar mediante el uso de
los protocolos de cultivo y administracion descritos en los Ejemplos. Un derivado de la cepa
DSM 10507/14294 sera generalmente un biotipo de la cepa DSM 10507/14294. Un derivado
de la cepa NCIMB 42381 generalmente sera un biotipo de la cepa NCIMB 42381. Un derivado
de la cepa NCIMB 42486 generalmente sera un biotipo de la cepa NCIMB 42486.
Las referencias a células de la cepa Blautia hydrogenotrophica depositada con el numero de
acceso DSM 10507/14294 comprenden cualquier célula que tenga las mismas caracteristicas
de seguridad y eficacia terapéutica que las cepas depositadas con el numero de acceso DSM
10507/14294, y dichas células se encuentran comprendidas en la invencion. Las referencias a
células de la cepa Blautia stercoris depositada con el numero de acceso NCIMB 42381
comprenden cualquier célula que tenga las mismas caracteristicas de seguridad y eficacia
terapéutica que las cepas depositadas con el nimero de acceso NCIMB 42381, y dichas
células se encuentran comprendidas en la invencion. Las referencias a células de la cepa
Blautia wexlerae depositada con el numero de acceso NCIMB 42486 comprenden cualquier
célula que tenga las mismas caracteristicas de seguridad y eficacia terapéutica que las cepas
depositadas con el numero de acceso NCIMB 42486, y dichas células se encuentran
comprendidas en la invencion.
En modalidades preferidas, las cepas bacterianas en las composiciones de la invencidén son
viables y pueden colonizar parcial o completamente el intestino.
Usos terapéuticos
En determinadas modalidades, las composiciones de la invencién se utilizan para reducir el
nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal. Los niveles aumentados de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal se asocian con numerosas enfermedades y
afecciones patologicas, y los ejemplos demuestran que las composiciones de la invencion son

eficaces para reducir el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal.
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En modalidades preferidas de todos los aspectos de la invencion, la Enterobacteriaceae es E.
coli. Por lo tanto, preferentemente las composiciones de la invencion se utilizan para reducir el
nivel de E. coli en el tracto gastrointestinal.
En determinadas modalidades, la Enterobacteriaceae es una cepa patdgena, tal como E. coli
0O157:H7, O104:H4, 0121, 026, 0103, 0111, 0145, O104:H21 0 O104:H4.
En modalidades alternativas, la Enterobacteriaceae es una cepa comensal o no patégena. Los
niveles aumentados de dicha Enterobacteriaceae pueden contribuir con afecciones, tales
como IBS y enfermedad de Crohn, y los ejemplos demuestran que las composiciones de la
invencion pueden tener un efecto reductor sobre Enterobacteriaceae en el contexto de IBS.
En determinadas modalidades, las composiciones de la invencion se utilizan para tratar o
prevenir una enfermedad asociada con una infeccion por Enterobacteriaceae, tal como una
infeccién por E. coli. En determinadas modalidades, las composiciones de la invencion se
utilizan para tratar o prevenir la diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o
meningitis neonatal. En dichas modalidades, Enterobacteriaceae puede ser una cepa
patogena.
En determinadas modalidades, las composiciones de la invencion se utilizan para tratar o
prevenir una enfermedad asociada con niveles elevados de Enterobacteriaceae, tal como E.
coli. En determinadas modalidades, las composiciones de la invencién se utilizan para tratar o
prevenir la diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal. En
dichas modalidades, Enterobacteriaceae puede ser una cepa comensal o no patogena.
En algunas modalidades, la patogénesis de la enfermedad o afeccion afecta el intestino. En
algunas modalidades, la patogénesis de la enfermedad o afeccién no afecta el intestino. En
algunas modalidades, la patogénesis de la enfermedad o afeccion no se localiza en el
intestino. En algunas modalidades, el tratamiento o prevencién se produce en un sitio
diferente al intestino. En algunas modalidades, el tratamiento o prevencion se produce en el
intestino y, ademas, en un sitio diferente al intestino. En determinadas modalidades, la
enfermedad o afeccion es sistémica.
En determinadas modalidades, las composiciones de la invencion se utilizan para tratar o
prevenir una infeccion por Enterobacteriaceae, tal como una infeccién por E. coli. En

modalidades preferidas, las composiciones de la invencion se utilizan para tratar o prevenir
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una infeccién del tracto gastrointestinal y en particular del ciego. En dichas modalidades,
Enterobacteriaceae puede ser una cepa patogena.
En algunas modalidades, se reduce el nivel de Enterobacteriaceae en las heces del sujeto. En
algunas modalidades, se reduce el nivel de Enterobacteriaceae en una muestra de heces del
sujeto. En algunas modalidades, se reduce el nivel de Enterobacteriaceae en una el intestino
distal del sujeto. En algunas modalidades, se reduce el nivel de Enterobacteriaceae en el
ciego. En algunas modalidades, se reduce el nivel de Enterobacteriaceae en el colon. En
algunas modalidades, se reduce el nivel de Enterobacteriaceae en el recto. En algunas
modalidades, se reduce el nivel de Enterobacteriaceae en el intestino delgado.
En modalidades preferidas, la invencion proporciona una composicion que comprende una
cepa bacteriana del género Blautia, para su uso en el tratamiento de infecciones por
Enterobacteriaceae patogenas.
En modalidades preferidas, la invencion proporciona una composicion que comprende una
cepa bacteriana del género Blautia, para su uso en el tratamiento infeccion por E. coli.
En modalidades preferidas, las composiciones de la invencién se utilizan para reducir el nivel
de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal, preferentemente el nivel de E. coli, en el
tratamiento o prevencidon de una enfermedad asociada con niveles elevados de
Enterobacteriaceae, tal como IBS, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional,
diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal. Se conoce que
Enterobacteriaceae, y en particular E. coli, pueden potencialmente activar o puede exacerbar
la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa [22-24], asi que el efecto que se muestra en los
ejemplos para las composiciones de la invencion puede ser beneficioso en el tratamiento de
estas afecciones.
En determinadas modalidades, las composiciones de la invencion se utilizan para tratar o
prevenir IBS, enfermedad de Crohn, -colitis ulcerosa, dispepsia funcional, diarrea,
gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal, mediante la reduccién del
nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal.
En modalidades preferidas, las composiciones de la invencion comprenden la bacteria
depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294 y se utilizan para reducir el nivel de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal en el tracto de la enfermedad de Crohn,

composiciones, dispepsia funcional o, mas preferentemente, IBS. En modalidades
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adicionales, las composiciones de la invencion comprenden la bacteria depositada con el
numero de acceso DSM 10507/14294 y se utilizan para tratar o prevenir la enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional o, mas preferentemente, IBS, mediante la
reduccion del nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal.
En determinadas modalidades, la composicidn se administra en combinacion con un
antibiotico, tal como fluoroquinolona, azitromicina, ciprofloxacina o rifaximina. En
determinadas modalidades, la composicion se administra en combinacién con un tratamiento
de deshidratacion, tal como una solucién de rehidratacion oral. La composicion de la invencion
puede administrarse al mismo tiempo que el antibi6tico o tratamiento de deshidratacién, o en
secuencia con el antibidtico o tratamiento de deshidratacion.
En determinadas modalidades, las composiciones se utilizan en pacientes que presentan o se
espera que presenten niveles aumentados de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal,
por ejemplo, cuando se comparan con un sujeto sano o una poblacion de sujetos sanos.
En determinadas modalidades, las composiciones de la invencidon se utilizan en un método
para tratar, prevenir o reducir la colonizacion del tracto gastrointestinal por
Enterobacteriaceae.
En algunas modalidades, la composicion de la invencidn se utiliza en un método para reducir
el nivel de Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal en un sujeto que tiene un nivel
aumentado de hidréogeno en su aliento en comparacion con un sujeto sano. En algunas
modalidades, la composicion de la invencion se utiliza para reducir el nivel de hidrégeno en el
aliento de un sujeto que presenta o se espera que presente un nivel aumentado de
Enterobacteriaceae en el tracto gastrointestinal. El sujeto es preferentemente un sujeto al cual
se le diagnostico que tenia IBS, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional,
diarrea, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario o meningitis neonatal y/o una infeccion
causada por Enterobacteriaceae patdégena, por ejemplo, E. coli. Los ejemplos muestran que el
tratamiento con una composicion de la invencion reduce el nivel de hidrogeno detectado en
las pruebas de hidrégeno en el aliento. Por consiguiente, los niveles de hidrégeno se evaluan
preferentemente mediante una prueba de hidrégeno en el aliento. La prueba de hidréogeno en
el aliento es conocida en la técnica y por lo tanto el experto en la técnica sabra como realizar
dicha prueba. En algunas modalidades, al paciente se le administra lactulosa como sustrato

