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DESCRIPCION

Bacteriocinas para mejorar la colonizacidén vaginal de Lactobacillus productor de peréxido de hidrégeno para la salud
de reproduccién femenina

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencidén da a conocer procedimientos para aumentar los niveles de bacterias vaginales sanas
mediante el tratamiento de la mucosa vaginal con bacteriocinas derivadas de Lactobacillus gassen, Lactobacillus
paragasseti y otras especies bacterianas. Las bacteriocinas son sorprendentemente ventajosas por ser selectivamente
activas contra Lactobacillus iners, pero relativamente inactivas contra especies de Lactobacillus productores de
peréxido de hidrégeno (H202). Lactobacillus iners a menudo se asocia con disbiosis del microbioma vaginal y puede
contribuir a la recurrencia de infecciones vaginales, tales como la vaginosis bacteriana (VB).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] En general, la microbiota vaginal sana muestra una baja diversidad de especies y contiene comunidades
bacterianas dominadas por sélo unos pocos Lactobacillus spp., que son bacilos grampositivos que desempefian un
papel importante en la resistencia a la infeccién mediante la produccién de acido lactico y la acidificacién de la vagina,
mediante la produccién de otros productos antimicrobianos, tales como HxO2y péptidos antimicrobianos, o
compitiendo por los sitios de unién con patégenos vaginales (véase, Osset et al., 2001. Assessment of the capacity of
Lactobacillus to inhibit the growth of uropathogens and block their adhesion to vaginal epithelial cells. J. Infect. Dis.
183: 485-91). Las especies de Lactobacillus mas comiunmente aisladas del tracto reproductivo de mujeres sanas en
todo el mundo incluyen L. crispatus, L. iners, L. jenseniiy L. gasseri. VVéase, por ejemplo, Srinivasan et al., 2012.
Bacterial Communities in Women with Bacterial Vaginosis: High Resolution Phylogenetic Analyses Reveal
Relationships of Microbiota to Clinical Criteria PLos One 7(6), niUmero de articulo: €37818; Antonio et al., (1999) J.
Infect. Dis. 180: 1950-1956; Vasquez et al., (2002) J. Clin. Microbiol. 40: 2746-2749; Vallor, A.C., et al. J Infect Dis. 1
diciembre 2001, 184(111): 1431-6; Ravel, J., et al. Proc Natl Acad Sci, Estados Unidos. 15 de marzo de 2011, 108
Suplemento 1:4680-7. Estas especies son filogenética y funcionalmente diferentes de las especies de Lactobacillus
alimentarias y/o ambientales. Metabolizan la glucosa en acido lactico, contribuyendo al mantenimiento de un pH
vaginal bajo (£ 4,5) que representa una parte importante de la defensa no especifica de la vagina del huésped. De
hecho, se ha demostrado que las mujeres que tienen una microbiota vaginal con baja diversidad de especies,
dominada por L. crispatus, L. gasseri, L. inersy L. jensenii(es decir, microbiota dominada por Lactobacillus),
experimentan una menor frecuencia de gonorrea, infecciones por clamidia, tricomoniasis, VB y adquisicién de VIH.
Las cepas de L. crispatusy L. jensenii producen habitualmente H2O2, un agente bactericida, mientras que
aproximadamente la mitad de las cepas de L. gasseri producen H202y las cepas de L. iners generalmente no son
capaces de producir H2O2 (Antonio, M.A. et al,, (1999) J. Infect. Dis. 180: 1950-1956; France, M.T. et al., (2016) Appl
Environ Microbiol. 82: 7063-7073). Los Lactobacillus productores de H2O2 se consideran Lactobaciflus vaginales
protectores, generalmente asociados con la salud vaginal. Por el contrario, L. iners, un Lactobaciflus que no
produce H202, no se considera un Lactobacillus protector porque coexiste con organismos de VB y a menudo esté
presente durante la VB.

[0003] En la mayoria de las mujeres sanas en edad fértil, la microbiota vaginal estd dominada por 107-10° unidades
formadoras de colonias (UFC) de Lactobacillus por gramo de liquido. Algunas mujeres en edad fértil carecen o tienen
niveles bajos de Lactobacillus vaginal protector, lo que puede deberse al hecho de que el ecosistema vaginal se ve
afectado dinamicamente por el ciclo menstrual, los medicamentos, el estado de salud general, las préacticas sexuales
y de higiene y la anticoncepcion. Cuando se pierde el entorno acido normal de una vagina sana dominado
por Lactobacillus spp. productores de H20: protectores, generalmente se reemplaza por una microbiota més diversa
poblada por especies que no son Lactobacillus, tales como Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Leptotrichia
amnionii, Eggerthella y organismos del orden Clostridiales. Este aumento en el nUmero y diversidad de tales bacterias
anaerébicas y la pérdida de Lactobaciilus spp., productor de H2O2 protector son caracteristicas de la disbiosis y la VB.
La VB se asocia con un mayor riesgo de contraer multiples infecciones de transmisién sexual (ITS), incluidas clamidia,
gonorrea, herpes genital, tricomoniasis, infeccién por VIH y VPH y progresién a neoplasia intraepitelial cervical (NIC).
La VB también estd implicada en numerosas complicaciones ginecoldgicas y obstétricas, incluida la enfermedad
inflamatoria pélvica (EIP), endometritis e infecciones posoperatorias, tales como la endometritis posceséarea y la
celulitis del manguito vaginal poshisterectomia. También se han descrito fuertes asociaciones entre la VB y el parto
prematuro, el aborto espontaneo, las infecciones del liquido amniético y los malos resultados de la fecundacién in vitro.
La presencia de lactobacilos disminuye las probabilidades de respuestas inflamatorias fetales a la colonizacion
placentaria con patégenos.

[0004] Aunque L. iners puede acidificar la vagina como otros Lactobacillus spp. productores de H2O2, L. iners produce

menos acido lactico, nada de acido D-lactico y nada de H2O», ofreciendo asi comparativamente menos proteccion

global contra la colonizacién vaginal por especies patégenas. Ademas, L. iners es el Unico Lactobacillus spp vaginal a

recuperar en grandes cantidades en microbiotas diversas y durante la VB. Véase, por ejemplo, Vaneechoutte, M. et

al. (2017) Research in Microbiologiy, 168(9-10): 826-36. Por lo tanto, el papel de L. iners es ambiguo, ya que existe

en la microbiota vaginal de mujeres asintomaticas y al mismo tiempo es la Unica especie vaginal de Lactobacillus que
2
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puede coexistir con bacterias asociadas a la VB. Véase, por ejemplo, Petrova, Ml et al (2017) Trends Microbiol. 25(3):
182-91; Beamer, M.A. et al. (2017) Anaerobe, 45: 40-3. L. iners es la Unica especie de Lactobacillus que se sabe que
produce una citotoxina (inerolisina), que es similar a la vaginolisina producida por G. vaginalis (Rampersaud R. et al.
(2011) J Bacteriol 193:1034-41). La expresién de la citotoxina de L. iners esta altamente regulada por incremento
durante la VB (Macklaim JM et al. (2013) Microbiome 1:12). L. iners tiene un genoma inusualmente pequefio con
capacidades metabdlicas reducidas y tiene una mayor dependencia de nutrientes exdgenos que otros lactobacilos
vaginales (Macklaim J.M. et al. (2011) Proc Natl Acad Sci USA 108 Suppl 1:4688-95; France, M.T. et al., (2016) Appl
Environ Microbiol. 82:7063-7073). La mucosa vaginal que esté poblada con cantidades importantes de L. iners pueden
predisponer a las mujeres a desarrollar una microbiota mas diversa que contenga bacterias asociadas a la VB porque
la comunidad bacteriana dominada por L. iners es la menos estable y L. iners suele ser la principal especie
de Lactobacillus presente durante la transiciéon a la VB. Véase, por ejemplo, Gajer, P. et al. (2012) Sci. Transl. Med.
4(132). 132ra52; Macklaim, J.M. et al. (2011) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 108 supl. 1:4688-95; Santiago, G.L. et al.
(2012) PLoS’ One, 7(9):e45281. Por ejemplo, las mujeres colonizadas con L. crispatus, una especie vaginal protectora,
tienen un riesgo cinco veces menor de desarrollar VB, mientras que las mujeres con L. jnerstienen un riesgo
significativamente mayor de desarrollar VB. Véase, Verstraelen, H. et al. (2009) BMC Microbiol., 9:116, doi:
10.1186/1471-2180-9-116. Dado que L. iners es resistente al metronidazol, normalmente el Unico Lactobacillus
presente durante la VB, y compite por el mismo nicho ecoldgico que los otros lactobacilos vaginales, suele ser la
primera especie de Lactobacillus que emerge y recoloniza la vagina después del tratamiento de la VB con
metronidazol. Véase, por ejemplo, Jakobsson, T. etal. (2007) J. Clin. Microbiol. 45(9): 3145, Srinivasan, S. et al. (2012)
PLoS One, 7(6): €37818; Ferris, M.J. et al. (2007) J. Clin. Microbiol. 45(3): 1016-8. Dover et al. (Infectious Diseases in
Obstetrics and Gynecology (2007) Articulo ID 78248) describe un estudio de seguridad de un péptido antimicrobiano
lactocina 160, producido por Lactobacillus rhamnosus vaginal. Maldonado-Barragan et al (BMC Microbiology (2016)
16:37) describe la purificacién y caracterizacion genética de la gassericina E, una nueva bacteriocina inducible por
cocultivo de Lactobacillus gasseri EV1461 aislada de la vagina de una mujer sana.

[0005] Por lo tanto, las mujeres con niveles bajos de Lactobacillus vaginales productores de H202 pueden tener una
mayor susceptibilidad a VB y complicaciones ginecoldgicas y obstétricas asociadas, tales como EIP (enfermedad
inflamatoria pélvica), transmisién de patdégenos, mayores tasas de aborto espontaneo, parto prematuro y menores
tasas de éxito cuando se someten a un tratamiento de fertilizacién in vitro, en comparaciéon con mujeres con niveles
poblacionales relativamente altos de Lactobacillus spp. que producen H202. Los procedimientos para aumentar los
niveles poblacionales de Lactobacillus spp. que producen H202 en la mucosa vaginal se han descrito ya a principios
de los afios 1990. Mas recientemente, se ha desarrollado un procedimiento para combinar productos que
contienen Lactobacillus spp. que producen H202 con el uso de antibidticos. Sin embargo, sin eliminar las grandes
poblaciones de L. iners de la mucosa vaginal para crear un nicho para Lactobacillus spp. para crecer y recolonizar el
microbioma, los no-Lactobacillus spp. asociados con la VB se recolonizarén y provocaran mas casos de VB. Por lo
tanto, se necesita un producto bactericida para el tratamiento de infecciones vaginales, que inhiba selectivamente L.
iners, creando un nicho vaginal para Lactobacillus spp. protectores productores de H2O2 para crecer y desarrollarse.
La presente invencidon aborda estas y otras necesidades.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] Cualquier referencia a la invencién que proporciona un procedimiento de tratamiento debe interpretarse como
una referencia a composiciones para uso en dicho procedimiento.

[0007] En un aspecto, la presente invencién proporciona una composicion de bacteriocinas de al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable; y al menos un péptido aislado, 0 una combinacién de péptidos aislados, en la que: dicho
al menos un péptido aislado, 0 combinacién de péptidos aislados, tiene actividad bactericida selectiva contra L. iners;
dicho al menos un péptido aislado se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4 y un péptido aislado que tiene del 90 % al 99 % de identidad de secuencia con una de las SEQ ID
NO: 1, 2, 3 0 4; y la composiciéon de bacteriocinas es una formulacién adecuada para aplicaciones intravaginales.
Dicho al menos un péptido aislado, o una combinacién de péptidos aislados, esta presente en una cantidad suficiente
para exhibir propiedades bactericidas de la composicién de bacteriocinas. En algunas realizaciones, la composicién
de bacteriocinas de la invencién incluye ademas al menos un antibiético activo contra organismos asociados a VB.

[0008] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para tratar a una paciente que tiene niveles
bajos de Lactobacillus vaginales productores de H2O2 y una puntuaciéon de Nugent de al menos 4. El procedimiento
implica administrar por via intravaginal a la paciente una composicién de bacteriocinas de al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable, y al menos un péptido aislado, o una combinacién de péptidos aislados, en el que: al
menos un péptido aislado, o combinacién de péptidos aislados, tiene actividad bactericida selectiva contra L. iners ; y
dicho al menos un péptido aislado se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 4 y un péptido aislado que tiene del 90 % al 99 % de identidad de secuencia con una de las SEQ ID
NO: 1, 2, 3 0 4. Dicho al menos un péptido aislado, o una combinacién de péptidos aislados, se administra en una
cantidad suficiente para disminuir los niveles de L. iners y para promover el crecimiento de Lactobacillus vaginales
endégenos productores de HoOo.