para la prueba.
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La prueba de hidrogeno en el aliento también es una herramienta util para monitorear la
eficacia o la probabilidad de eficacia de reducir el nivel de Enterobacteriaceae y del
tratamiento o prevencion mediante el uso de una composicion de la invencion. Por ejemplo,
una reduccidon del nivel de hidrogeno detectado en el aliento de un sujeto después del
tratamiento con una composicion de la invencién puede indicar que el tratamiento tiene un
efecto de reduccion, terapéutico o preventivo. Por consiguiente, en algunas modalidades, los
métodos y los usos de la invencion comprenden, ademas, monitorear el nivel de hidrégeno en
el aliento de un sujeto durante y/o después del tratamiento con una composicion de la
invencion y evaluar de ese modo la eficacia o la probabilidad de eficacia de reducir, tratar o
prevenir. Por ejemplo, los niveles de hidrogeno se pueden monitorear una o mas (por ejemplo,
1, 2, 3, 4 o mas de 4) veces, por ejemplo, incluso antes del tratamiento, en el inicio del
tratamiento, durante el tratamiento, al final del tratamiento y/o después del tratamiento, segun
se desee. En algunas modalidades, el nivel de hidrogeno en el aliento del sujeto al final y/o
después del periodo de dosificacion (durante el cual la composicion se administra al sujeto) se
compara con el nivel al inicio y/o antes del periodo de dosificacion y una reduccion del nivel
indica la eficacia o la probabilidad de eficacia del reducir, tratar o prevenir. Por ejemplo, en
algunas modalidades en las cuales el periodo de dosificacion es de 16 dias, es posible que
sea deseable tomar mediciones en el dia 1 y el dia 16 o, por ejemplo, en el dia 1, el dia 2, el
dia 15 y el dia 16. En algunas modalidades, se toman multiples mediciones y se obtiene el
promedio de esas mediciones (por ejemplo, el promedio del dia 1 y el dia 2 y el promedio del
dia 15 y el dia 16). En algunas modalidades, una reduccion de al menos 40 ppm en Cmax del
nivel de hidrégeno indica que la reduccion, el tratamiento o prevencion es eficaz o es probable
que sea eficaz. En algunas modalidades, el nivel de hidrégeno en el aliento del sujeto se mide
solamente una vez, por ejemplo, al final o después del tratamiento, y el hallazgo de que el
nivel esta en un nivel predeterminado o cerca de este indica que la reduccién, el tratamiento o
prevencion es probable que haya sido eficaz. La prueba de hidrégeno en el aliento es un
ensayo estandar y por lo tanto se conocen niveles predeterminados en la técnica.

El tratamiento o prevencidén puede hacer referencia, por ejemplo, a un alivio de la gravedad de
los sintomas o una reduccion en la frecuencia de las exacerbaciones o el rango de

desencadenantes que son un problema para el paciente.
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Se pueden detectar los niveles de Enterobacteriaceae en las heces de un paciente mediante
el uso de técnicas estandar, tales como las técnicas de qPCR utilizadas en los ejemplos.
Modos de administracion
Preferentemente, las composiciones de la presente invenciéon se administraran al tracto
gastrointestinal con el fin de permitir el suministro hacia el intestino y/o la colonizacion parcial
o total de este con la cepa bacteriana de la invencion. En general, las composiciones de la
invencién son administradas por via oral, pero pueden ser administradas por via rectal,
intranasal o via bucal o sublingual.
En determinadas modalidades, las composiciones de la invencion pueden ser administradas
CoOmo una espuma, como un aerosol o un gel.
En determinadas modalidades, las composiciones de la invencion pueden administrarse como
un supositorio, tal como un supositorio rectal, por ejemplo, en la forma de un aceite de
teobroma (manteca de cacao), grasa dura sintética (por ejemplo, suppocire, witepsol),
glicerogelatina, polietilenglicol o composicidén de glicerina de jabon.
En determinadas modalidades, la composicion de la invenciéon es administrada al tracto
gastrointestinal mediante un tubo, tal como un tubo nanogastrico, tubo orogastrico, tubo
gastrico, tubo de yeyunostomia (tubo J), gastrostomia endoscépica percutanea (GEP), o un
puerto, tal como un puerto de la pared toracica que proporciona acceso al estomago, al
yeyuno y otros puertos de acceso adecuados.
Las composiciones de la invencién pueden administrarse una vez o pueden administrarse de
forma secuencial como parte de un régimen de tratamiento. En determinadas modalidades,
las composiciones de la invencidén se administraran de forma diaria. Los ejemplos demuestran
que la administracion diaria proporciona una colonizacion exitosa y beneficios clinicos.
En determinadas modalidades, las composiciones de la invencidn se administran
regularmente, tal como de forma diaria, cada dos dias, o de manera semanal, durante un
periodo prolongado de tiempo, tal como durante al menos una semana, dos semanas, un
mes, dos meses, seis meses 0 un ano. Los ejemplos demuestran que la administraciéon de BH
puede no resultar en una colonizacion permanente de los intestinos, de modo que la
administracion regular durante periodos prolongados de tiempo puede proporcionar mayores

beneficios terapéuticos.
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En algunas modalidades, las composiciones de la invencidn se administran durante 7 dias, 14
dias, 16 dias, 21 dias o 28 dias o no mas de 7 dias, 14 dias, 16 dias, 21 dias o 28 dias. Por
ejemplo, en algunas modalidades, las composiciones de la invencion se administran durante
16 dias.
En determinadas modalidades de la invencion, el tratamiento de acuerdo con la invencion se
acompafa por la evaluacion de la microbiota intestinal del paciente. El tratamiento puede
repetirse si el suministro de la cepa de la invencion y/o la colonizacion parcial o total de esta
no se logra, de modo que no se observa eficacia, o el tratamiento puede interrumpirse si el
suministro y/o la colonizacién parcial o total son exitosos y se observa eficacia.
En determinadas modalidades, la composiciéon de la invencién se puede administrar a un
animal prefiado, por ejemplo, un mamifero, tal como un ser humano, con el fin de prevenir el
desarrollo de Enterobacteriaceae en su hijo en el utero y/o después de su nacimiento.
Las composiciones de la invencion pueden administrarse a un paciente al que se le
diagnostico que tenia niveles elevados de Enterobacteriaceae o una enfermedad o afeccion
asociada con niveles elevados de Enterobacteriaceae, o que se identificd que tenia riesgo de
niveles elevados de Enterobacteriaceae. Las composiciones también pueden administrarse
como una medida profilactica para prevenir el desarrollo de niveles elevados de
Enterobacteriaceae en un paciente sano.
Las composiciones de la invencion pueden administrarse a un paciente que ha sido
identificado con una microbiota intestinal anormal. Por ejemplo, el paciente puede tener la
colonizacion por Blautia reducida o ausente, y en particular Blautia hydrogenotrophica, Blautia
stercoris o Blautia wexlerae.
Las composiciones de la invencion pueden administrarse como un producto alimenticio, tal
como un complemento nutricional.
En general, las composiciones de la invencion se utilizan para el tratamiento de seres
humanos, aunque también se pueden utilizar para tratar animales, incluso mamiferos
monogastricos tales como aves, cerdos, gatos, perros, caballos o conejos. Las composiciones
de la invencion pueden ser utiles para mejorar el crecimiento y desemperfio de los animales. Si

se administran a animales, se puede utilizar una sonda gastrica oral.
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En algunas modalidades, el sujeto a quien se debe administrar la composicion es un ser
humano adulto. En algunas modalidades, el sujeto a quien se debe administrar la composicidn
es un lactante humano.
Composiciones
En general, la composicion de la invencion comprende bacterias. En modalidades preferidas
de la invencion, la composicion se formula en forma liofilizada. Por ejemplo, la composicién de
la invencion puede comprender granulos o capsulas de gelatina, por ejemplo, capsulas de
gelatina dura, que comprenden una cepa bacteriana de la invencion.
Preferentemente, la composicion de la invencion comprende bacterias liofilizadas. La
liofilizacién de bacterias es un procedimiento consolidado y se pueden encontrar lineamientos
pertinentes disponibles, por ejemplo, en las referencias [25-27]. Los ejemplos demuestran que
las composiciones liofilizadas son particularmente eficaces.
De manera alternativa, la composicién de la invencion puede comprender un cultivo
bacteriano activo vivo. Los ejemplos demuestran que los cultivos de bacterias de la invencion
son terapéuticamente eficaces.
En algunas modalidades, la cepa bacteriana en la composicion de la invencion no ha sido
inactivada, por ejemplo, no ha sido inactivada por calor. En algunas modalidades, la cepa
bacteriana en la composicidn de la invencion no ha sido destruida, por ejemplo, no ha sido
destruida por calor. En algunas modalidades, la cepa bacteriana en la composicion de la
invencion no ha sido atenuada, por ejemplo, no ha sido atenuada por calor. Por ejemplo, en
algunas modalidades, la cepa bacteriana en la composicion de la invencion no ha sido
destruida, inactivada y/o atenuada. Por ejemplo, en algunas modalidades, la cepa bacteriana
en la composicion de la invencién esta viva. Por ejemplo, en algunas modalidades, la cepa
bacteriana en la composicién de la invencion es viable. Por ejemplo, en algunas modalidades,
la cepa bacteriana en la composicion de la invencion puede colonizar de forma parcial o total
el intestino. Por ejemplo, en algunas modalidades, la cepa bacteriana en la composicion de la
invencion es viable y puede colonizar de forma parcial o total el intestino.
En algunas modalidades, la composicion comprende una mezcla de cepas bacterianas vivas y
cepas bacterianas que han sido destruidas.
En modalidades preferidas, la composicién de la invencion esta encapsulada para permitir el