[0009] En algunas realizaciones, el procedimiento para tratar a una paciente que tiene niveles bajos de Lactobacillus
3
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vaginal productor de H20O2 y una puntuacién de Nugent de al menos 4 implica ademéas administrar opcionalmente a la
paciente al menos un antibiético activo contra organismos asociados a VB, en el que el antibiético se administra en
una cantidad suficiente para disminuir los niveles de organismos asociados a la VB. En algunas realizaciones, el
procedimiento implica administrar el antibiético en una cantidad que estd entre aproximadamente 30 mg y
aproximadamente 2000 mg por dosis diaria y se administra a la paciente una o dos veces al dia durante hasta 7 dias.
En algunas realizaciones, el procedimiento implica administrar el antibiético de manera simultanea con la cantidad de
péptido o combinacién de péptidos.

[0010] En algunas realizaciones, el procedimiento para tratar a una paciente que tiene niveles bajos de Lactobacillus
vaginal productor de H2O2y una puntuacion de Nugent de al menos 4 implica ademés administrar opcionalmente una
composicién bacteriana viva que comprende Lactobacillus vaginal productor de H2O2, en el que la composicién
bacteriana viva se administra en una cantidad suficiente para promover el crecimiento de Lactobacillus vaginal
productor de H2O2 administrado. En algunas realizaciones, el Lactobacillus vaginal productor de H2O2 se selecciona
del grupo que consiste en L. crispatus, L. jensenii, L. gasseri y combinaciones de los mismos. En algunas
realizaciones, el Lactobacillus vaginal productor de H2O2 es L .crispatus CTV-0.5.

[0011] Las siguientes realizaciones se pueden combinar con cualquiera de los aspectos anteriores de la presente
invencién. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el péptido aislado de la composicién de bacteriocinas es SEQ ID
NO: 10 SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4. En algunas realizaciones, la composicién de bacteriocinas
incluye una combinacion de los péptidos aislados de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la
composicién de bacteriocinas incluye una combinacién de los péptidos aislados de SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4. En
algunas realizaciones, la composicién de bacteriocinas incluye una combinacién de los péptidos aislados de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4.

[0012] En algunas realizaciones, la formulacién de dicho al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable y dicho
al menos un péptido aislado, o combinacién de péptidos aislados, es un gel, crema, pomada, espuma, pelicula,
capsula, comprimido, polvo, pesario, inserto o supositorio adecuado para aplicaciones intravaginales tépicas. En
algunas realizaciones, la cantidad de péptido, o combinacién de péptidos, incluida en la composicién de bacteriocinas
esta entre el 0,001 % (p/p) y el 3 % (p/p). En algunas realizaciones, el antibi6tico se selecciona del grupo que consiste
en clindamicina, metronidazol, secnidazol, tinidazol y astodrimero sédico.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0013]
La Figura 1muestra la sensibilidad de las cepas de las principales especies vaginales de Lactobacillus (L. crispatus,
L. jensenii, L. gasseriy L. iners) a la inhibicidn por el sobrenadante del cultivo libre de células K7 de L. paragasseri.

La Figura 2 ilustra el crecimiento de L. iners HM-702 y L. paragasseri K7, cultivados de manera individual y
cocultivados juntos en medio MRS:NYC Ill. El crecimiento de L. iners HM-702 y L. paragasseri K7 para cada
experimento de cultivo se midié en (UFC/ml), a las cero horas y después de 24 horas. La concentracion inicial de L.
iners HM-702 fue >2 log mayor que la de L. paragasseri K7. El limite de deteccién para L. iners cocultivado fue de
10® UFC/ml.

La Figura 3 ilustra la destruccién de L .iners HM-702 en presencia de 40 UB/ml de bacteriocinas GasK7
semipurificadas durante 24 horas, medidas en UFC/ml de L. iners HM-702.

La Figura 4 ilustra la inhibicion de L. iners HM-702 en presencia de 100 UB/ml de bacteriocinas GasK7 semipurificadas
y 1000 UB/mI de bacteriocinas GasK7 a las cero horas, después de 24 horas y a las 48 horas, medida en UFC/ml
de L. iners HM-702.

La Figura 5A presenta un cromatograma de fase inversa de las fracciones del péptido K7B a.

La Figura 5B presenta la SDS-PAGE de las fracciones del péptido K7B a del desarrollo de la cromatografia de fase
inversa.

La Figura 6 presenta la SDS-PAGE de las bacteriocinas purificadas de L. paragasseri K7 (GasK7A a, GasK7B a 'y
GasK7B B) y de E. coli Shuffle (GasK7A B). Gel izquierdo: bacteriocinas visualizadas con colorante proteico SafeEx
migrando entre 3 y 6 kDa. Gel derecho: Zonas de inhibicién del crecimiento de L. sakei subsp. sakei ATCC 15521 en
agar blando MRS superpuesto para detectar las bacteriocinas purificadas directamente en el gel (incubado durante 20
horas a 30 °C).

La Figura 7 presenta el espectro EM MALDI-TOF del péptido de bacteriocina K7B a con m/z de 5512,0.
La Figura 8 presenta el espectro EM MALDI-TOF del péptido de bacteriocina K7B 3 con m/z de 4762,3.

La Figura 9 presenta el espectro EM MALDI-TOF del péptido de bacteriocina K7A a con m/z de 6091,5.
4
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La Figura 10 ilustra la inhibicién de L. iners HM-702, G. vaginalis HM-133, L. iners + G. vaginalis ("Li + GVv", cocultivo,
cultivado en medio NYC Ill) y L. crispatus SJ-3C (cultivado en MRS) en presencia de 100 UB/ml de bacteriocina GasK7
semipurificada, 20 ug/ml de metronidazol o la combinacién de 100 UB/ml de bacteriocina K7 + 20 pg/ml de
metronidazol después de 48 horas, medida mediante densidad éptica (DO) a 600 nm.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
I. INTRODUCCION

[0014] La presente invencién proporciona una composicion de bacteriocinas adecuada para administracién intravaginal
donde la composicién inhibe selectivamente L. Jjners. Especificamente, tal como se describe en el
presente documento, la presente invencién proporciona procedimientos y composiciones para tratar mujeres que
tienen niveles bajos de Lactobacillus vaginales productores de H202 y microbiota diversa asociada con VB para
reducir selectivamente la poblacidén de L. iners como medio para crear un nicho ecolégico para la colonizacién de la
mucosa vaginal por una poblacidén de Lactobacillus que produce H20o.

[0015] En otras palabras, la presente invencidn descrita en el presente documento implica una terapia de reemplazo
para mujeres diagnosticadas con microbiota diversa asociada con VB y bajos niveles de Lactobacillus vaginales
productores de H202, en la que L. iners, que ofrece poca resistencia al crecimiento de bacterias asociadas con VB, se
reduce selectivamente y se reemplaza por Lactobacillus protector productor de H202, que ofrece resistencia al
crecimiento de bacterias asociadas a la VB. Tal como se describe con mas detalle a continuacion, la presente invencion
ensefia procedimientos, composiciones y reactivos para la preparacion y uso de formulaciones de bacteriocinas.

Il. DEFINICIONES

[0018] Tal como se usa en el presente documento, el término "composicién de bacteriocinas" se refiere a una
composicién que funciona para inhibir la supervivencia y/o el crecimiento de microorganismos especificos. En
particular, la composicién de bacteriocinas contendra al menos un péptido aislado de una bacteriocina, que tiene
actividad antibacteriana contra L. iners. Ademas, la composicién de bacteriocinas contendra al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable. La composicién de bacteriocinas de la presente invencién se puede usar para la
prevencién o el tratamiento de diversos sintomas asociados con la VB. Para los fines de la presente invencién, las
composiciones de bacteriocinas descritas en el presente documento no son adecuadas para la administracion oral.

[0017] Tal como se usa en el presente documento, el término "bacteriocina” se refiere a péptidos, péptidos complejados
o proteinas producidas por cepas particulares de bacterias que son bioldgicamente activas con accién bactericida (es
decir, antibacteriana) contra otras especies bacterianas. Por ejemplo, las bacteriocinas GasK7A y GasK7B, producidas
por la cepa bacteriana Lactobacillus paragasseri K7, son biolégicamente activas con actividad bactericida selectiva
contra L. iners vaginal. Tanto K7A como K7B son bacteriocinas de dos componentes, lo que significa que cada
bacteriocina tiene dos péptidos que le confieren una actividad méaxima. La bacteriocina GasK7A esta compuesta por
el péptido GasK7A a (SEQ ID NO: 3) y el péptido GasK7A B (SEQ ID NO: 4); y la bacteriocina GasK7B esté compuesta
por el péptido GasK7B a (SEQ ID NO: 1) y el péptido GasK7B $ (SEQ ID NO: 2). Las especies bacterianas y/o cepas
bacterianas de las mismas que son capaces de producir bacteriocinas se denominan "bacteriocinégenas". Los
ejemplos no limitantes de especies bacteriocin6genas incluyen cepas particulares de Lactobacillus paragasseri,
Lactobacillus gasseri y otras especies, cuyos detalles se describen en el presente documento. Por tanto, en el contexto
de la presente divulgacién, el término "cepas bacteriocindgenas" se utiliza para referirse a cepas particulares de
especies bacterianas que son capaces de producir bacteriocinas. El término "L. (para)gasser" se utiliza en el presente
documento para referirse colectivamente a las especies L. paragasseriy L. gasseri.

[0018] Tal como se usa en el presente documento, los términos "bacteriocina aislada" o "péptido aislado" se refieren
a un péptido que ha sido identificado y separado, recuperado y/o purificado de un componente de su entorno natural.
En otras palabras, una bacteriocina aislada o un péptido aislado, en el contexto de la presente invencién, esta
sustancialmente libre de los materiales o contaminantes con los que el péptido o la bacteriocina esta normalmente
asociado en la naturaleza, en cultivo o de otro modo (por ejemplo, sintético). Se entiende que las composiciones de
bacteriocinas descritas en el presente documento contendran al menos un péptido aislado de una bacteriocina. Por
tanto, cuando se hace referencia a al menos un péptido, o una combinacién de péptidos, en el contexto de las
composiciones y procedimientos de la presente invencion, se entiende que dicho péptido, o combinacién de dichos
péptidos, es un péptido aislado (por ejemplo, un péptido aislado seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homélogos de los mismos). Para los fines de la presente invencion,
los péptidos de las composiciones de bacteriocina descritos en el presente documento son péptidos aislados (por
ejemplo, purificados).

[0019] Tal como se usa en el presente documento, el término "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a

cualquier sustancia, o mezcla de sustancias, utilizadas en la formulacién de las composiciones de bacteriocinas, que

proporciona caracteristicas fisicas deseables a las formulaciones de composiciones de bacteriocinas. Los excipientes

farmacéuticamente aceptables son, dentro del alcance del buen juicio médico, adecuados para el contacto con los
5
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tejidos mucosos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica u otras
complicaciones problematicas proporcionales a una relacién beneficio/riesgo razonable. En algunas realizaciones, el
término "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal
0 incluido en la Farmacopea de EE. UU. u otra farmacopea internacional generalmente reconocida para uso en
animales, y mas particularmente en seres humanos. Se pueden utilizar diversos excipientes farmacéuticamente
aceptables y se describen en detalle a continuacién.

[0020] Tal como se usa en el presente documento, la frase "actividad bactericida selectiva contra L. iners" se refiere a
la actividad bactericida exhibida por las bacteriocinas (o péptidos) que se han incorporado a la composicién de
bacteriocinas de la presente invencién, en la que al menos un péptido aislado, o una combinacién de péptidos aislados,
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homélogos
de los mismos, tienen una concentracién inhibidora minima (CMI). para L. iners que es al menos 2 veces menor que
la CMI para L. crispatus (SJ-3C), 0 al menos 3 veces menor que, al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9 o0 al menos 10 veces menor
que la CMI para L. crispatus (SJ-3C).

[0021] Tal como se usa en el presente documento, los términos "concentracién inhibidora minima" o "CMI, minimum
inhibitory concentration” se refieren a la concentracién mas baja de la bacteriocina (es decir, el péptido o combinacion
de péptidos que tienen actividad bactericida) que inhibe el crecimiento bacteriano. En otras palabras, la CMI es la
cantidad de péptido o combinacién de péptidos que es suficiente para exhibir actividad antibacteriana. La CMI de al
menos un péptido, o combinacién de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homdlogos de los mismos, se determina usando procedimientos que se describen
en detalle a continuacién.