suministro de la cepa bacteriana en el intestino. La encapsulacion protege la composicion de
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la degradacidon hasta el suministro en la ubicacion objetivo mediante, por ejemplo, la ruptura
de estimulos quimicos o fisicos tales como presién, actividad enzimatica o desintegracion
fisica, que pueden desencadenarse por los cambios en el pH. Se puede utilizar cualquier
método de encapsulacion adecuado. Las técnicas de encapsulacion de ejemplo incluyen
atrapamiento dentro de una matriz porosa, unién o adsorciéon en las superficies del portador
sélido, autoagregacion mediante floculacién o con agentes reticulantes y contencion mecanica
detras de una membrana microporosa o0 una microcapsula. Los lineamientos sobre la
encapsulacion que pueden ser utiles para preparar las composiciones de la invencién se
encuentran disponibles, por ejemplo, en las referencias [28-29].
La composicién puede administrarse por via oral y puede estar en forma de un comprimido,
capsula o polvo. Se prefieren los productos encapsulados porque Blautia son anaerobios. Se
pueden incluir otros ingredientes (tal como la vitamina C, por ejemplo) como depuradores de
oxigeno y sustratos prebidticos para mejorar el suministro y/o la colonizacién parcial o total y
la supervivencia in vivo. De manera alternativa, la composicidén probidtica de la invencion
puede administrarse oralmente como un alimento o producto nutricional, tal como leche o
productos lacteos fermentados a base de suero de leche, o como un producto farmacéutico.
La composicién se puede formular como un probioético.
Una composicion de la invencidn 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 en un paciente. Una cantidad terapéuticamente
eficaz de una cepa bacteriana puede ser suficiente para resultar en el suministro hacia el
intestino del paciente y/o la colonizacion parcial o total de este.
Una dosis diaria adecuada de las bacterias, por ejemplo para un humano adulto, puede ser
desde alrededor de 1 x 10° hasta alrededor de 1 x 10" unidades formadoras de colonias
(CFU, por sus siglas en inglés); por ejemplo, desde alrededor de 1 x 10 hasta alrededor de 1
x 10" CFU; en otro ejemplo, desde alrededor de 1 x 10° hasta alrededor de 1 x 10'° CFU; en
otro ejemplo, desde alrededor de 1 x 107 hasta alrededor de 1 x 10" CFU; en otro ejemplo,
desde alrededor de 1 x 10° a alrededor de 1 x 10" CFU; en otro ejemplo, desde alrededor de
1 x 10° a alrededor de 1 x 10" CFU.
En determinadas modalidades, la dosis de las bacterias es al menos 10° células por dia, tal

como al menos 10'°, al menos 10" o al menos 10'? células por dia.
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En determinadas modalidades, la composicion contiene la cepa bacteriana en una cantidad de
alrededor de 1 x 10° a alrededor de 1 x 10" CFUlg, con respecto al peso de la composicion;
por ejemplo, de alrededor de 1 x 10® a alrededor de 1 x 10" CFU/g. La dosis puede ser, por
ejemplo,19,39,5gy10g.
Por lo general, un probidtico, tal como la composicion de la invencion, se combina
opcionalmente con al menos un compuesto prebidtico adecuado. Un compuesto prebidtico es
usualmente un carbohidrato no digerible tal como un oligo o polisacarido, o un alcohol de
azucar, que no se degrada ni absorbe en el tracto digestivo superior. Los prebidticos
conocidos incluyen productos comerciales tales como inulina y transgalacto-oligosacaridos.
En determinadas modalidades, la composicion probidtica de la presente invencion incluye un
compuesto prebidtico en una cantidad de alrededor de 1 a alrededor de 30 % en peso, con
respecto al peso total de la composicion, (por ejemplo, de alrededor de 5 a 20 % en peso).
Los carbohidratos se pueden seleccionar del grupo que consiste en: fructooligosacaridos (o
FOS), fructooligosacaridos de cadena corta, inulina, isomalto-oligosacaridos, pectinas,
xilooligosacaridos (o XOS), quitooligosacaridos (o COS), betaglucanos, almidones resistentes
y modificados con goma arabiga, 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 se muestran en adelante como FOS-c.c); dichos FOS-c.c. no son
carbohidratos digeribles, generalmente se obtienen por la conversion de azucar de remolacha
e incluyen una molécula de sacarosa a la que se unen tres moléculas de glucosa.
Las composiciones de Ila invencion pueden comprender excipientes o portadores
farmacéuticamente aceptables. Los ejemplos de esos excipientes adecuados pueden
encontrarse en la referencia [30]. Los portadores o diluyentes aceptables para su uso
terapéutico son muy conocidos en la técnica farmacéutica y se describen, por ejemplo, en la
referencia [31]. Los ejemplos de portadores adecuados incluyen lactosa, almidon, glucosa,
metilcelulosa, estearato de magnesio, manitol, sorbitol y similares. Los ejemplos de diluyentes
adecuados incluyen etanol, glicerol y agua. El diluyente, excipiente o portador farmacéutico se
puede seleccionar conforme a la via de administracién deseada y la practica farmacéutica
estandar. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender como portador, excipiente o
diluyente, o ademas de estos, todo aglutinante, lubricante, agente de suspension, agente de

recubrimiento y/o agente solubilizante. Los ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen
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almidon, gelatina, azucares naturales tales como glucosa, lactosa anhidra, lactosa en flujo
libre, beta-lactosa, endulzantes de maiz, gomas naturales y sintéticas, tales 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, tintes e incluso agentes saborizantes en la composicion
farmacéutica. Los ejemplos de conservantes incluyen benzoato de sodio, acido sérbico,
cisteina y ésteres de acido p-hidroxibenzoico, por ejemplo, en algunas modalidades, el
conservante se selecciona de benzoato de sodio, acido soérbico y ésteres de acido p-
hidroxibenzoico. También se pueden usar antioxidantes y agentes de suspensidon. Otro
ejemplo de un portador adecuado es sacarosa. Otro ejemplo de un conservante es cisteina.
Las composiciones de la invencion pueden formularse como un producto alimenticio. Por
ejemplo, un producto alimenticio puede proporcionar un beneficio nutricional ademas del
efecto terapéutico de la invencion, tal como en un complemento nutricional. De manera
similar, un producto alimenticio puede formularse para mejorar el sabor de la composicion de
la invencidn o para hacer la composicion mas atractiva para su consumo siendo mas similar a
un articulo alimenticio comun, en lugar de a una composicién farmacéutica. En determinadas
modalidades, la composicion de la invencion se formula como un producto a base de leche.
La expresion “producto a base de leche” significa cualquier liquido o producto a base de suero
de leche o leche semisolida que tiene un contenido graso variable. El producto a base de
leche puede ser, por ejemplo, leche de vaca, leche de cabra, leche de oveja, leche desnatada,
leche entera, leche recombinada a partir de leche en polvo y suero de leche sin ningun
procesamiento, o un producto procesado, tal como yogur, leche cuajada, cuajada, leche agria,
leche entera agria, suero de manteca y otros productos de leche agria. Otro grupo importante
incluye bebidas lacteas, tales como bebidas de suero de leche, leches fermentadas, leches
condensadas, leche para bebés o para lactantes; leches saborizadas, helado; alimentos que
contienen leche, tales como dulces.

En algunas modalidades, las composiciones de la invencion comprenden una o mas cepas
bacterianas del género Blautia y no contienen bacterias de ningun otro género, o comprenden

unicamente cantidades biolégicamente irrelevantes o minimas de bacterias de otros géneros.
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En determinadas modalidades, las composiciones de la invencién contienen una unica
especie 0 cepa bacteriana y no contienen ninguna otra especie o cepa bacteriana. Dichas
composiciones pueden comprender solamente cantidades biologicamente irrelevantes o
minimas de cepas bacterianas o especies. Dichas composiciones pueden ser un cultivo que
esté sustancialmente libre de otras especies de organismos. En algunas modalidades, dichas
composiciones pueden ser un liofilizado que esté sustancialmente libre de otras especies de
organismos.