[0022] Tal como se usa en el presente documento, la frase "una cantidad suficiente para exhibir propiedades
bactericidas" se refiere a la cantidad del péptido o combinacién de péptidos presentes en la composicién de
bacteriocinas de la presente invencién que proporciona a la composicién la capacidad de inhibir selectivamente y/o
destruir L. iners. La cantidad de péptido o combinacién de péptidos de la composicién de bacteriocinas se expresa
como porcentaje en peso.

[0023] Tal como se usa en el presente documento, los términos "porcentaje en peso" o "% en peso” se usan
indistintamente y, a menos que se defina lo contrario, se refieren al porcentaje de un componente (por ejemplo, péptido
o combinacién de péptidos) medido en peso por peso total de una composicién de bacteriocinas en su conjunto. El
porcentaje en peso esta representado por "%" 0 "% p/p". A continuacién, se describen en detalle composiciones de
bacteriocinas que contienen un péptido aislado, o0 una combinacién de péptidos aislados, seleccionados de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homélogos de los mismos, que tienen valores de porcentaje en
peso suficientes para exhibir las propiedades bactericidas.

[0024] Tal como se usa en el presente documento, los términos "idéntico", "porcentaje de identidad de secuencia" o
"porcentaje de homologia", en el contexto de dos 0 méas secuencias polipeptidicas, se refieren a dos 0 mas secuencias
0 subsecuencias que son iguales o tienen una porcentaje especificado de residuos de aminoacidos que son iguales
(por ejemplo, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o superior) en identidad sobre una regién especifica, cuando se comparan y alinean para una
correspondencia méaxima sobre una ventana de comparacién o regién designada, por ejemplo, la longitud completa
de la secuencia. La alineacién con el fin de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos se
puede realizar mediante diversos procedimientos, incluidos aquellos que utilizan software informatico disponible
publicamente, tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). La alineacién 6ptima de
secuencias para comparacion puede realizarse mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman Add.
APL. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch J. Mol. Biol.
48:443 (1970), mediante el procedimiento de busqueda por similitud de Pearson y Lipman Proc. Natl. Acad. Sci.
(Estados Unidos) 85: 2444 (1988), mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (CLUSTAL, GAP,
BESTFIT, BLAST, FASTA y TFASTA), o mediante inspeccién. Ejemplos de algoritmos que son adecuados para
determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud de secuencia para dos secuencias son los algoritmos
BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25:3389-3402 (1977) y Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403-410 (1990). Clustal se puede utilizar para alinear mas de dos secuencias. Para los fines de la presente
invencion, BLAST 2.0 se utiliza con los parametros predeterminados para determinar el porcentaje de identidad de
secuencia entre una secuencia de referencia y una secuencia de comparacion.

[0025] Los términos "correspondiente a", "determinado con referencia a" o "numerado con referencia a" cuando se
usan en el contexto de la identificacién de un residuo de aminoacido determinado en una secuencia polipeptidica, se
refieren a la posicion del residuo de una secuencia de referencia especificada cuando la secuencia de aminoacidos
determinada esté alineada al maximo y se compara con la secuencia de referencia. De este modo, por ejemplo, un
residuo de aminoacido en un péptido "corresponde a" un aminoacido en el péptido de SEQ ID NO: 1 cuando el residuo
se alinea con el aminoéacido en SEQ ID NO: 1 cuando est4 alineado de manera éptima con SEQ ID NO: 1. El polipéptido
que esta alineado con la secuencia de referencia no necesita tener la misma longitud que la secuencia de referencia.

[0026] Tal como se usa en el presente documento, la frase "formulacién adecuada para aplicaciones intravaginales”
6
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se refiere a la via de administraciéon donde una sustancia (es decir, la composicién de bacteriocinas) se aplica dentro
de la vagina. Dichas formulaciones son para la administracién local en la vagina, preferiblemente administracién tépica,
tal como cualquier superficie externa o interna de los genitales femeninos, incluyendo superficies mucosas en la
cavidad vaginal y superficies no mucosas de la vulva y areas de piel inmediatamente circundantes. Las formulaciones
son habitualmente estériles o casi estériles. En general, las formulaciones vaginales no estériles tienen limites
microbianos de <200 UFC/g para el recuento microbiano aerébico total y <20 UFC/g para el recuento total combinado
de levaduras y mohos, y ausencia de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureusy Candida albicans. Las
formulaciones adecuadas para aplicaciones intravaginales incluyen, por ejemplo, un supositorio vaginal, una capsula,
un comprimido, un inserto, una crema, una pomada, un gel, un balsamo, una espuma, un polvo, una compresa
impregnada, un pesario, un aerosol, una locién, una suspensién, una preparaciéon de ducha vaginal o un material
insertable vaginalmente impregnado o recubierto, tal como un tampén.

[0027] Tal como se usa en el presente documento, el término "antibibtico" se refiere a cualquier agente terapéutico
(por ejemplo, un agente producido por microorganismos y/o sintéticamente) que tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de y/o destruir uno o mas microorganismos (por ejemplo, bacterias, hongos, parasitos y similares). Tal
como se usan en el presente documento, los antibiéticos son bien conocidos por los expertos en la técnica. Entre las
clases de antibidticos se incluyen, pero sin limitarse a las mismas, aminoglucésidos, anfenicoles (por ejemplo,
cloranfenicol, tiamfenicol, azidamfenicol y similares), ansamicinas (por ejemplo, rifampicina y similares), carbacefems,
carbapenems, cefalosporinas, glicopéptidos (por ejemplo, teicoplanina, vancomicina y similares), lincosainidas (por
ejemplo, clindamicina, lincomicina y similares), macrélidos (por ejemplo, azitromicina, claritromicina, diritromicina,
eritromicina, roxitromicina, troleandomicina, telitromicina, espectinomicina, quinupristina/dalfopristina y similares),
monobatams, nitrofuranos (por ejemplo, furazolidona, nitrofurantoina, nifurtoinol y similares), nitroimidazoles (por
ejemplo, metronidazol, secnidazol, tinidazol, nimorazol, omidazol, azanidazol y similares), oxazolidinonas (por ejemplo,
linezolid, tedizolid y similares), penicilinas, polipéptidos (por ejemplo, bacitracina, colistina, polimixina B y similares),
quinolonas (por ejemplo, ciprofloxacina, enoxacina, gatifloxacina, levofloxacina, lomefloxacina, moxifloxacina,
norfloxacina, ofloxacina, trovafloxacina y similares), sulfonamidas (por ejemplo, mafenida, prontosil, sulfacetamida,
sulfametizol, sulfanilamida, sulfasalazina, sulfisoxazol, trimetoprima, trimetoprima-sulfametoxazol y similares),
tetraciclinas y otros (por ejemplo, arsfenamina, etambutol, fosfomicina, acido fusidico, isoniazida, mupirocina,
platensimicina, pirazinamida y similares). Ver, por ejemplo, Robert Berkow (ed.) The Merck Manual of Medical
information-Home Edition. Pocket (septiembre de 1999), ISBN 0-671-02727-1.

[0028] Clindamicina, metronidazol, secnidazol, tinidazol y VivaGel® (SPL-7013, o astodrimero sédico) son ejemplos
de antibidticos que son particularmente activos contra Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae y organismos dentro
del orden Clostridiales. La clindamicina, el metronidazol, el secnidazol y el tinidazol son particularmente activos contra
anaerobios, tales como los que se encuentran en la VB. El astodrimero sédico (nombre comercial: VivaGel®) es un
producto vaginal a base de agua de 1% (p/p) de SPL-7013 mezclado en gel Carbopol ® tamponado a un pH
fisiolégicamente compatible con la vagina humana normal. SPL-7013, el principio activo del gel de astodrimero, se
construye a partir de un nucleo divalente, la benzhidrilamina amida de L-lisina, a partir del cual se afladen cuatro capas
sucesivas de unidades de ramificacién de L-lisina, creando el dendrimero SPL-7013 con 32 grupos amina en la
superficie. Un grupo 1-(carboximetoxi)naftaleno-3,6-disulfonato de sodio estd unido a cada uno de los 32 grupos
superficiales de amina mediante enlaces amida. El producto quimico es N2,N6-bis(N2,N6-bis(N2,N6&-bis(N2,N6-
bis(N2,N6-bis((3,6-disulfonaftalen-1-iloxi)acetil)-1-lisil)-1-lisil}-1-lisil)-1-lisil)-N1-(difenilmetil)-1-lisinamida con un peso
molecular de 16.581 daltons. (Ver, Rupp et al., 2007. VivaGel™ (SPL7013 Gel): A candidate dendrimer — microbicide
for the prevention of HIV and SHYV infection. International Journal of Nanomedicine 2(4):561-566).

[0029] Tal como se usa en el presente documento, la frase "microbiota diversa asociada con VB" se refiere a una
afeccion en la que la mucosa vaginal carece de una cantidad suficiente de Lactobacillus spp. protector y esta
colonizada por una cantidad significativa de especies de Lactobacillus menos protectoras, L. iners y diversas especies
que no son Lactobacillus, también denominadas "organismos asociados a la VB". Entre los ejemplos de especies que
no son Lactobacillus asociadas a VB (es decir, organismos asociados a VB) se incluyen, pero sin limitarse a las
mismas, Gardnerella vaginalis. Atopobium vaginae, Leptotrichia amnionii, Eggerthella , Megasphaera sp. tipo 1,
Dialister micaerophilus, Dialister sp. 2, Parvimonas micra, Prevotella buccalis, Prevotella timonensis, Prevotella bivia,
Prevotella disiens, Porphyromonas asaccharolytica, Mycoplasma hominis y organismos del orden Clostridiales (por
ejemplo, bacteria 1 asociada a VB (VBAB-1, VBAB-2 y VBAB-3). (Véase, Srinivasan et al., 2012. Bacterial
Communities in Women with Bacterial Vaginosis: High Resolution Phylogenetic Analyses Reveal Relationships of
Microbiota to Clinical Criteria PLos One 7(6), numero de articulo: €37818). La afeccién puede ser sintomatica o
asintomética. El término "microbiota vaginal' se refiere a los microorganismos de un ecosistema (es decir, los
microorganismos que colonizan la vagina). El término "microbioma vaginal" se refiere a los genomas colectivos de los
microorganismos en el nicho ecolégico de la vagina o a los propios microorganismos.

[0030] Tal como se usa en el presente documento, los términos "tratamiento” o "tratar' una paciente que tiene niveles
bajos de Lactobacillus vaginales productores de H2O2y una puntuaciéon de Nugent de al menos 4 (es decir, una
puntuacién de Nugent mayor o igual a 4) se refiere al aumento de los niveles de Lactobacillus vaginal productor de
H20s2, la disminucidén de la puntuacién de Nugent a 0-3, la reduccién de la gravedad de los sintomas y/o la reduccién
de la frecuencia de los sintomas asociados con la microbiota diversa asociada con la VB.
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[0031] Tal como se usa en el presente documento, la frase "Lactobacillus vaginal productor de H2O2" se refiere a
"Lactobacillus spp. protector”, una especie de bacterias que son bacterias anaerédbicas facultativas Gram positivas que
producen lactato (&cido lactico) a partir de fuentes de carbohidratos, tales como la glucosa, caracterizadas
especificamente por la capacidad de producir H2O2. Estos Lactobacillus vaginales productores de H202 se consideran
organismos comensales que colonizan la mucosa vaginal. L. crispatus, L. gassen y L. jensenii son especies vaginales
capaces de producir H202, tal como se describe en Antonio et al. The Journal of Infectious Diseases 1999, 180:1950-
6. "Lactobacillus vaginal productor de H202 endbgeno” se refiere a colonias de Lactobacillus spp. protectores que se
han originado en la mucosa vaginal de una paciente. "Lactobacillus vaginal productor de H2O2 administrado” se refiere
al Lactobacillus spp. protector que se ha originado a partir de una composicién bacteriana viva administrada a la
mucosa vaginal de una paciente.

[0032] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "puntuacién de Nugent"' se refiere a un procedimiento
de laboratorio estandar para diagnosticar VB en entornos de investigacién, tal como lo describen Nugent et al. La
puntuacién de Nugent varia de 0 a 10 y se calcula mediante una evaluaciéon microscépica manual de muestras
vaginales tefiidas con Gram y evaluando la concentracién relativa de Lactobacillus spp., bacilos y cocos Gram
negativos y Gram variables, y bacilos Gram negativos curvos, que se describe en detalle a continuacién. (Ver, Nugent,
R.P., Krohn, M. A, Hillier, S.L., 1991. Reliability of diagnosing bacterial vaginosis is improved by a standardized method
of gram stain interpretation. J. Clin. Microbiol. 29(2): 297-301).