En determinadas modalidades, las composiciones de la invencién comprenden una o mas
cepas bacterianas del género Blautia, por ejemplo, Blautia hydrogenotrophica, y no contienen
ningun otro género bacteriano o comprenden solamente cantidades minimas o biolégicamente
irrelevantes de bacterias de otro género. En determinadas modalidades, las composiciones de
la invencibn comprenden una Uunica especie de Blautia, por ejemplo, Blautia
hydrogenotrophica y no contienen ninguna otra especie bacteriana o comprenden solamente
cantidades minimas o biolégicamente irrelevantes de bacterias de otra especie. En
determinadas modalidades, las composiciones de la invencidn comprenden una unica cepa de
Blautia, por ejemplo, Blautia hydrogenotrophica, y no contienen ninguna otra especie o0 cepa
bacteriana, o comprenden solamente cantidades minimas o biolégicamente irrelevantes de
bacterias de otra especie o cepa.

En algunas modalidades, las composiciones de la invencion comprenden mas de una especie
o cepa bacteriana. Por ejemplo, en algunas modalidades, las composiciones de la invencion
comprenden mas de una cepa de la misma especie (por ejemplo, mas de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 o 45 cepas) y, de manera opcional, no contienen bacterias de
ninguna otra especie. En algunas modalidades, las composiciones de la invencion
comprenden menos de 50 cepas de la misma especie (por ejemplo, menos de 45, 40, 35, 30,
25, 20, 15,12, 10,9, 8,7, 6, 5, 4 0 3 cepas) y, de manera opcional, no contienen bacterias de
ninguna otra especie. En algunas modalidades, las composiciones de la invencion
comprenden 1-40, 1-30, 1-20, 1-19, 1-18, 1-15, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-
50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15, 16-25 o 31-50 cepas de la misma especie vy,
de manera opcional, no contienen bacterias de ninguna otra especie. En algunas
modalidades, las composiciones de la invencion comprenden mas de una especie del mismo
género (por ejemplo, mas de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 20, 23, 25, 30, 35 0 40
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especies) y, de manera opcional, no contienen bacterias de ningun otro género. En algunas
modalidades, las composiciones de la invencion comprenden menos de 50 especies del
mismo género (por ejemplo, menos de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12,10,8,7,6,5,403
especies) y, de manera opcional, no contienen bacterias de ningun otro género. En algunas
modalidades, las composiciones de la invencion comprenden 1-50, 1-40, 1-30, 1-20, 1-15, 1-
10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15, 16-
25 o0 31-50 especies del mismo género y, de manera opcional, no contienen bacterias de
ningun otro género. La invencion comprende cualquier combinacion de lo anterior.

En algunas modalidades, la composicidon comprende un consorcio microbiano. Por ejemplo,
en algunas modalidades, la composicion comprende la cepa bacteriana Blautia como parte de
un consorcio bacteriano. Por ejemplo, en algunas modalidades, la cepa bacteriana Blautia
esta presente en combinacién con una o mas (por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15 o0 20)
de otras cepas bacterianas de otros géneros con los que puede vivir de forma simbidtica in
vivo en el intestino. Por ejemplo, en algunas modalidades, la composicion comprende una
cepa bacteriana de Blautia hydrogenotrophica en combinacion con una cepa bacteriana de un
género diferente. En algunas modalidades, el consorcio microbiano comprende dos o mas
cepas bacterianas obtenidas de una muestra fecal de un unico organismo, por ejemplo, un ser
humano. En algunas modalidades, el consorcio microbiano no se encuentra junto en la
naturaleza. Por ejemplo, en algunas modalidades, el consorcio microbiano comprende cepas
bacterianas obtenidas de muestras fecales de al menos dos organismos diferentes. En
algunas modalidades, los dos organismos diferentes son de la misma especie, por ejemplo,
dos seres humanos diferentes. En algunas modalidades, los dos organismos diferentes son
un infante humano y un ser humano adulto. En algunas modalidades, los dos organismos
diferentes son un ser humano y un mamifero no humano.

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

En algunas modalidades en las que la composicion de la invencidon comprende mas de un

género, especie o cepa bacteriana, el género, especie o cepa bacteriana pueden ser para
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administracion separada, simultdnea o secuencial. Por ejemplo, la composicion puede
comprender todos los géneros, especies 0 cepas bacterianas, o los géneros, especies o
cepas bacterianas pueden almacenarse separadamente y pueden administrarse de forma
separada, simultanea o secuencial. En algunas modalidades, el o los géneros, especies o
cepas bacterianas se almacenan de forma separada, pero se mezclan antes de su uso.
En algunas modalidades, la cepa bacteriana para su uso en la invencion se obtiene de heces
de un ser humano adulto. En algunas modalidades en las que la composicidn de la invencion
comprende mas de una cepa bacteriana, todas las cepas bacterianas se obtienen de heces
de un ser humano adulto o, si otras cepas bacterianas estan presentes, estan presentes
unicamente en cantidades minimas. Las bacterias pueden haberse cultivado posteriormente a
su obtencion a partir de heces de un ser humano adulto y su uso en una composicion de la
invencion.
En algunas modalidades, la o las cepas bacterianas de Blautia son los unicos agentes
terapéuticamente activos en una composicion de la invencion. En algunas modalidades, la o
las cepas bacterianas en la composicion son los unicos agentes terapéuticamente activos en
una composicion de la invencion.
Las composiciones para su uso de acuerdo con la invenciéon pueden requerir, 0 no,
aprobacién comercial. En determinadas modalidades, la invencion proporciona la composicidn
farmacéutica anterior, donde dicha cepa bacteriana esta liofilizada. En determinadas
modalidades, la invencion proporciona la composicion farmacéutica anterior, donde dicha
cepa bacteriana estd secada por aspersion. En determinadas modalidades, la invencién
proporciona la composicion farmacéutica anterior, donde la cepa bacteriana esta liofilizada o
secada por aspersion y donde esta viva. En determinadas modalidades, la invencién
proporciona la composicién farmacéutica anterior, donde la cepa bacteriana esta liofilizada o
secada por aspersion y donde es viable. En determinadas modalidades, la invencion
proporciona la composicion farmacéutica anterior, donde la cepa bacteriana esta liofilizada o
secada por aspersion y donde puede colonizar parcial o completamente el intestino. En
determinadas modalidades, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior,
donde la cepa bacteriana esta liofilizada o secada por aspersion y donde es viable y puede

colonizar parcial o completamente el intestino.
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En algunos casos, la cepa bacteriana liofilizada o secada por aspersion se reconstituye antes
de su administracion. En algunos casos, la reconstitucion es mediante el uso de un diluyente
descrito en la presente.
Las composiciones de la invencion pueden comprender excipientes, diluyentes o portadores
farmacéuticamente aceptables.
En determinadas modalidades, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que
comprende: una cepa bacteriana de la invencion; y un excipiente, portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable; donde la cepa bacteriana se encuentra en una cantidad
suficiente para reducir los niveles de Enterobacteriaceae yl/o tratar un trastorno asociado con
niveles elevados de Enterobacteriaceae cuando se administra a un sujeto que lo necesita; y
donde el trastorno se asocia con niveles elevados de Enterobacteriaceae, tales como
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, dispepsia funcional o, mas preferentemente, IBS, o
diluyente, gastroenteritis, infeccion del tracto urinario 0 meningitis neonatal.
En determinadas modalidades, la invencién proporciona la composicién farmacéutica anterior,
donde la cantidad de la cepa bacteriana es desde alrededor de 1 x 10° hasta alrededor de 1 x
10" unidades formadoras de colonias por gramo con respecto a un peso de la composicion.
En determinadas modalidades, la invencién proporciona la composicién farmacéutica anterior,
donde la composicion se administra a una dosisde 1g9,39,5g010g.
En determinadas modalidades, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior,
donde la composicion se administra mediante un método seleccionado del grupo que consiste
en administracion oral, rectal, subcutanea, nasal, bucal y sublingual.
En determinadas modalidades, la invencién proporciona la composicién farmacéutica anterior,
que comprende un portador seleccionado del grupo que consiste en lactosa, almidon, glucosa,
metilcelulosa, estearato de magnesio, manitol y sorbitol.
En determinadas modalidades, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior,
que comprende un diluyente seleccionado del grupo que consiste en etanol, glicerol y agua.
En determinadas modalidades, la invencidn proporciona la composicién farmacéutica anterior,
que comprende un excipiente seleccionado del grupo que consiste en almidén, gelatina,
glucosa, lactosa anhidra, lactosa de flujo libre, betalactosa, edulcorante de maiz, goma