[0033] Tal como se usa en el presente documento, el término "composicién bacteriana viva" se refiere a una
composicién que contiene al menos una cepa de Lactobacillus vaginal vivo productor de H202 tal como, por ejemplo, L.
crispatus, L. gasseri o L. jensenii. Como ejemplo no limitante, las cepas Utiles de L. crispatus incluyen Lactobacillus
crispatus CTV-05 y Lactobacillus crispatus SJ-3C. Para los fines de la presente invencién, CTV-05 y SJ-3C se
consideran cepas equivalentes de L. crispatus.

[0034] Tal como se usan en el presente documento, los términos "aproximadamente” y "aproximadamente igual" se
usan en el presente documento para modificar un valor numérico e indicar un intervalo definido alrededor de ese valor.
Si"X" es el valor, "aproximadamente X" o "aproximadamente igual a X" generalmente indica un valor de 0,90X a 1,10X.
Cualquier referencia a "aproximadamente X" indica al menos los valores X, 0,90X, 0,91X, 0,92X, 0,93X, 0,94X, 0,95X,
0,96X, 0,97X, 0,98X, 0,99X, 1,01X, 1,02X, 1,03X, 1,04X, 1,05X, 1,06X, 1,07X, 1,08X, 1,09X y 1,10X. Por tanto,
"aproximadamente X" pretende describir, por ejemplo, "0,98X". Cuando se aplica "aproximadamente" al comienzo de
un intervalo numérico, se aplica a ambos extremos del intervalo. Por tanto, "de aproximadamente 6 a 8,5" equivale a
"de aproximadamente 6 a aproximadamente 8,5". Cuando se aplica "aproximadamente" al primer valor de un conjunto
de valores, se aplica a todos los valores de ese conjunto. Por tanto, "aproximadamente 7, 9 u 11 %" equivale a
"aproximadamente 7 %, aproximadamente 9 % o aproximadamente 11 %".

[0035] Tal como se usa en el presente documento, los términos "que comprende" o "comprende" pretenden significar
que las composiciones y procedimientos incluyen los elementos citados, pero no excluyen otros. "Consiste
esencialmente en" se refiere a aquellos elementos necesarios para una realizacion determinada. La frase permite la
presencia de elementos adicionales que no afectan materialmente la caracteristica o caracteristicas basicas y
novedosas o funcionales de la realizacién determinada (por ejemplo, composiciones y procedimientos). "Que consiste
en" se refiere a composiciones, procedimientos y componentes respectivos de los mismos, tal como se describe en el
presente documento, que excluyen cualquier elemento no mencionado en esa descripcién de la realizacién. Las
realizaciones definidas por cada uno de estos términos de transicién estan dentro del alcance de esta divulgacion.

Illl. COMPOSICIONES DE BACTERIOCINAS
Bacteriocinas

[0036] Un péptido, o una combinacién de péptidos, adecuado para su uso en una composicién de bacteriocinas de la
presente invencion puede ser cualquier péptido, o combinacién de péptidos, que tenga actividad bactericida
contra L. iners. En algunas realizaciones, los péptidos son bacteriocinas que se clasifican como no lantibiéticas o
bacteriocinas de Clase Ilb y son producidas por cepas de bacterias Gram positivas, que incluyen, por
ejemplo, Lactobacillus paragasseri, Lactobacillus gasseriy otras especies. Las no lantibiéticas son una clase de
bacteriocinas con residuos no modificados excepto por la formacién de puentes disulfuro y bacteriocinas circulares.
En algunas realizaciones, las bacteriocinas no lantibiéticas Utiles para la presente invencién son bacteriocinas de dos
péptidos, que pertenecen al subgrupo de bacteriocinas, Clase IlIb. Las bacteriocinas de clase IIb consisten en dos
péptidos cuya actividad total depende de la accién complementaria de los dos péptidos diferentes (véase, Nissen-
Meyer J, Oppeg-ard, C, Rogne, P, Haugen, HS y Kristiansen, PE. 2010. Structure and mode of action of the two-
peptide (Class IlIb). Probiotics Antimicrob Proteins 2:52-60.).

[0037] Por ejemplo, las bacteriocinas de Clase llb (dos péptidos) utiles para la presente invencién son aquellas que

son producidas por la cepa K7 de Lactobacillus paragasseri. L. paragasseri K7 produce bacteriocina gassericina K7A

(GasK7A) y bacteriocina gassericina K7B (GasK7B), cada una de las cuales consiste en dos péptidos, a y p. Las

secuencias de ADN que codifican los péptidos a y B de la bacteriocina GasK7A se definen con el nimero de acceso

de GenBank ASRG02000001, con el ID de proteina KDA99706 correspondiente al péptido a GasK7A y el ID de
8
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proteina KDB00192 correspondiente al péptido f GasK7A. Las secuencias de ADN que codifican los péptidos ay B
de la bacteriocina GasK7B se definen con el niUmero de acceso de GenBank ASRG02000002, con el ID de proteina
KDA99085 correspondiente al péptido a de GasK7B y el ID de proteina KDA99086 correspondiente al péptido B de
GasK7B. Otro ejemplo de una cepa bacteriana productora de bacteriocina de Clase |lb es L. gasseri LF221, que
produce las bacteriocinas acidocina LF221A y acidocina LF221B. Previamente se determind que las secuencias de
ADN de GasK7A y GasK7B eran similares a las secuencias de ADN de acidocina 1, F221Ay LF221B, respectivamente.
Es decir, las secuencias de los péptidos ay P de la bacteriocina GasK7A son idénticas a las secuencias de los péptidos
ay p de LF221A (nimero de acceso de GenBank AY295874; ID de proteina AAP55752 para la secuencia de péptido
a LF221A parcial y AAPS5753 para la secuencia de péptido B LF221A completa). Las secuencias de los péptidos a 'y
B de la bacteriocina GasK7B son casi idénticas a las secuencias de los péptidos ay B LF221B (GenBank AY297947),
excepto por una diferencia de aminoacidos en los homélogos de los péptidos a y B (IDs de proteina AAP56344 y
AAP56345 para LF221B a y LF221B B, respectivamente). (Véase, Peternel et al. 2010. Wide-Inhibitory Spectra
Produced by Lactobacillus gasseri K7. Probiotics and Antimicro. Prot. 2(4):233-240).

[0038] Por tanto, los péptidos adecuados para su uso en una composicion de bacteriocinas de la presente invencién
pueden ser cualquier péptido, o combinacién de péptidos, que se hayan aislado de las bacteriocinas Ilb de L.
paragasseri K7 identificadas anteriormente, o bacteriocinas lib con secuencias de ADN y aminoéacidos similares a L.
paragasseri K7, que han sido producidas por otras cepas de L. paragasseri, cepas de L. gasseri (por ejemplo, L.
gasseri LF221) o cepas de otras especies bacterianas. La Tabla 1 a continuacién incluye una lista de ejemplo de cepas
bacterianas de L. paragasseri, L. gasseri y otras especies bacterianas que tienen secuencias de ADN y aminoacidos
similares a las de L. paragasseri K7 que codifican secuencias peptidicas similares o idénticas (es decir, homdlogos)
de los péptidos a y B de bacteriocinas GasK7A y/o GasK7B.
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[0039] Ejemplos de bacteriocinas que tienen secuencias de ADN similares a L . paragasseri K7, que estén codificadas
por otras cepas bacterianas enumeradas en la Tabla 1, incluyen: gassericina E de L . gasseri EV1461 (N.° de acceso
de GenBank KR080485; ID de proteinas ALX37947 y ALX3748; véase, Maldonado-Barragén, A. et al. (2016) BMC
Microbiology 16:37); gassericina T de L . gasseri LA158 (AB710328, ID de proteinas BAM09405 y BAM094086; véase,
Yasuta, N. et al., (2014) Milk Science 63:9-17; cepa L. gasseri LA158 esta disponible plblicamente en la Coleccién
Japonesa de Microorganismos con el nombre de cepa JCM 11046) y L. gasseri SBT2055 (ABO29612, ID de proteinas
BAAB82353 y BAAB82354; véase Kawai, Y. et al. (2000) Biosci. Biotechnol. Biochem. 64:2201-2208); y L.
gasseri LF221, que codifica las acidocinas LF221A (secuencia parcial) y LF221B (AY295874 y AY297947 para LF221A
y LF221B, respectivamente; véase Majhenic et al, (2004) Applied Microbiology and Biotechnology, 63:705-714). L.
gasseri LA327 (LC389591 y LC389592; ID de proteinas BBE52938.1 y BBE52939.1: homdlogos de K7A; ID de
proteinas BBE52947.1 y BBE52948.1: homélogos de K7B), y cepas de L. gasseri 105-1 (MK598475 y MK598476, sin
IDs de proteina) y 151-2 (MK598477 y MK598478, sin IDs de proteina) codifican homdlogos que son similares a las
bacteriocinas GasK7A y GasK7B, mientras que L. paragasseri JV-V03 (ACGO02000001; ID de proteina EFJ70596:
homélogo de K7B q; ID de proteina EFJ70595. homologo de K7B B) codifica homélogos de péptidos similares a la
bacteriocina GasK7B.

[0040] Las cepas bacteriocindgenas adecuadas de L. paragasser, L . gasseriy otras especies bacterianas (tales
como, por ejemplo, las enumeradas en la Tabla 1) pueden detectarse y aislarse de fuentes naturales usando técnicas
de cribado apropiadas que se conocen en la técnica. L. paragasseri K7 y L. gasseri LF221 bacteriocinégenas se
aislaron originalmente de las heces de bebés humanos amamantados. Ambas cepas bacteriocinégenas de L.
paragasseri K7 y L . gasseri LF221 estan depositadas en la Coleccién Microbiana del Instituto de Ciencias Lacteas,
Facultad de Biotecnia, Universidad de Ljubljana, Eslovenia. La cepa de L. paragasseri K7 también esta depositada en
la Coleccién Checa de Microorganismos (CCM) con el nimero de registro CCM 7710. (Véase, Matijasi¢ et al., 1998.
Isolation and Characterization of two bacteriocins of Lactobacillus acidophilus LF221. App/ Environ Microbiol 49:606-
612 Matijasi¢ et al., 1999. Bacteriocinogenic activity of lactobacilli isolated from cheese and baby faeces. Food Technol
Biotechnol. 37:93-100.Rogelj et al., 2006. Lactobacillus gasseri .LF221 and K7: from isolation to application. Biologia
61(6):761-769;Peternel et al. 2010. Wide-Inhibitory Spectra Bacteriocins Produced by Lactobacillus gasseri K7.
Probiotics & Antimicro. Prot. 2(4):233-240; Mavri¢, et al. 2014. Bacteriocins of Lactobacillus gasseri K7: Monitoring of
gassericin K7 A and B genes’ expression and isolation of active component. Process Biochemistry 49:1251-1259).

[0041] Las cepas bacteriocinégenas de L. paragasseri, L. gasseri y otras especies bacterianas Utiles para la presente
invenciéon (por ejemplo, L. paragasseri K7, L. gasseri JG141, L. gasseri 505, L. paragasseri JCM5344 u otras
enumeradas en la Tabla 1) se pueden propagar en medio liquido o sélido (por ejemplo, agar). Los medios bacterianos
para el crecimiento de las cepas bacteriocindgenas Utiles para la presente invencién (por ejemplo, cepas de L.
(para)gasseri y otras enumeradas en la Tabla 1) son conocidos y estan disponibles comercialmente (por ejemplo, de
Becton Dickinson (Difco), Franklin Lakes, Nueva Jersey o Merck, Darmstadt, Alemania) e incluyen, por ejemplo, de
Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y medio Rogosa. Las cepas bacteriocinégenas se cultivan preferentemente de forma
anaerébica o microaeréfila y la temperatura del medio de cultivo puede ser cualquier temperatura adecuada para el
crecimiento de las cepas bacteriocinégenas. Por ejemplo, las cepas bacteriocindgenas de L. (para)gasseriy otras
especies bacterianas Utiles para la presente invencién (es decir, L. paragasseri K7) pueden propagarse en condiciones
microaeréfilas y generalmente se cultivan a aproximadamente 37 °C. Las condiciones de cultivo eficaces para cepas
bacteriocinégenas Utiles para la presente invencién son bien conocidas en la técnica. Condiciones de cultivo
especificas, medios de cultivo y procedimientos de cultivo de cepas bacteriocinégenas, particularmente L. paragasseri
K7, se puede encontrar, por ejemplo, en Matijasi¢ et al., 2000. Lactobacillus K7 - A New Candidate for a Probiotic
Strain. Food Technol. Biotechnol. 38(2). 113-119;Rogelj et al., 2006. Lactobacillus gasseri LF221 y K7: from isolation
to application. Biologia 61(6).761-769; Peternel et al. 2010. Wide-Inhibitory Spectra Bacteriocins Produced by
Lactobacillus gasseri K7. Probiotics & Antimicro. Prot. 2(4).233-240; Mavri¢, et al. 2014. Bacteriocins of Lactobacillus
gasseri K7. Monitoring of gassericin K7 A and B genes’ expression and isolation of active component. Process
Biochemistry 49:1251-1259).

[0042] El medio de cultivo se inocula con un cultivo en crecimiento activo de la cepa bacteriocin6gena (por ejemplo,
una cepa de L. (para)gasseri ) en una cantidad suficiente para producir, después de un periodo de crecimiento
razonable, actividad de bacteriocina adecuada que puede detectarse en el sobrenadante del cultivo. Un ejemplo no
limitante de un periodo de crecimiento razonable de una cepa bacteriocinégena utilizada en el presente documento
(por ejemplo, una cepa de L. (para)gasseri ) es un tiempo de incubacién de entre 6 y 24 horas. Las células se incuban
hasta que la actividad de bacteriocina del caldo de cultivo MRS esté en el intervalo de aproximadamente 102 UB/ml a
aproximadamente 10* UB/ml. Una unidad de bacteriocina (BU, Bacteriocin Unit) es la cantidad de bacteriocina que
causa una inhibicién del crecimiento del 50 % de una cepa indicadora sensible en comparacién con un control sin
bacteriocina. La actividad de bacteriocina en el sobrenadante de un cultivo bacteriocinégeno (por ejemplo, el
sobrenadante de un cultivo bacteriocinégeno de L. (para)gasseri) se mide mediante el procedimiento de dilucién
critica en una placa de microtitulacién, utilizando la cepa de Lactobacillus iners LactinV 09V1-c, ID del repositorio: BEI
HM-702 (Biodefense and Emerging Infections Research Resources Repository, Manassas, VA) y/o Lactobacillus
sake NCDO 2714 (National Collection of Dairy Organisms, Reading, Inglaterra) como cepas indicadoras, y un lector
de placas de microtitulacion, tal como se describe en Matijasi¢ et al., 1998. Isolation and characterization of two
bacteriocins of Lactobacillus acidophilus LF221. App/ Environ  Microbiol 49:606-612 vy  Matijasi¢ et
al., 2000. Lactobacillus K7: A new candidate for a probiotic strain. Food Technol. Biotechnol. 38(2):113-119.
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[0043] Una vez que se establece una actividad de bacteriocina adecuada en el sobrenadante del caldo de cultivo
bacteriocinégeno, las células de la cepa bacteriocindgena se extraen del sobrenadante de bacteriocina mediante
procedimientos de filtracion de fibra hueca (por ejemplo, para escala mayor) o procedimientos de centrifugacién (por
ejemplo, para escala menor). Después de la separacién del sobrenadante de las células bacterianas, las moléculas
de bacteriocina (por ejemplo, GasK7A/GasK7B u homdlogos de las mismas) dentro del sobrenadante libre de células
se pueden extraer y concentrar juntas mediante medios y procedimientos adecuados conocidos en la técnica. Por
ejemplo, las moléculas de bacteriocina K7 se pueden extraer juntas del sobrenadante bacteriano libre de células
mediante filtracién estéril del sobrenadante, absorbiendo el filtrado sobre una resina hidréfoba adecuada (por ejemplo,
resina Amberlite® XAD-16, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), lavando la resina con un disolvente orgénico o una mezcla
de disolventes adecuados (por ejemplo, etanol, acetona o cloroformo) y eluyendo las bacteriocinas K.7 de la resina
usando un disolvente organico o una mezcla de disolventes adecuados (por ejemplo, isopropanol, acetonitrilo, acido
trifluoroacético). Alternativamente, las bacteriocinas se pueden separar por precipitacion del sobrenadante del cultivo
bacteriano usando el procedimiento de "salting-out' con sulfato de amonio, donde se alcanza un porcentaje de
saturacién de sal deseado agregando lentamente sulfato de amonio al sobrenadante del cultivo libre de células que
contiene bacteriocina. Después de incubar la suspensiéon salina en condiciones adecuadas, las bacteriocinas
precipitadas mediante “salting-out” pueden recogerse mediante centrifugacién, disolverse en un pequefio volumen de
disolvente o tampé6n adecuado y purificarse adicionalmente.

[0044] Después de la extraccidn, el disolvente de la mezcla de bacteriocina-disolvente se puede evaporar para
concentrar los péptidos de bacteriocina extraidos. La mezcla de bacteriocinas extraida y concentrada puede
denominarse "semipurificada". En algunas realizaciones, las bacteriocinas semipurificadas se pueden incorporar
directamente en la composicion de bacteriocinas de la presente invencién como una mezcla de cuatro péptidos (por
ejemplo, péptidos GasK7A ay GasK7A B de bacteriocina GasK7A, y péptidos GasK7B a y GasK7B B de bacteriocina
GasK7B). En otras realizaciones, las bacteriocinas semipurificadas se pueden purificar adicionalmente y separar en
componentes peptidicos individuales, en los que cada péptido (por ejemplo, GasK7A a, GasK7A B, GasK7B a y
GasK7B B) se aisla y se incorpora un péptido individual en la composicién de bacteriocinas, o0 una combinacién de los
péptidos se incorpora en la composicién de bacteriocinas. A continuacién se describen procedimientos para separar y
aislar las bacteriocinas y los péptidos de bacteriocina, asi como una descripcion detallada de las composiciones de
bacteriocinas de la presente invencion.

Péptidos de bacteriocinas de L. paragasseri K7 y homdlogos de los mismos

[0045] EIl aislamiento y la purificaciéon de la mezcla de bacteriocinas semipurificada en componentes peptidicos
individuales normalmente implican procedimientos basados en cromatografia. Con base en el conocimiento de las
caracteristicas de la bacteriocina objetivo, tales como su tamafio estimado, carga neta de la molécula a un pH definido,
afinidad de adsorcion, polaridad e hidrofobicidad, etc., se pueden utilizar diferentes estrategias de separacion. Las
estrategias incluyen exclusién por tamafio, intercambio i6nico, filtracién en gel, interaccion hidréfoba, cromatografia
liquida de fase inversa, etc. Por ejemplo, se puede hacer pasar un extracto de bacteriocina semipurificado a través de
una columna de separacién por cromatografia de exclusién por tamafio y la mezcla se puede separar en fracciones
de diferentes tamafios de moléculas de bacteriocina. La cromatografia de intercambio idnico, utilizando columnas de
intercambio catiénico o aniénico, también se puede utilizar para separar los extractos de bacteriocina semipurificados
en funcién de su carga eléctrica a un pH definido. Ademas de las columnas de cromatografia convencionales, hay
disponibles comercialmente cartuchos de separacion de proteinas basados en centrifugas y también se pueden utilizar
para la purificacion de bacteriocinas.

[0046] En algunas realizaciones, se usa cromatografia en columna de fase inversa para purificar los péptidos de
bacteriocina, usando técnicas de cromatografia liquida de baja o alta presién. Por ejemplo, después de que los
péptidos de bacteriocina GasK7A y GasK7B se absorban sobre o se extraigan de una resina hidréfoba como se
describe anteriormente, el eluyente que contiene los péptidos de bacteriocina semipurificados (por ejemplo,
bacteriocinas en una mezcla de disolvente de isopropanol/acido trifluoroacético) se puede filtrar de forma estéril, diluir
con un disolvente adecuado (por ejemplo, dilucién 10 veces en una mezcla de 4cido trifluoroacético/agua) y se carga
en cualquier columna de fase inversa de matriz polimérica monotamafic adecuada disponible comercialmente (por
ejemplo, GE Healthcare, Chicago, IL o Waters Corp., Milford, MA, etc.). Las bacteriocinas pueden eluirse por etapas
0 en gradiente con proporciones variables de disolvente de, por ejemplo, 2-propanol, agua y acido trifluoroacético. Las
fracciones que contienen la mayor actividad de bacteriocina se pueden purificar aln mas con cromatografia de fase
inversa de baja presién utilizando un gradiente de disolvente optimizado. El disolvente se puede eliminar de cada
fraccién mediante evaporacidn. Las fracciones secas pueden entonces resuspenderse en un tampén adecuado (por
ejemplo, PBS o EtOH bajo) y someterse a prueba de actividad de bacteriocina mediante el ensayo de dilucién critica,
como se describié anteriormente. Las fracciones obtenidas por elucién con la mezcla de disolventes optimizada se
pueden procesar a continuacion para electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)
y pruebas adicionales de actividad de bacteriocina, confirmando asi la separacion de cada péptido de bacteriocina.

[0047] Después de los procedimientos de purificacién, el peso moleculary la secuencia de aminoacidos de los péptidos

de bacteriocina se pueden confirmar con precisién usando procedimientos de analisis quimicos estéandar, tales como

espectrometria de masas y/o espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Por ejemplo, se puede utilizar
15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2980 222T3

un anélisis espectrométrico de masas de tiempo de vuelo de ionizacién/desorcién laser asistido por matriz (MALDI-
TOF) para confirmar el peso molecular de los péptidos GasK7A a, GasK7A B, GasK7B a 'y GasK7B B purificados. Los
expertos en la técnica conocen bien la determinacién del peso molecular de los péptidos utilizando EM MALDI-
TOF. Véase, por ejemplo, Mavri¢, et al. 2014. Bacteriocins of Lactobacillus gasseri K7 - Monitoring of gassericin K7 A
and B genes’ expression and isolation of active component. Process Biochemistry 49:1251-1259. A continuacién se
muestran las secuencias de péptidos maduros para los péptidos GasK7A a, GasK7A B, GasK7B a y GasK7B B
aislados:

SEQID NO: 1 = K7Ba

RNNWAANIGGAGGATVAGWALGNAVCGPACGFVGAHYVPIAWAGVTAATGFGKIRK

SEQID NO: 2 = K7B B

NKWGNAVIGAATGATRGVYSWCRGFGPWGMTACGLGGAAIGGYLGYKSN

SEQIDNO:3=K7A a

KNWSVAKCGGTIGTNIAIGANRGARAGSFFGQPVSVGTGALIGASAGAIGGSVQCYGWLAGGGR

SEQID NO:4=K7A 5

NNVNWGSVAGSCGKGAVMEIYFGNPILGCANGAATSLYLQTASGIYKNYQKKR

[0048] Para los fines de la presente invencién, ademés de las identidades de secuencia de aminoécidos identificadas
anteriormente, los péptidos de bacteriocina GasK7A a, GasK7A B, GasK7B a y GasK7B B también se definen por
secuencias que tienen al menos un 80 % de identidad de secuencia con una de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4. Por tanto,
los péptidos adecuados para su uso en una composicién de bacteriocinas de la presente invencién pueden ser
cualquier homélogo de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: NO: 3, o SEQ ID NO: 4. En algunos aspectos, un
péptido tiene del 80 % al 99 % de identidad de secuencia con una de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4. En algunos aspectos,
un péptido tiene del 85 % al 99 % de identidad de secuencia con una de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4. En algunos
aspectos, un péptido tiene un 85 % de identidad de secuencia con una de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4, 0o un 86 %,
86,5 %, 87 %, 87,5 %, 88 %, 88,5 %, 89 %, 89,5 %, 90 %, 90,5 %, 91 %, 91,5 %, 92 %, 92,5 %, 93 %, 93,5 %, 94 %,
94,5 %, 95 %, 95,5 %, 96 %, 96,5 %, 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5 % o0 99 % de identidad de secuencia con una de las
SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4. En algunos aspectos, un péptido tiene de 88 % a 98 % de identidad de secuencia con una de
las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4. En algunos aspectos, un péptido tiene del 90 % al 95 % de identidad de secuencia con
una de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4. En algunos aspectos, un péptido Util tiene una identidad de secuencia del 90 %
con una de las SEQ ID NO: 1. 2, 3 0 4. En algunos aspectos, un péptido util de la presente invencién tiene un 92,5 %
de identidad de secuencia con una de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4. En algunos aspectos, un péptido tiene un 95 % de
identidad de secuencia con una de SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4. Segun la invencidn reivindicada, un péptido se selecciona
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y un péptido que tiene del
90 % al 99 % de identidad de secuencia con una de las SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4.

[0049] La Tabla 2 a continuacién incluye una lista de cepas bacterianas de ejemplo de L. paragasseri, L. gasseriy
otras especies bacterianas (presentadas previamente en la Tabla 1 y analizadas anteriormente), con la homologia que
se comparte entre las secuencias peptidicas codificadas por cada cepa bacteriocinégena y las secuencias peptidicas
de bacteriocina GasK7.