arabiga, tragacanto, alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol, oleato de sodio,
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estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio y cloruro de
sodio.
En determinadas modalidades, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior,
que comprende ademas al menos uno de un conservante, un antioxidante y un estabilizante.
En determinadas modalidades, la invencidn proporciona la composicién farmacéutica anterior,
que comprende un conservante seleccionado del grupo que consiste en benzoato de sodio,
acido soérbico y ésteres de acido p-hidroxibenzoico.
En determinadas modalidades, se proporciona la composicion farmacéutica de la invencion,
donde la composicién no comprende ningun mineral o, mas especificamente, no comprende
ningun metal con un numero atémico mayor que 33, por ejemplo, donde la composicion no
comprende ningun mineral del grupo que consiste en selenio, molibdeno, tungsteno,
compuestos de selenio, compuestos de molibdeno y compuestos de tungsteno.
En determinadas modalidades, la invencidn proporciona la composicién farmacéutica anterior,
donde dicha cepa bacteriana esta liofilizada.
En determinadas modalidades, la invencion proporciona la composicién farmacéutica anterior,
donde cuando la composicion se almacena en un recipiente sellado a alrededor de 4 °C o
alrededor de 25 °C vy el recipiente se coloca en una atmoésfera que tiene 50 % de humedad
relativa, al menos 80 % de la cepa bacteriana, medida en unidades formadoras de colonias,
permanece después de un periodo de al menos alrededor de: 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1
afno, 1,5 anos, 2 afos, 2,5 afios o 3 afos.
En algunas modalidades, la composicion de la presente invencidon se proporciona en un
recipiente sellado que comprende una composicion tal como se describe en la presente. En
algunas modalidades, el recipiente sellado es una bolsa o botella. En algunas modalidades, la
composicién de la presente invencion se proporciona en una jeringa que comprende una
composicion tal como se describe en la presente.
La composicion de la presente invencion puede, en algunas modalidades, proporcionarse
como una formulacién farmacéutica. Por ejemplo, la composicién se puede proporcionar como
un comprimido o capsula. En algunas modalidades, la capsula es una capsula de gelatina
(“gel-cap”).
En algunas modalidades, las composiciones de la invencion se administran de forma oral. La

administracion oral puede implicar ingerir el compuesto para que este ingrese en el tracto
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gastrointestinal y/o una administracion bucal, lingual o sublingual por medio de la cual el
compuesto ingrese en el torrente sanguineo directamente desde la boca.
Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para la administracién oral incluyen tapones
soélidos, microparticulas sélidas, semisdlidas y liquidas que incluyen fases multiples o sistemas
dispersos) tales como comprimidos; capsulas duras o blandas que contienen multi o nano
particulas, liquidos (por ejemplo, soluciones acuosas), emulsiones o polvos; grageas (que
incluyen las rellenas de liquido); caramelos masticables; geles; formas de dosificacion de
dispersion rapida; peliculas; ovulos; pulverizadores; y parches bucales/mucoadhesivos.
En algunas modalidades, la formulaciéon farmacéutica es una formulacién entérica, es decir,
una formulacion gastrorresistente (por ejemplo, resistente al pH gastrico) que es adecuada
para el suministro de la composicion de la invencién al intestino mediante administracion oral.
Las formulaciones entéricas pueden ser particularmente utiles cuando las bacterias u otro
componente de la composicion son sensibles al acido, por ejemplo, vulnerables a la
degradacion en condiciones gastricas.
En algunas modalidades, la formulacién entérica comprende un recubrimiento entérico. En
algunas modalidades, la formulacion es una forma de dosificacion recubierta entérica. Por
ejemplo, la formulacion puede ser un comprimido recubierto entérico o una capsula recubierta
entérica, o similar. El recubrimiento entérico puede ser un recubrimiento entérico
convencional, por ejemplo, un recubrimiento convencional para un comprimido, una capsula, o
similar para suministro oral. La formulacion puede comprender un recubrimiento de pelicula,
por ejemplo, una capa de pelicula fina de un polimero entérico, por ejemplo, un polimero
insoluble en acido.
En algunas modalidades, la formulacion entérica es intrinsecamente entérica, por ejemplo,
gastrorresistente sin necesidad de un recubrimiento entérico. Por lo tanto, en algunas
modalidades, la formulacién es una formulacién entérica que no comprende un recubrimiento
entérico. En algunas modalidades, la formulacién es una capsula hecha a partir de un material
termogelificante. En algunas modalidades, el material termogelificante es un material
celuldsico, tal como metilcelulosa, hidroximetilcelulosa o hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC).
En algunas modalidades, la capsula comprende una cubierta que no contiene ningun polimero
formador de pelicula. En algunas modalidades, la capsula comprende una cubierta y la

cubierta comprende hidroxipropilmetilcelulosa y no comprende ningun polimero formador de
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peliculas (por ejemplo, véase [32]). En algunas modalidades, la formulacién es una capsula
intrinsecamente entérica (por ejemplo, Vcaps® de Capsugel).
En algunas modalidades, la formulacion es una capsula blanda. Las capsulas blandas son
capsulas que, debido a las adiciones de suavizantes, tales como, por ejemplo, glicerol,
sorbitol, maltitol y polietilenglicoles, presentes en la cubierta de la capsula, pueden tener una
determinada elasticidad y suavidad. Las capsulas blandas pueden producirse, por ejemplo,
sobre la base de gelatina o almidon. Las capsulas suaves de base gelatina estan
comercialmente disponibles de diversos proveedores. Dependiendo del método de
administracion, tal como, por ejemplo, de forma oral o rectal, las capsulas blandas pueden
tener varias formas que pueden ser, por ejemplo, redonda, oval, oblonga o en forma de
torpedo. Las capsulas blandas pueden producirse por medio de procesos convencionales,
tales como, por ejemplo, mediante el proceso Scherer, el proceso Accogel o el proceso de
soplado o por gota a gota.
Métodos de cultivo
Las cepas bacterianas para su uso en la presente invencion pueden cultivarse mediante el
uso de técnicas de microbiologia estandares tal como se detalla, por ejemplo, en las
referencias [33-35].
El medio sdlido o liquido utilizado para el cultivo puede ser agar YCFA o medio YCFA. El
medio YCFA puede incluir (por 100 ml, valores aproximados): Casitona (1,0 g), extracto de
levadura (0,25 g), NaHCO3 (0,4 g), cisteina (0,1 g), KzHPO4 (0,045 g), KH,PO4 (0,045 g), NaCl
(0,09 g), (NH4)2SO4 (0,09 g), MgSO,4 - 7H,0 (0,009 g), CaCl, (0,009 g), resazurina (0,1 mg),
hemina (1 mg), biotina (1 pg), cobalamina (1 ug), acido p-aminobenzoico (3 ug), acido félico (5
Mg) y piridoxamina (15 pg).
General
La puesta en practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario,
meétodos convencionales de quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y
farmacologia, dentro de los conocimientos en la técnica. Dichas técnicas se explican en su
totalidad en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, las referencias [36-43], etc.
El término “comprende” abarca “incluye”, asi como también “consiste”, por ejemplo, una
composiciéon que “comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo

adicional, por ejemplo, X + Y.
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La expresion “alrededor de” en relacion con un valor numérico x es opcional y significa, por
ejemplo, x+10 %.
La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicion
“sustancialmente libre” de Y puede encontrarse completamente libre de Y. Cuando sea
necesario, la palabra “sustancialmente” puede omitirse de la definicion de la invencidn.
Las referencias a un porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de
nucleotidos significan que, cuando estan alineadas, dicho porcentaje de nucleétidos es el
mismo al comparar las dos secuencias. Esta alineacion y el porcentaje de homologia o
identidad de secuencia pueden determinarse mediante el uso de programas de software
conocidos en la técnica, por ejemplo, aquellos que se describen en la seccién 7.7.18 de la ref.
[44]. Una alineacion preferida se determina por medio del algoritmo de busqueda de
homologia de Smith-Waterman usando una busqueda afin de huecos con una penalizacion de
apertura de hueco de 12 y una penalizacion por extensién de hueco de 2, matriz BLOSUM de
62. El algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman se describe en la ref. [45].
A menos que se indique especificamente, un proceso o método que comprende diversas
etapas puede comprender etapas adicionales al inicio o al final del método, o puede
comprender etapas intermedias adicionales. Ademas, las etapas pueden combinarse, omitirse
o llevarse a cabo en un orden alternativo, si corresponde.
En la presente se describen diversas modalidades de la invencidn. Se apreciara que las
caracteristicas especificadas en cada modalidad pueden combinarse con otras caracteristicas
especificadas, a fin de proporcionar modalidades adicionales. En particular, las modalidades
resaltadas en la presente como adecuadas, tipicas o preferidas pueden combinarse entre si
(excepto cuando sean mutuamente excluyentes).
FORMAS DE LLEVAR A CABO LA INVENCION
Ejemplo 1 - Administracion de inéculos bacterianos a ratas con microbiota de intestino
de IBS
Resumen
Se inocularon las ratas con microbiota fecal de un sujeto humano con IBS. A las ratas se les
administraron composiciones que comprendian cepas bacterianas de acuerdo con la

invencion y se analizo la colonizacion por Blautia hydrogenotrophica.
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Cepa
Blautia hydrogenotrophica (BH) cepa DSM 10507/14294.