Tabla 2. Cepas bacterianas de ejemplo que codifican homélogos a las secuencias de los péptidos de bacteriocina
GasK7 y la homologia de aminoacidos correspondiente de las mismas

Cepa bacteriana Homologia de amino4cidos con los péptidos de bacteriocina K7
Péptido Péptido Péptido Péptido

GasK7A o GaskK7A B GasK7B a GasK7B B
L.paragasseri K7 64/64 53/53 57157 48/48
1 L. gasseri 4AM13 64/64 53/53 56/57 48/48
2 L. gasseri JG141 64/64 53/53 56/57 48/48
3 L. gasseri 505 64/64 53/53 56/57 48/48
4 L paragasseri JCM534 64/64 53/53 56/57 48/48
5 L. gasseri LF221 37/37 (parcial) 53/53 56/57 47/48
6 L. gasseri UMB0099 63/64 52/53 56/57 48/48
7 L. paragasseri JCM5343 63/64 52/53 56/57 48/48
8 L. paragasseri JCM1130 63/64 52/53 56/57 48/48
9 L. gasseri 105-1 63/64 52/53 55/57 48/48
10 L. gasseri151-2 63/64 52/53 55/57 48/48
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11 L gasser LA327 63/64 51/53 56/57 48/48
12 L gasser 497_LGAS 63/64 51/53 56/57 48/48
13 L gasser LGs_Disk7 63/64 NS 56/57 48/48
14 L gasserni G7 NS 53/53 34/34 (parcial) 48/48
15 L. gasseri SBT2055 NS NS 56/57 48/48
16 L. gasseri LA158 NS NS 56/57 48/48
17 L. paragasseri JV-V03 NS NS 55/57 48/48
18 L. gasser EV1461 NS NS 55/57 48/48
19 L.gasseria 987_LJOH NS NS 55/57 48/48
20 L. gasseri AL5 NS NS 55/57 48/48
21 L. acidophilus NCTC13720 NS NS 55/57 48/48
22 [ gasseri 7135 63/64 52/53 NS NS
23 L. gasseri UMB0056 63/64 52/53 NS NS
24 [ gasseri AL3 63/64 52/53 NS NS
25 [ crispatus G4 NS 53/53 NS NS
26 L. gasserni G3 NS 52/53 NS NS
Cepas de roedores
27 L. taiwanensis 111z 63/64 52/53 NS NS
28 L. taiwanensis 111w 63/64 52/53 NS NS
29 [ taiwanensis 111u 63/64 52/53 NS NS
30 L. taiwanensis 1110 63/64 52/53 NS NS
31 L. taiwanensis 111m 63/64 52/53 NS NS
32 L taiwanensis 111k 63/64 52/53 NS NS
33 L. taiwanensis 103q 63/64 52/53 NS NS
34 L taiwanensis 103n 63/64 52/53 NS NS
35 L. taiwanensis 103j 63/64 52/53 NS NS
36 L. taiwanensis 103a 63/64 52/53 NS NS
37 L. taiwanensis 601c 62/64 52/53 NS NS
38 L. taiwanensis 601a 62/64 52/53 NS NS
39 Bacillus aerius CH2-D42-30 44/64 (espacio) 52/53 NS NS

NS = Sin secuencia

[0050] La Tabla 3 a continuacién incluye alineamientos de secuencias de aminoacidos de los homdlogos de péptidos
producidos a partir de las cepas bacteriocindgenas de la Tabla 2 para cada uno de los cuatro GasK7A a (SEQ ID NO:
3), GasK7A B (SEQ ID NO: 4), GasK7B a (SEQ ID NO: 1) y péptidos GasK7B  (SEQ ID NO: 2). Para las alineaciones
de secuencias de péptidos codificadas que se muestran a continuacién en la Tabla 3, las cepas bacteriocindgenas
productoras de homdlogos se denominan mediante sus nimeros correspondientes mostrados previamente en la Tabla
2. Por ejemplo, las cepas bacterianas 1, 2, 3y 4 (es decir, 1-4) corresponden a L. gasseri 4M13, L. gasseri JG141, L.
gasseri 505 y L. paragasseri JCM5344, respectivamente (ver Tabla 2). Estas alineaciones de secuencias de la Tabla

3 muestran sitios polimérficos particulares dentro de los péptidos GasK7A y GasK7B.
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[0051] Los péptidos de bacteriocina de la presente invencion se definen ademés por una combinacién de su actividad
bactericida y por su capacidad para unirse a anticuerpos policlonales o monoclonales generados contra la proteina
prototipo de SEQ ID NO: 1-4. En las condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos especificados se unen
a una proteina particular al menos dos veces mas que la base y no se unen sustancialmente en una cantidad
significativa a otras proteinas presentes en la muestra. Por ejemplo, los anticuerpos policlonales generados contra el
péptido K7B q, codificado en SEQ ID NO: 1, variantes de secuencia, o partes de la misma, pueden seleccionarse para
obtener sélo aquellos anticuerpos policlonales que son especificamente inmunorreactivos con ese péptido y no con
otras proteinas, excepto para variantes polimérficas de K7B a. Se pueden utilizar diversos formatos de inmunoensayo
para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina particular. Por ejemplo, los
inmunoensayos ELISA en fase sélida se usan de manera rutinaria para seleccionar anticuerpos especificamente
inmunorreactivos con una proteina (véase, por ejemplo, Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (1988) para
una descripcion de los formatos y condiciones de los inmunoensayos que pueden usarse para determinar
inmunorreactividad especifica). Normalmente, una reaccién especifica o selectiva sera al menos el doble de la sefial
o ruido de base y, mas normalmente, mas de 10 a 100 veces la base.

[0052] En algunas realizaciones, dicho al menos un péptido aislado, o combinacién de péptidos aislados,
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y homélogos
de los mismos, se pueden obtener mediante extraccidn y purificacién de una fuente natural, tal como se describe en
detalle anteriormente, o mediante cualquier medio alternativo conocido en la técnica, tal como, por ejemplo, mediante
expresién de un acido nucleico recombinante que codifica el péptido (por ejemplo, en una célula o en un sistema de
traduccioén libre de células); o sintetizando enzimatica o quimicamente el péptido. Ademas, se puede obtener un
péptido de bacteriocina aislado escindiendo péptidos de longitud completa. Cuando el péptido es un fragmento de un
péptido natural méas grande, el péptido aislado es mas corto y excluye el péptido natural de longitud completa del cual
es un fragmento.

[0053] Por ejemplo, los péptidos aislados para usar en las composiciones y procedimientos de la presente invencién
se pueden preparar usando cualquier numero de técnicas quimicas de sintesis de polipéptidos bien conocidas por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar la sintesis de péptidos en fase de solucién para construir péptidos
de tamafio moderado o, para la construccién quimica de péptidos, se puede emplear la sintesis en fase sélida. Atherton
et al. (1981) Hoppe Seylers Z. Physiol. Chem. 362:833-839. Los péptidos de bacteriocina aislados se pueden producir
sintéticamente uniendo dos o méas péptidos o polipéptidos mediante técnicas de quimica de proteinas. Por ejemplo,
los péptidos se pueden sintetizar quimicamente usando equipos de laboratorio actualmente disponibles usando
quimica Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonilo) o Boc (terc-butiloxicarbonilo) (Applied Biosystems, Inc., Foster City,
California). Un experto en la técnica podra entender facilmente que un péptido correspondiente a una bacteriocina util
para la presente invencién, por ejemplo, puede sintetizarse mediante reacciones quimicas estandar.

[0054] Por ejemplo, la ligacion enzimatica de segmentos peptidicos clonados o sintéticos permite unir fragmentos
peptidicos relativamente cortos para producir fragmentos peptidicos mas grandes o péptidos de bacteriocina.
Véase, por ejemplo, Abrahmsen L et al.,, Biochemistry, 30:4151 (1991). También se pueden utilizar enzimas
proteoliticas para acoplar aminoacidos para producir péptidos. Véase, por ejemplo, Kullmann (1987) Enzymatic
Peptide Synthesis, CRC Press, Inc. Alternativamente, se puede utilizar la ligacién quimica nativa de péptidos sintéticos
para construir sintéticamente péptidos o polipéptidos grandes a partir de fragmentos peptidicos méas cortos. Este
procedimiento consiste en una reaccién quimica de dos etapas (Dawson et al. Synthesis of Proteins by Native
Chemical Ligation. Science, 266: 776-779 (1994)). La primera etapa es la reaccién quimioselectiva de un péptido-alfa-
tioéster sintético desprotegido con otro segmento peptidico desprotegido que contiene un residuo Cys amino-terminal
para dar un intermedio unido a tioéster como producto covalente inicial. Sin un cambio en las condiciones de reaccién,
este intermedio experimenta una reaccion intramolecular rapida y espontanea para formar un enlace peptidico nativo
en el sitio de ligacion. La aplicacién de este procedimiento de ligadura quimica nativa a la sintesis total de una molécula
peptidica se ilustra mediante la preparacidén de interleucina 8 humana (IL-8) (Baggiolini M et al. (1992) FEBS Lett.
307:97-101; Clark-Lewis | et al., J. Biol. Chem, 269:16075 (1994), Clark-Lewis | et al., Biochemistry, 30:3128 (1991),
Rajarathnam K et al., Biochemistry 33: 6623-30 (1994)).

[0055] Alternativamente, los segmentos de péptidos desprotegidos se unen quimicamente donde el enlace formado
entre los segmentos de péptidos como resultado de la ligacién quimica es un enlace no natural (no peptidico)
(Schnolzer, M et al. Science, 256:221 (1992)). Esta técnica se ha utilizado para sintetizar analogos de dominios
proteicos, asi como grandes cantidades de proteinas relativamente puras con actividad biolégica completa (delLisle
Milton RC et al., Techniques in Protein Chemistry IV. Academic Press, Nueva York, pags. 257-267 (1992)).

[0056] En algunas realizaciones, el péptido aislado se puede obtener utilizando la maquinaria bioquimica de una célula
o mediante aislamiento de una fuente biolégica. Por tanto, se pueden emplear técnicas de ADN recombinante para la
producciéon de los péptidos. Véase, por ejemplo,Hames et al. (1987) Transcription and translation: A Practical
Approach, IRL Press. Ejemplos adicionales de técnicas apropiadas de clonacién y secuenciacién, e instrucciones
suficientes para dirigir a personas expertas a través de muchos ejercicios de clonacién se encuentran en Sambrook et
al. (2001) Molecular Cloning - A Laboratory Manual (3.2 ed.) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor Press, Nueva York, (Sambrook). Los péptidos también se pueden aislar utilizando técnicas estandar, tales
como la cromatografia de afinidad.
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Actividad bactericida selectiva de los péptidos de bacteriocina

[0057] La actividad bactericida de un péptido aislado, o una combinacién de péptidos aislados, seleccionados del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homdlogos de los mismos, se
prueba determinando la concentracién inhibidora minima (CMI) para cada péptido o combinacion de péptidos. Para
los fines de la presente invenciodn, los péptidos de bacteriocina se prueban para determinar la actividad bactericida
selectiva contra L. iners usando ensayos in vitro para determinar la CMI comparativa de los péptidos de bacteriocina,
o combinaciones de los mismos. La CMI comparativa de los péptidos de bacteriocina, o0 combinaciones de los mismos,
se puede determinar monitorizando el crecimiento de una cepa indicadora en una placa de microtitulacién de multiples
pocillos, tal como se describe anteriormente y en Matijasié ef al., 2000. Lactobacillus K7 - A New Candidate for a
Probiotic Strain. Food Technol. Biotechnol. 38(2):113-119. En los ensayos de CMI se pueden utilizar mezclas de
bacteriocinas semipurificadas, péptidos purificados o combinaciones de péptidos purificados.

[0058] En algunas realizaciones, los péptidos, o combinaciones de los mismos, que tienen actividad bactericida
selectiva contra L. iners tendrdn una CMI para L. iners que es al menos 2 veces menor que la CMI para el
Lactobacillus sp. protector, L. crispatus (SJ-3C). Es decir, la concentracion del péptido aislado, o la combinacién de
péptidos aislados, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
4 y homélogos del mismo, que previene el crecimiento de L. inerd es al menos 2 veces menor que la concentracién
de los péptidos o0 combinacién de péptidos que previene el crecimiento de L. crispatus. En algunas realizaciones, dicho
al menos un péptido, o combinacion de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homélogos de los mismos, tiene una CMI para L. triers que es al menos 2 veces
menor que la CMI para L. crispatus (SJ-3C), 0 al menos 3 veces menor que, o al menos 4, 5,6, 7, 8, 9, 0 al menos 10
veces menor que la CMI para L. crispatus (SJ-3C). En algunas realizaciones, dicho al menos un péptido, o
combinacién de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4 y homélogos de los mismos, tienen una CMI para L. iners que es aproximadamente 2 veces menor que la
CMI para L. crispatus (SJ-3C), o aproximadamente 3 veces menor que, o aproximadamente 4, 5 6, 7, 8 9 o
aproximadamente 10 veces menor que la CMI para L. crispatus (SJ-3C).

[0059] En algunas realizaciones, dicho al menos un péptido, o combinacidén de péptidos, seleccionados del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homélogos de los mismos, tienen una CMI
para L. iners que es al menos 5 veces menor que la CMI para L. crispatus (SJ-3C). En algunas realizaciones, dicho al
menos un péptido, o combinacién de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4. y homdlogos de los mismos, tienen una CMI para L. iners que es aproximadamente
5 veces menor que la CMI para L. crispatus (SJ-3C). En algunas realizaciones, dicho al menos un péptido, o
combinacién de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4 y homblogos de los mismos, tiene una CMI para L. iners que es al menos 10 veces menor que la CMI para L.
crispatus (SJ-3C). En algunas realizaciones, dicho al menos un péptido, o combinacién de péptidos, seleccionados
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homdblogos de los mismos,
tiene una CMI para L. iners que es aproximadamente 10 veces menor que la CMI para L. crispatus (SJ-3C). En algunas
realizaciones, dicho al menos un péptido, 0 combinacién de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homélogos de los mismos, tiene una CMI para L. iners que
es més de 10 veces menor que la CMI para L. crispatus (SJ-3C).

[0060] En algunas realizaciones, dicho al menos un péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos, seleccionados
del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homblogos de los mismos
tendran una CMI frente a L. iners de entre aproximadamente 10 ng/ml y 600 ng/ml. En algunas realizaciones, dicho al
menos un péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homélogos de los mismos, tendrd una CMI contra L. iners de
aproximadamente 10 ng/ml, o aproximadamente 15, 20, 25, 30, 60, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
550, o 600 ng/ml. En otras realizaciones, dicho al menos un péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos,
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homélogos
de los mismos, tendra una CMI contra L. iners de entre aproximadamente 15 ng/ml y aproximadamente 450 ng/ml, o
entre aproximadamente 20 ng/ml y aproximadamente 300 ng/ml, o entre aproximadamente 25 ng/ml y
aproximadamente 200 ng/ml. En algunas realizaciones, dicho al menos un péptido de bacteriocina, o combinacién de
péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y
homdélogos de los mismos, tendra un CMI contra L. iners de entre aproximadamente 25 ng/ml y 150 ng/ml. En otras
realizaciones, dicho al menos un péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos, seleccionados del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homélogos de los mismos, tendré una CMI
frente a L. iners de aproximadamente 25 ng/ml.

[0061] En algunas realizaciones, el péptido de bacteriocina que se puede incorporar en la composicién de bacteriocinas

de la presente invencidén es un péptido de SEQ ID NO: 1, o un homéblogo del mismo. En algunas realizaciones, el

péptido que se puede incorporar a la composiciéon de bacteriocinas es un péptido de SEQ ID NO: 2, o un homélogo

del mismo. En otras realizaciones, el péptido que se puede incorporar a la composicidén de bacteriocinas es un péptido

de SEQ ID NO: 3, o un homélogo del mismo. En algunas realizaciones, el péptido que se puede incorporar a la
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composicién de bacteriocinas es un péptido de SEQ ID NO: 4, o un homdélogo del mismo.

[0062] En algunas realizaciones, una combinacién de los péptidos SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ
ID NO: 4, u homélogos de los mismos, exhibira actividad bactericida sinérgica, en la que la CMI de una combinacién
de péptidos adecuada serd menor que la CMI de péptidos individuales. En otras palabras, la actividad bactericida
selectiva contra L. iners de una combinacién de péptidos adecuada puede ser mayor que la actividad bactericida
selectiva contra L. iners de un péptido individual. Sin desear estar ligado a ninguna teoria, incorporar mezclas
sinérgicas de los péptidos SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4, u homdlogos de los mismos,
dentro de las composiciones de bacteriocina de la presente invencidn puede prevenir el desarrollo de resistencia en
el organismo a L. iners objetivo .

[0063] En algunas realizaciones , una combinacién adecuada de los péptidos SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3 0 SEQ ID NO: 4, u homélogos de los mismos, tendra una CMI contra L. iners de entre aproximadamente 0,01
ng/ml y 100 ng/ml. En algunas realizaciones, una combinacién adecuada de los péptidos SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4, u homélogos de los mismos, tendra una CMI contra L. iners de aproximadamente
0,01 ng/ml, o aproximadamente 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2,25, 3,4, 5,6, 7, 8, 10, 15, 20, 25,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 0 100 ng/ml. En otras realizaciones, una combinacién adecuada de los péptidos SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4, u homélogos de los mismos, tendra una CMI contra L. iners de entre
aproximadamente 0,025 ng/ml y 80 ng/ml, aproximadamente 0,05 ng/ml y 75 ng/ml, aproximadamente 0,075 ng/ml y
60 ng/ml, aproximadamente 0,1 ng/ml y 50 ng/ml, aproximadamente 0,25 ng/ml y 30 ng/ml, aproximadamente 0,5
ng/mly 25 ng/ml, aproximadamente 0,75 ng/mly 20 ng/ml, aproximadamente 1 ng/ml y 18 ng/ml, o aproximadamente
1,5 ng/ml y aproximadamente 15 ng/ml, o aproximadamente 3 ng/ml y aproximadamente 10 ng/ml. En algunas
realizaciones, una combinacion adecuada de los péptidos SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO:
4, uhomologos de los mismos, tendra una CMI contra L. iners de entre aproximadamente 0,1 ng/mly 5 ng/ml. En otras
realizaciones, una combinacidén adecuada de los péptidos SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO:
4, u homdlogos de los mismos, tendra una CMI contra L. iners de aproximadamente 1,5 ng/ml.

[0064] En algunas realizaciones, la sinergia entre dos o mas péptidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
3 0 SEQ ID NO: 4, u homélogos de los mismos, se puede determinar usando procedimientos conocidos en la técnica.
Por ejemplo, la actividad sinérgica podria determinarse utilizando el indice de concentraciéon inhibidora fraccionaria
(FIC) mediante un procedimiento de microdilucion en caldo (véase la solicitud de patente de Estados Unidos
US2015/0072920 A1; Antimicrobial Susceptibility Testing Protocols. 2007. Edicién Kindle Richard Schwalbe (Editor),
Lynn Steele-Moore (Editor), Avery C. Goodwin (Editor) CRC Press, Nueva York, EE. UU.). Segln este procedimiento,
una combinacién que tiene un indice FIC < 0,5 se considera sinérgica, una combinacion que tiene 0,5 < indice FIC =
1 se considera sinérgica moderada, una combinacion que tiene 1,0 < indice FIC = 4,0 se considera indiferente y una
combinacién que tiene un indice FIC > 4 se considera antagonista. En algunas realizaciones, la combinacién de
péptidos puede tener un efecto sinérgico moderado o alto segln se determina mediante el procedimiento FIC. En
algunas realizaciones, la combinaciéon de péptidos se puede combinar a valores inferiores a sus CMI. En algunas
realizaciones, la combinacién de péptidos que tiene un efecto sinérgico permite el uso de una concentracién més baja
de cada péptido de bacteriocina.

[0065] En algunas realizaciones, la combinacién de péptidos de bacteriocina que se pueden incorporar en la
composicién de bacteriocinas de la presente invencion incluye un péptido de SEQ ID NO: 1, 0 un homéblogo del mismo,
y un péptido de SEQ ID NO: 2, o un homdlogo del mismo. En algunas realizaciones, la combinacion de péptidos de
bacteriocina que se pueden incorporar en la composicién de bacteriocinas de la presente invencién incluye un péptido
de SEQ ID NO: 1, o un homdlogo del mismo, y un péptido de SEQ ID NO: 4, o un homélogo del mismo. En otras
realizaciones, la combinacién de péptidos de bacteriocina que se pueden incorporar en la composicién de
bacteriocinas de la presente invencién incluye un péptido de SEQ ID NO: 2, o un homélogo del mismo, y un péptido
de SEQ ID NO: 3, o un homélogo del mismo. En otras realizaciones, la combinacién de péptidos de bacteriocina que
se pueden incorporar en la composicién de bacteriocinas de la presente invencién incluye un péptido de SEQ ID NO:
3, 0 un homdlogo del mismo, y un péptido de SEQ ID NO: 4, o un homdlogo del mismo. En otras realizaciones, la
combinacién de péptidos de bacteriocina que se pueden incorporar en la composicién de bacteriocinas de la presente
invencién incluye un péptido de SEQ ID NO: 1, un péptido de SEQ ID NO: 2, un péptido de SEQ ID NO: 3y un péptido
de SEQ ID NO: 4, u homélogos de los mismos.

Formulaciones intravaginales de composiciones de bacteriocinas

[0066] La cantidad de dicho al menos un péptido de bacteriocina aislado, o una combinacién de péptidos aislados, de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, u homélogos de los mismos, o mezcla de péptidos (por
ejemplo, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y/o SEQ ID NO: 4) presente en las composiciones de
bacteriocinas de la presente invencion estara en una cantidad suficiente para que la composicidén en su conjunto exhiba
propiedades bactericidas. La cantidad de dicho al menos un péptido o combinacién de péptidos a incluir en las
composiciones de bacteriocinas seréd una CMI o porcentaje (% p/p) que sea lo suficientemente grande como para tener
en cuenta las interacciones potenciales entre los excipientes farmacéuticamente aceptables, la unién a proteinas
in vivo, y posible degradacién metabélica in vivo, al mismo tiempo que exhibe actividad bactericida selectiva
contra L. iners. Por tanto, la CMI in vitro de los péptidos y combinaciones de péptidos que tienen actividad bactericida
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selectiva contra L. iners descrita anteriormente no sera la misma para aplicaciones in vivo. Para aplicaciones in vivo,
la cantidad de bacteriocina o mezcla de péptidos dentro de la composicién de bacteriocinas sera una concentracién
inhibidora minima que esta entre aproximadamente 10 veces y aproximadamente 10.000 veces mayor que la CMl in
vitro. En algunas realizaciones, la cantidad de bacteriocina o mezcla de péptidos dentro de la composicién de
bacteriocinas para aplicaciones in vivo sera una CMI que es una concentracion aproximadamente 10 veces mayor que
la CMI in vitro, o aproximadamente 50 veces, 75 veces, 100 veces, 200 veces, 500 veces, 1000 veces, 2000 veces,
3000 veces, 4000 veces, 5000 veces, 6000 veces, 7000 veces, 8000 veces, 9000 veces o aproximadamente 10.000
veces mayor que la CMI in vitro. En algunas realizaciones, la cantidad de bacteriocina 0 mezcla de péptidos dentro de
la composiciéon de bacteriocinas para aplicaciones in vivo sera una CMI que esta entre aproximadamente 15 veces
mayor y 9000 veces mayor la concentracién que la CMI in vitro, o de aproximadamente 30 veces a aproximadamente
8000 veces mayor, o de aproximadamente 60 veces a aproximadamente 6000 veces mayor, o de aproximadamente
100 veces a aproximadamente 5000 veces mayor, o de aproximadamente 200 veces a aproximadamente 1000 veces
mayor, o de aproximadamente 250 veces mayor a aproximadamente 500 veces mayor de concentracién que la CMI in
vitro.