Composiciones y administracion

Liofilizado de BH - administrado por sonda oral

Solucién de control administrada por sonda oral

Ratas

Se inocularon con microbiota intestinal humana de un sujeto con IBS

Diserio del estudio

Dia -14 - se inocularon ratas con microbiota intestinal humana de un sujeto con IBS

Dias 0 a 28 - dosis diaria de liofilizado de BH o solucion de control

Dias 0, 14 y 28 - gPCR de poblacién de BH en muestras fecales

Resultados

La Figura 1 presenta los resultados de analisis qPCR de la poblacién de BH en muestras
fecales de ratas a las que se les administré solucion de control (IBS) o liofilizado de BH
(IBS+BH). Se observo un aumento en la poblacién de BH en los dias 14 y 28 en ratas que
recibieron el liofilizado de BH, lo cual confirma la colonizacion exitosa.

Conclusiones

La administracion de composiciones que comprenden Blautia hydrogenotrophica llevé a una
colonizacion exitosa.

Ejemplo 2 - Administracion de liofilizado bacteriano a ratas sanas y efecto sobre
Enterobacteriaceae

Se estudiaron los efectos de la administracion de un liofilizado de la cepa DSM 10507/14294
de Blautia hydrogenotrophica (BH) en ratas HIM saludables y los resultados se informan en
las Figuras 2-5. Se proporcionan mas detalles con respecto a los experimentos en las
descripciones que anteceden de las figuras. La Figura 2 muestra que la dosis adecuada para
BH en ratas es 10° células por dia o mas. La Figura 3 muestra que en estos experimentos BH
no colonizé de forma permanente el tracto digestivo de las ratas. La Figura 4 muestra que BH
se halla principalmente en el ciego. Sorpresivamente, la Figura 5 muestra que la
administracion de BH induce wuna reduccion estadisticamente significativa de

Enterobacteriaceae en heces de ratas, segun se detecta mediante gPCR.
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Ejemplo 3 - Administracion de liofilizado bacteriano en un modelo de rata de IBS
Se investigaron adicionalmente los efectos de la administracion de un liofilizado de la cepa
DSM 10507/14294 de Blautia hydrogenotrophica (BH) en un modelo de rata de IBS. Se
inocularon ratas libres de gérmenes con muestras fecales de pacientes con C-IBS (con
estrefiimiento) o U-IBS (sin subtitpo). Los resultados se informan en la Figura 6 y se
proporcionan mas detalles con respecto a los experimentos en las descripciones que
anteceden de las figuras. La Figura 6 confirma que la administracion de liofilizado de BH
provoca una reduccion estadisticamente significativa de Enterobacteriaceae, que es
principalmente E. coli. Tal como se esperaba, también se observé un aumento en BH.
Ejemplo 4 - Comparacion de Blautia hydrogenotrophica en microbiota de paciente
Se llevd a cabo un ensayo clinico de fase | en el cual se le administré Blautia
hydrogenotrophica (“Blautix”, cepa depositada con el numero de acceso DSM 10507/14294) a
pacientes humanos que tenian sindrome de intestino irritable (IBS). A los pacientes se les
administré Blautix durante un periodo de dosificacion (dias 1-16) con un periodo de descanso
entre los dias 19-23. Se hallé que Blautix era tanto seguro como bien tolerado. Se midio
Blautia hydrogenotrophica (Blautix) en la microbiota de los pacientes en el dia 1, dia 16 y al
final del estudio (EOS, por sus siglas en inglés) con los siguientes resultados:
Tabla 1:

Pacient | Tratamient | Blautix Dia 1 Blautix Dia 16 Blautix EOS
e o
Promedi | SD Promedi | SD Promedi | SD
0 o 0
Placebo | Sano 4,30E+0 | 8,40E+0 |4,79E+0 | 7,63E+0 | 3,59E+0 | 6,23E+0
7 7 7 7 7 7
Blautix | Sano 2,92E+0 | 2,25E+0 | 6,35E+0 | 1,02E+0 | 2,58E+0 | 3,34E+0
7 7 7 8 7 7
Placebo | IBS 3,58E+0 | 3,45E+0 | 2,44E+0 | 3,13E+0 | 2,09E+0 | 2,47E+0
7 7 7 7 7 7
Blautix IBS 3,17E+0 | 6,28E+0 | 8,53E+0 | 1,57E+0 | 3,71E+0 | 5,56E+0
7 7 7 8 7 7
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El analisis muestra tendencias en los niveles de Blautia hydrogenotropica en las muestras de
heces de pacientes (véase la Figura 7a). Los participantes que recibieron Blautix tuvieron
niveles aumentados de bacterias en sus muestras de heces después del periodo de
dosificacion (dia 16). Esto demuestra la administraciéon exitosa de Blautix al intestino. Los
niveles vuelven a la normalidad después del periodo de reposo (final del estudio; EOS). Por lo
tanto, Blautix no coloniza de forma permanente el intestino una vez que cesa la dosificacion.
Ambas observaciones son congruentes con el modelo preclinico.

Ejemplo 5 - comparaciéon de Enterobacteria en microbiota de pacientes.

También se midi6 la Enterobacteria en la microbiota de los durante el ensayo clinico de fase |

en el dia 1, dia 16 y al final del estudio con los siguientes resultados:

Pacient | Tratamient | Enterobacteria Dia | Enterobacteria Dia | Enterobacteria
e o 1 16 EOS
Promedi | SD Promedio | SD Promedi | SD
o o
Placebo | Sano 5,89E+0 | 1,00E+0 | 3,32E+08 | 6,26E+08 | 2,85E+0 | 4,28E+0
8 9 8 8
Blautix | Sano 9,96E+0 | 1,06E+0 | 4,87E+08 | 6,64E+08 | 2,70E+0 | 3,76E+0
8 9 8 8
Placebo | IBS 7,85E+0 | 1,28E+0 | 3,01E+08 | 4,92E+08 | 2,45E+0 | 2,45E+0
8 9 9 9
Blautix | IBS 8,38E+0 | 1,96E+1 | 1,12E+09 | 1,45E+09 | 6,17E+0 | 9,91E+0
9 0 8 8

El analisis muestra tendencias en los niveles de Enterobacteria en las muestras de heces de
pacientes (véase la Figura 7b). Los pacientes con IBS tratados con Blautix tuvieron una
reduccion de Enterobacteria. Esto es congruente con las observaciones a partir del modelo
preclinico.

Ejemplo 6 - Resultados de la prueba de hidrégeno en el aliento

Los niveles de hidrégeno en el aliento son un biomarcador de la actividad de Blautix - el modo
de accion implica el metabolismo de H; enddgeno para producir acetato. Se les administro

lactulosa a sujetos humanos y se tomaron muestras de los niveles (Cmax) de hidrégeno (H»)
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en cuatro momentos: dia 1, dia 2, dia 15 y dia 16. Los resultados sin corregir de hidrogeno se
convirtieron en resultados corregidos de hidrogeno.
Algunos pacientes se excluyeron del analisis. Hubo tres motivos por los cuales no se incluyo
un sujeto en el analisis de prueba de hidrogeno en el aliento. 1) Produjeron un resultado de
prueba de hidrogeno en el aliento CMAX de <20 en uno de los cuatro dias de toma de
muestras y, por lo tanto, se consideré que no respondian a la prueba; 2) produjeron metano
(se toma que produjeron mas metano que hidrogeno en la prueba de aliento), esto afecta la
respuesta de hidrogeno; y/o 3) se obtuvo un valor anémalo en la prueba de hidrégeno en el
aliento (232 ppm). Los sujetos 3.12 (Blautix), 3.24 (Blautix), 4.07 (Blautix) se excluyeron como
sujetos que no respondian. Los sujetos 3.03 (Blautix) y 3.08 (Placebo) se excluyeron por
producir metano (4.07, mencionado como excluido anteriormente, también produjo metano).
El sujeto 4.09 (Placebo) se excluyd debido a un valor anémalo.
Los resultados del andlisis de hidrégeno corregido desde el final del periodo de dosificacion
(dia 15/16) se compararon con los valores de referencia (dia 1/2). 10 de 12 pacientes (83 %)
que recibieron Blautix tuvieron una reduccion de los niveles de hidrégeno durante este periodo
(Figura 8 a y 8c). En contraste 3 de 6 (50 %) de los pacientes que recibieron placebo tuvieron
niveles reducidos de hidrégeno (Figura 8b y 8c).
La Figura 9 muestra los resultados de hidrogeno sin corregir y corregido para el grupo de
tratamiento con Blautix (Verum) junto con el analisis estadistico de los resultados. Se hallo
que los valores promedio para H; sin corregir y corregido diferian entre el dia 1 y el dia 15.
Después de 13,5 dias de tratamiento, se detectd una disminucion estadisticamente
significativa (p < 0,05) de H; en la prueba de aliento Cmax después de la estimulacion con
lactulosa. En contraste, para el grupo con placebo, se hall6 que el promedio era equivalente
para el dia 1 y dia 15 (p > 0,05) (Figura 10). Por lo tanto, el promedio para el grupo de
tratamiento (también mencionado como el grupo VERUM) disminuy6 entre el dia 1 y el dia 15,
mientras que el promedio para el grupo con placebo fue equivalente entre el dia 1 y el dia 15
tanto para los resultados de hidrégeno sin corregir como los resultados de hidrogeno
corregido (Figura 11).
Ejemplo 7 - Prueba de estabilidad
Una composicion descrita en la presente que contiene al menos una cepa bacteriana descrita

en la presente se almacena en un envase sellado a 25 °C 0 4 °C y el envase se coloca en una
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atmosfera que tiene 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 90 % o 95 % de humedad
relativa. Después de 1 mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 1 ano, 1,5 afos, 2 afos, 2,5 anos o
3 anos, al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o 90 % de la cepa bacteriana permanecera segun
la medicion en unidades formadoras de colonias determinada por protocolos estandares.
Ejemplo 8 — Eficacia de B. hydrogenotrophica para alterar la microbiota en rata

asociada con microbiota humana (rata HMA, por sus siglas en inglés)

Resumen

Se inocularon grupos de 16 ratas libres de gérmenes (que comprendian 8 ratas en el grupo de
control y 8 ratas en el grupo de tratamiento) con microbiota fecal de un sujeto IBS humano
(ratas IBS-HMA). Se llevaron a cabo tres experimentos sucesivos con muestras fecales de 3
pacientes de IBS diferentes. Se inocularon otros dos grupos de ratas (n = 10) con muestras
fecales de sujetos saludables (n = 2 sujetos; 2 grupos de ratas HMA saludables) como control.
Por tanto, habia 24 ratas asociadas con microbiota IBS (control), 24 ratas asociadas con
microbiota IBS tratadas con Blautix y 20 ratas asociadas con microbiota saludables. A la mitad
de las ratas IBS-HMA se les administré posteriormente durante 28 dias la composicion que
comprende la cepa bacteriana de B. hydrogenotrophica de conformidad con la invencion
mientras que la otra mitad de los animales recibié una solucion de control. El dia 28 después
de la administracién, se analizaron los niveles de microorganismos a partir de microbiota fecal
que se hallé previamente que se veia afectado en pacientes con IBS.

Cepa

Cepa DSM 105077/14294 de Blautia hydrogenotrophica (BH)

Composicién y administracion

El liofilizado de BH se suspendié en una solucién mineral estéril a una concentracién de 10"
bacterias por ml. Se administraron dos ml de esta suspensién por dia por rata IBS-HMA,
mediante sonda gastrica oral, durante un periodo de 28 dias.

La solucién de control fue la solucién mineral estéril que se administré diariamente (2 ml por
rata) mediante sonda gastrica oral al grupo de control de ratas IBS-HMA.

Ratas

Se inocularon ratas Fisher macho libres de gérmenes (10 semanas de edad) con microbiota

fecal humana de un sujeto IBS (ratas IBS-HMA). Se inocularon dieciséis ratas con el mismo
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in6culo fecal humano. Se llevaron a cabo tres experimentos sucesivos con muestras fecales
de tres pacientes de IBS diferentes. Se inocularon otros dos grupos de diez ratas con una
muestra fecal de 2 sujetos saludables (grupos de control de sensibilidad normal).

Diserio del estudio

Dia -14 - Inoculacion de ratas libres de gérmenes con microbiota fecal humana

Dias 0 a 28 - Dosis diaria de liofilizado de BH (grupo de ensayo) o solucién de control (grupo
de control) mediante sonda gastrica oral

Dias 0, 14 y 28 - Recoleccion de muestras fecales para analisis microbiano: qPCR para
evaluar la poblacion BH y otros grupos comensales de microorganismos y enumeracion de
grupos funcionales de microorganismos mediante el uso de medios selectivos y el método
estrictamente anaerdbico.

Resultados

La Figura 12 presenta los resultados de analisis qPCR de la poblacion de B.
hydrogenotrophica en muestras fecales de ratas IBS-HMA que reciben solucién de control o
liofilizado de BH. Se observé un aumento significativo en la poblacion de BH al final del
periodo de administraciéon (D 28) en las ratas que recibian el liofilizado de BH, lo que confirma
el suministro exitoso de BH en el colon.

La Figura 13 informa el efecto de la administracion de B. hydrogenotrophica sobre
determinados microorganismos en la microbiota fecal, que se hallé previamente que se veia
afectada en pacientes con IBS. El nivel de especies de Enterobacteriaceae disminuyo
después del a administracion de B. hydrogenotrophica.

Conclusiones

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

Ejemplo 9 - Cambios en los sintomas del paciente durante ensayo clinico de fase |

Se llevdo a cabo un ensayo clinico de fase | en el cual se le administr6 Blautia
hydrogenotrophica (“Blautix”, cepa depositada con el numero de acceso DSM 10507 y
también con el numero de acceso DSM 14294) a pacientes humanos que tenian sindrome de
intestino irritable (IBS). A los pacientes se les administré Blautix durante un periodo de
dosificacion (dias 1-16) con un periodo de descanso entre los dias 19-23. Se hallé que Blautix

era tanto seguro como bien tolerado. Los sintomas se monitorearon, de los cuales uno era
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diarrea. El estudio registré si los pacientes experimentaban una mejora, ningun cambio o
empeoramiento de cada uno de estos sintomas. Se compararon los resultados de los
pacientes a los que se les administroé Blautix con los obtenidos de pacientes a los que se les
administré placebo. Se monitorearon los sintomas en tres momentos: dia 1, dia 15/16 y al final
del estudio. Los resultados se muestran en las Figuras 14 y 15.
Cuando se compararon los sintomas informados por pacientes en el dia 16 con el valor de
referencia en el dia 1, 82 % de 17 pacientes con IBS que recibieron Blautix informaron una
mejora en los sintomas (Figura 14). La mejora en los sintomas, de los cuales uno era diarrea,
sustenta el uso de Blautix para el tratamiento o prevencion de la diarrea.
50 % de los pacientes que recibieron placebo informaron una mejor en los sintomas (Figura
14). Las tasas elevadas de respuesta al placebo son un fendmeno establecido en los estudios
clinicos de IBS. Se aprobd recientemente Xifaxan para tratar IBS basandose en mejoras
mucho menores con respecto al placebo (véase:
http://www.accessdata.fda.gov/spl/data/5ab6fceb-4d22-4480-81fc-8bc28c16770d/5ab6fceb-
4d22-4480-81fc-8bc28c16770d.xml).
Se espera un empeoramiento de los sintomas al finalizar el estudio (dia 19-23) en
comparacién con los sintomas presentes al finalizar la dosificacion (dia 16) basandose en lo
que se describe en la presente. Este empeoramiento de los sintomas se observo en el ensayo
clinico de fase I: 41 % de los pacientes con IBS informaron un empeoramiento de los
sintomas después de cesar la dosificacion con Blautix (Figura 15). EI empeoramiento de los
sintomas, uno de los cuales era diarrea, después del cese de la dosificacion de Blautix, por lo

tanto, también sustenta el uso de Blautix para tratar o prevenir la diarrea.

Secuencias

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

1 tgcaagtcga gcgaagcgct tacgacagaa ccttcggggg aagatgtaag ggactgagceg

61 gcggacgggt gagtaacgceg tgggtaacct gectcataca gggggataac agttggaaac

121 ggctgctaat accgcataag cgcacggtat cgcatgatac agtgtgaaaa actccggtgg

181 tatgagatgg acccgcgtct gattagctag ttggaggggt aacggcccac caaggcgacg

241 atcagtagcc ggcctgagag ggtgaacggce cacattggga ctgagacacg gcccagactc



10

15

20

25

30

38
301 ctacgggagg cagcagtggg gaatattgca caatggggga aaccctgatg cagcgacgcc
361 gcgtgaagga agaagtatct cggtatgtaa acttctatca gcagggaaga aaatgacggt
421 acctgactaa gaagccccgg ctaactacgt gccagcagcec geggtaatac gtagggggca
481 agcgttatcc ggatttactg ggtgtaaagg gagcgtagac ggaagagcaa gtctgatgtg
541 aaaggctggg gcttaacccc aggactgcat tggaaactgt ttttcttgag tgccggagag
601 gtaagcggaa ttcctagtgt agcggtgaaa tgcgtagata ttaggaggaa caccagtgge
661 gaaggcggct tactggacgg taactgacgt tgaggctcga aagcgtgggg agcaaacagg
721 attagatacc ctggtagtcc acgccgtaaa cgatgaatac taggtgttgg ggagcaaagce
781 tcttcggtgc cgcagcaaac gcaataagta ttccacctgg ggagtacgtt cgcaagaatg
841 aaactcaaag gaattgacgg ggacccgcac aagcggtgga gcatgtggtt taattcgaag
901 caacgcgaag aaccttacca agtcttgaca tcgatctgac cggttcgtaa tggaaccttt
961 ccttcgggac agagaagaca ggtggtgcat ggttgtcgtc agctcgtgtc gtgagatgtt
1021 gggttaagtc ccgcaacgag cgcaacccct atcctcagta gccagcaggt gaagcetggge
1081 actctgtgga gactgccagg gataacctgg aggaaggcgg ggacgacgtc aaatcatcat
1141 gccccttatg atttgggcta cacacgtgct acaatggcgt aaacaaaggg aagcgagcecc
1201 gcgaggggga gcaaatccca aaaataacgt cccagttcgg actgcagtct gcaactcgac
1261 tgcacgaagc tggaatcgct agtaatcgcg aatcagaatg tcgcggtgaa tacgttceeg

1321 ggtcttgtac acaccgcccg tcacaccatg ggagtcagta acgcccgaag tc

SEQ ID NO:2 (Blautia wexlerae cepa WAL 14507 gen de ARN ribosomal 16S, secuencia

parcial - EF036467)

1 caagtcgaac gggaattant ttattgaaac ttcggtcgat ttaatttaat tctagtggcg

61 gacgggtgag taacgcgtgg gtaacctgcc ttatacaggg ggataacagt cagaaatggc
121 tgctaatacc gcataagcgc acagagctgc atggctcagt gtgaaaaact ccggtggtat
181 aagatggacc cgcgttggat tagcttgttg gtggggtaac ggcccaccaa ggcgacgatc
241 catagccggc ctgagagggt gaacggccac attgggactg agacacggcc cagactccta
301 cgggaggcag cagtggggaa tattgcacaa tgggggaaac cctgatgcag cgacgecgceg
361 tgaaggaaga agtatctcgg tatgtaaact tctatcagca gggaagatag tgacggtacc
421 tgactaagaa gcccecggcta actacgtgcc agcagecgeg gtaatacgta gggggcaagce
481 gttatccgga tttactgggt gtaaagggag cgtagacggt gtggcaagtc tgatgtgaaa
541 ggcatgggct caacctgtgg actgcattgg aaactgtcat acttgagtgc cggaggggta
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601 agcggaattc ctagtgtagc ggtgaaatgc gtagatatta ggaggaacac cagtggcgaa
661 ggcggcttac tggacggtaa ctgacgttga ggctcgaaag cgtggggagc aaacaggatt
721 agataccctg gtagtccacg ccgtaaacga tgaataacta ggtgtcgggt ggcaaagcca
781 ttcggtgccg tcgcaaacgce agtaagtatt ccacctgggg agtacgttcg caagaatgaa
841 actcaaagga attgacgggg acccgcacaa gcggtggagc atgtggttta attcgaagca
901 acgcgaagaa ccttaccaag tcttgacatc cgcctgaccg atccttaacc ggatctttce
961 ttcgggacag gcgagacagg tggtgcatgg ttgtcgtcag ctegtgtcgt gagatgttgg
1021 gttaagtccc gcaacgagceg caacccctat cctcagtage cagcatttaa ggtgggceact
1081 ctggggagac tgccagggat aacctggagg aaggcgggga tgacgtcaaa tcatcatgec
1141 ccttatgatt tgggctacac acgtgctaca atggcgtaaa caaagggaag cgagattgtg
1201 agatggagca aatcccaaaa ataacgtccc agttcggact gtagtctgca acccgactac
1261 acgaagctgg aatcgctagt aatcgcggat cagaatgccg cggtgaatac gttcccgggt
1321 cttgtacaca ccgcccgtca caccatggga gtcagtaacg cccgaagtca gtgacctaac

1381 tgcaaagaag gagctgccga aggcgggacc gatgactggg gtgaagtcgt aacaaggt

SEQ ID NO:3 (secuencia de consenso de ARNr 16S para Blautia stercoris cepa 830)
TTTKGTCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAG
CGCTTACGACAGAACCTTCGGGGGAAGATGTAAGGGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACGCGTGGGTAACCTGCCTCATACAGGGGGATAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACC
GCATAAGCGCACAGTATCGCATGATACAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACC
CGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGG
CCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAG
GAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGGTACCTGACT
AAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTA
TCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGAAGAGCAAGTCTGATGTGAAAGGC
TGGGGCTTAACCCCAGGACTGCATTGGAAACTGTTTTTCTTGAGTGCCGGAGAGGTAAGC
GGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGGGAGCAAAGCTCTT
CGGTGCCGCAGCAAACGCAATAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAA
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CTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCGATCTGACCGGTTCGTAATGGAACCTTTCCTT
CGGGACAGAGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCGTCAGTAGCCAGCAGGTAAAGCTGGGCAC
TCTGAGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAACAAAGGGAAGCGAGCCC
GCGAGGGGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGAC
CCAACCTTAGGGAGGGAGCTGCCGAAGGCGGGATTGATAACTGGGGTGAAGTCTAGGG
GGT

SEQ ID NO:4 (secuencia de consenso de ARNr 16S para Blautia wexlerae cepa MRX008)
TTCATTGAGACTTCGGTGGATTTAGATTCTATTTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCG
TGGGTAACCTGCCTTATACAGGGGGATAACAGTCAGAAATGGCTGCTAATACCGCATAAG
CGCACAGAGCTGCATGGCTCAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATAAGATGGACCCGCGTT
GGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCCGGCCTGAG
AGGGTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAG
TATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGGGAAGATAGTGACGGTACCTGACTAAGAAGC
CCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAT
TTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGTGTGGCAAGTCTGATGTGAAAGGCATGGGCT
CAACCTGTGGACTGCATTGGAAACTGTCATACTTGAGTGCCGGAGGGGTAAGCGGAATT
CCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTT
ACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTCNGGGGAGCATGGCTCTTCGGT
GCCGTCGCAAACGCAGTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCCGCCTGACCGATCCTTAACCGGATCTTTCCTTCGG
GACAGGCGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTCAGTAGCCAGCATTTAAGGTGGGCACTCTG
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GGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC
CTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAACAAAGGGAAGCGAGATCGTGA
GATGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCGGACTGTAGTCTGCAACCCGACTACA
CGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGT
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCTAA
CTGCAAAGAAGGAGCTGCCGAA

SEQ ID NO:5 (Blautia hydrogenotrophica cepa S5a36 gen de ARN ribosomal 16S, secuencia
parcial - X95624.1)

1 gatgaacgct ggcggcegtgce ttaacacatg caagtcgaac gaagcgatag agaacggaga
61 tttcggttga agttttctat tgactgagtg gcggacgggt gagtaacgcg tgggtaacct

121 gccctataca gggggataac agttagaaat gactgctaat accgcataag cgcacagctt
181 cgcatgaagc ggtgtgaaaa actgaggtgg tataggatgg acccgcegttg gattagctag
241 ttggtgaggt aacggcccac caaggcgacg atccatagec ggcctgagag ggtgaacggce
301 cacattggga ctgagacacg gcccaaactc ctacgggagg cagcagtggg gaatattgca
361 caatggggga aaccctgatg cagcgacgcc gcgtgaagga agaagtatct cggtatgtaa
421 acttctatca gcagggaaga aagtgacggt acctgactaa gaagccccgg ctaattacgt
481 gccagcagcc gecggtaatac gtaaggggca agcgttatcc ggatttactg ggtgtaaagg
541 gagcgtagac ggtttggcaa gtctgatgtg aaaggcatgg gctcaacctg tggactgcat
601 tggaaactgt cagacttgag tgccggagag gcaagcggaa ttcctagtgt agcggtgaaa
661 tgcgtagata ttaggaggaa caccagtggc gaaggcggcc tgctggacgg taactgacgt
721 tgaggctcga aagcgtgggg agcaaacagg attagatacc ctggtagtcc acgctgtaaa
781 cgatgaatac taggtgtcgg gtggcaaagc cattcggtgc cgcagcaaac gcaataagta
841 ttcccacctg gggagtacgt tcgcaagaat gaaactcaaa ggaattgacg gggacccgca
901 caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa gcaacgcgaa gaaccttacc aaatcttgac
961 atccctctga ccgggaagta atgttccctt ttcttcggaa cagaggagac aggtggtgca
1021 tggttgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt tgggttaagt cccgcaacga gecgcaaccct
1081 tattcttagt agccagcagg tagagctggg cactctaggg agactgccag ggataacctg
1141 gaggaaggtg gggatgacgt caaatcatca tgccccttat gatttgggct acacacgtgce
1201 tacaatggcg taaacaaagg gaagcgaagg ggtgacctgg agcaaatctc aaaaataacg

1261 tctcagttcg gattgtagtc tgcaactcga ctacatgaag ctggaatcgc tagtaatcgce
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1321 gaatcagaat gtcgcggtga atacgttccc gggtcttgta cacaccgcecc gtcacaccat
1381 gggagtcagt aacgcccgaa gtcagtgacc caaccnaaag gagggagctg ccgaaggtgg
1441 gactgataac tggggtga
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