[0067] En algunas realizaciones, la cantidad de al menos un péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos,
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y homélogos
de los mismos, presentes en la composicion de bacteriocinas es una CMI, o unidad de dosificaciéon, de entre
aproximadamente 1 p/ml y 50 mg/ml. En algunas realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente
invencién comprende aproximadamente 1 pg/ml de al menos un péptido de bacteriocina, o combinacidén de péptidos,
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: :3, SEQ ID NO: 4, y homblogos
de los mismos, o aproximadamente 5 ug/ml, 6 pg/ml, 7 ug/ml, 8 ug/ml, 9 pg/ml, 10 pyg/mil, 15 pg/mil, 20 ug/ml, 30 pg/mi,
40 pg/ml, 50 pg/ml, 75 ug/ml, 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml o
aproximadamente 50 mg/ml de dicho al menos un péptido de bacteriocina 0 mezcla de péptidos. En otras
realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente invencién comprende de aproximadamente 1 pug/ml a
aproximadamente 4,5 mg/ml de al menos un péptido de bacteriocina, 0 combinacién de péptidos, seleccionados del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: :2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y homdlogos de los mismos, o de
aproximadamente 3 pg/ml a aproximadamente 35 mg/ml de dicho al menos un péptido de bacteriocina 0 mezcla de
péptidos, o de 5 ug/ml a aproximadamente 25 mg/ml de al menos un péptido de bacteriocina 0 mezcla de péptidos, o
de 10 y/ml a aproximadamente 20 ug/ml, o de 50 p/ml a aproximadamente 15 mg/ml, o de 75 p/ml a aproximadamente
10 mg/ml, o de 0,1 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml, o de 1 mg/ml a aproximadamente 3 mg/ml de dicho al menos
un péptido de bacteriocina 0 mezcla de péptidos. En otras realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la
presente invencién comprende aproximadamente 30 mg/ml de al menos un péptido de bacteriocina, o combinacién
de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,y
homdélogos de los mismos. En ofras realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente invencion
comprende aproximadamente 10 mg/ml de al menos un péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos,
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y homélogos
de los mismos. En otras realizaciones, la composicidon de bacteriocinas de la presente invencién comprende
aproximadamente 1 mg/ml de al menos un péptido de bacteriocina, 0 combinacién de péptidos, seleccionados del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y homdlogos de los mismos.

[0068] En algunas realizaciones, la composicidén de bacteriocinas de la presente invencidn comprende de
aproximadamente 0,0001 % a aproximadamente 5 % de al menos un péptido de bacteriocina, 0 combinacién de
péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO :2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y
homélogos de los mismos. En algunas realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente invencién
comprende aproximadamente 0,0001 % de al menos un péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos,
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y homblogos
de los mismos, o aproximadamente 0,0005, 0,0006, 0,0007, 0,0008, 0,0009, 0,001, 0,0015, 0,0025, 0,003, 0,004,
0,005, 0,0075, 0,01, 0,05. 1, 0,5, 1, 2, 3, 4 0 5 % de dicho al menos un péptido de bacteriocina 0 mezcla de péptidos.
En otras realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente invencién comprende de aproximadamente
0,0001 % a aproximadamente 4,5% de al menos un péptido de bacteriocina, 0 combinacién de péptidos,
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4
y homdlogos de los mismos, o de aproximadamente 0,0003 % a aproximadamente 3,5 % de al menos un péptido de
bacteriocina o mezcla de péptidos, o de 0,0005 % a aproximadamente 2,5 % de al menos un péptido bacteriocina o
mezcla de péptidos, o del 0,001 % a aproximadamente el 2 % de dicho al menos un péptido de bacteriocina o mezcla
de péptidos, o del 0,005 % a aproximadamente el 1,5 % de dicho al menos un péptido de bacteriocina o mezcla de
péptidos, o del 0,0075 % a aproximadamente el 1,0 % de dicho al menos un péptido de bacteriocina o mezcla de
péptidos, o del 0,01 % a aproximadamente el 0,5 % de al menos un péptido de bacteriocina o mezcla de péptidos, o
del 0,1 % a aproximadamente el 0,3 % de dicho al menos un péptido de bacteriocina o mezcla de péptidos. En otras
realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente invencién comprende aproximadamente el 3 % de al
menos un péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y homélogos de los mismos. En otras realizaciones, la composicién
de bacteriocinas de la presente invencidon comprende aproximadamente el 1 % de al menos un péptido de bacteriocina,
o combinacién de péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NON,
SEQ ID NO: 2 ID NO: 4, y homélogos de los mismos. En otras realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la
presente invencién comprende aproximadamente el 0,1 % de al menos un péptido de bacteriocina, 0 combinacién de
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péptidos, seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,y
homdélogos de los mismos.

[0069] Para que la composicién de bacteriocinas de la presente invencidn alcance la actividad bactericida deseable in
vivo, es decir, actle directamente sobre las superficies no mucosas de la vulva o sobre las superficies mucosas de la
cavidad vaginal, la dosis unitaria del péptido de bacteriocina, o dosis unitaria de mezcla de péptidos, se incorpora con
al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. Tal como se usa en el presente documento, el término "dosis
unitaria" o "dosis unidad" o "unidad" se refiere a una unidad fisicamente discreta que contiene una cantidad
predeterminada de principio activo (es decir, la CM| o cantidad de péptido de bacteriocina, 0 mezcla de péptidos)
calculada para producir un efecto terapéutico deseado. La dosis unitaria o la dosis unidad o la unidad pueden estar en
forma de geles, cremas, pomadas, capsulas, supositorios, etc., a los que se hace referencia en el presente documento
como una "forma de dosificaciéon unitaria". Cualquier excipiente utilizado en formulaciones que tengan una dosis
unitaria de péptido de bacteriocina de la presente invencién, o una dosis unitaria de mezcla de péptidos, debe estar
aprobado para uso humano y ser aceptable para su uso en la vagina. Es posible que los excipientes aprobados para
uso oral no estén aprobados y/o no sean adecuados para aplicaciones intravaginales. Los excipientes no téxicos
farmacéuticamente aceptables adecuados para su uso en las composiciones de bacteriocina de la presente invencién
seran evidentes para los expertos en la técnica de formulaciones farmacéuticas y los ejemplos se describen en
REMINGTON'S Pharmaceutical Sciences, 192 edicién, AR Gennaro, ed., (1995).

[0070] La eleccién de excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados dependera de la naturaleza exacta de la
formulacién intravaginal tépica y de la forma de dosificacién deseada, por ejemplo, si la composicién de bacteriocinas
se va a formular, por ejemplo, en geles, cremas, pomadas, capsulas o supositorios. En algunas realizaciones, la
composicién de bacteriocinas de la presente invenciéon es una formulacion de preparacién semisoélida estéril o casi
estéril adecuada para aplicaciones intravaginales tépicas en el tracto vaginal, tal como una crema, pomada, gel o
emulsién. Se pueden usar diversas clases de excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados en las
formulaciones intravaginales y son conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Garg et al. (2001),
Compendium of Pharmaceutical Excipients for Vaginal Formulations, Pharm. Tech. 25: 14-24. Por ejemplo, los
excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero sin limitarse a los mismos, bases
hidrocarbonadas o bases oleaginosas, bases de absorcién, bases eliminables en agua y bases solubles en agua
(Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 ed. (2000)). En algunas realizaciones, el excipiente
farmacéuticamente aceptable no es irritante, no mancha, es estable, no depende del pH y es compatible con la mezcla
de bacteriocinas/péptidos. En algunas realizaciones, el excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser, pero sin
limitarse a los mismos, un agente endurecedor, un aceite, un disolvente, un emulsionante, un humectante, un agente
tampdn, una carga, un emoliente, un estabilizador o combinaciones de los mismos.

[0071] El término "agente endurecedor" se refiere a una sustancia, o mezcla de sustancias, afiadida para hacer que
una composicion de crema vaginal sea mas viscosa a temperatura ambiente. En algunas realizaciones, un agente
endurecedor es cualquier sustancia que promueva la formacién de una formulacién que tenga una consistencia
semisdlida. El agente endurecedor puede ser hidréfilo (por ejemplo, Carbopol®, carboximetilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, alginato, polietilenglicol). En algunas realizaciones, el agente endurecedortiene un equilibrio
hidréfilo-lipéfilo (HLB) bajo. En algunas realizaciones, el valor de HLB es inferior a 7. En algunas realizaciones, el valor
de HLB es inferior a 5. En algunas realizaciones, el valor de HLB es aproximadamente 4. Los ejemplos de agentes
endurecedores adecuados incluyen, pero sin limitarse a los mismos, aceites vegetales hidrogenados, alcohol cetilico,
cera de ésteres cetilicos, cera microcristalina, parafina, alcohol estearilico, alcohol laurilico, alcohol miristal, alcohol
cetoestearilico, cera blanca, cera amarilla, cera de abejas, cera de candelilla, cera de algodén, cera de carnauba, cera
de bayas de laurel, salvado de arroz y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el agente endurecedor
es una mezcla de cera de ésteres cetilicos, alcohol cetilico y cera de abejas.

[0072] El término "aceite" se refiere a cualquier liquido hidréfobo farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, un aceite es un éster de glicerol (1,2,3-propanotriol) y acidos grasos. Generalmente, cada una de las
cadenas de hidrocarburos de 4cidos grasos contiene mas de 8 carbonos. En algunas realizaciones, cada cadena de
hidrocarburos contiene de aproximadamente 12 a aproximadamente 36 atomos de carbono. En algunas realizaciones,
las cadenas de hidrocarburos pueden contener una variedad de grupos funcionales. En algunas realizaciones, la
cadena de hidrocarburos esta ramificada. En algunas realizaciones, las cadenas de hidrocarburos son insaturadas o
poliinsaturadas. En algunas realizaciones, las cadenas de hidrocarburos estan saturadas. £/ grado de saturacién
puede afectar el estado fisico, por ejemplo la viscosidad, del aceite. En algunas realizaciones, el aceite puede ser,
pero sin limitarse a los mismos, aceites vegetales, de nueces y de semillas (por ejemplo, aceite de almendras, aceite
de ricino, aceite de coco, aceite de maiz, aceite de semilla de algodén, aceite de jojoba, aceite de linaza, aceite de
semilla de uva, aceite de colza, aceite de mostaza, aceite de oliva, aceite de palma y de palmiste, aceite de cacahuete,
aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de soja, aceite de semilla de girasol, aceite de crambe, aceite de germen
de trigo y manteca de cacao), aceites de hidrocarburos y petréleo (por ejemplo, vaselina, aceite mineral y parafina
liquida). En algunas realizaciones, el término "aceite" se refiere a acidos grasos superiores (por ejemplo, acido laurico,
acido miristico, acido palmitico, acido esteérico, acido behénico, acido oleico, acido 12-hidroxiestearico, acido
undecilénico, talloil, &cido graso de lanolina, acido isoestearico, acido linoleico y acido linolénico) y combinaciones de
los mismos. En algunas realizaciones, el aceite no es un éster de glicerol, por ejemplo, aceite mineral y aceite de
silicona.
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[0073] El término "disolvente" se refiere a un tipo de excipiente farmacéuticamente aceptable que es capaz de disolver
o dispersar uno o mas de los péptidos de bacteriocina y/o excipientes adicionales de la composicién de bacteriocinas.
El disolvente puede ser acuoso o no acuoso. En algunas realizaciones, el disolvente es hidréfilo y es del 10 % al 75 %
en peso, o del 20 % al 60 % en peso, de la composicién total. En algunas realizaciones, el disolvente es lip6filo y
representa del 20 % al 80 % en peso, o del 25 % al 50 % en peso, de la composicién total. En algunas realizaciones,
el disolvente es agua, un poliol (por ejemplo, glicerol) o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el
disolvente es un aceite tal como se describe anteriormente.

[0074] EI término "emulsionante” se refiere a un tipo de excipiente farmacéuticamente aceptable que promueve la
formacién y estabilizacién de una emulsién o suspensién. En algunas realizaciones, el emulsionante incluye, pero sin
limitarse a los mismos, lauril sulfato de sodio, monoestearato de propilenglicol, estearato de metilo, monoestearato de
glicerilo y combinaciones de los mismos.

[0075] EI término "humectante" se refiere a un tipo de excipiente farmacéuticamente aceptable que promueve la
retencion de humedad en la composicién de bacteriocinas de la presente invenciéon. En algunas realizaciones, el
humectante incluye, pero sin limitarse a los mismos, polietilenglicol, propilenglicol, glicerina, poliol, derivados de poliol
y combinaciones de los mismos.

[0076] El término "agente tampdn" se refiere a un tipo de excipiente farmacéuticamente aceptable capaz de neutralizar
tanto acidos como bases y mantener asi el pH deseado de la composiciéon de bacteriocinas de la presente invencion.
En algunas realizaciones, el agente tampdn afecta las propiedades emulsionantes. Por ejemplo, se pueden
proporcionar diferentes agentes tampén para aumentar o disminuir la emulsificacién del uno o mas péptidos de
bacteriocina y/o excipientes adicionales de la composicién de bacteriocinas. En algunas realizaciones, el tampén
puede ser, pero sin limitarse a los mismos, tampones Tris (Tris EDTA (TE), acetato de Tris (TAE), fosfato de Tris
(TPE), tris glicina), tampones de fosfato (por ejemplo, fosfato de sodio, fosfato de potasio), tampones de bicarbonato,
tampones de acetato (por ejemplo, acetato de sodio), tampones de amonio, tampones de citrato y derivados y
combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, se usa un tampdn de é&cido organico. En algunas
realizaciones, se puede usar un tampén acetato, un tampén fosfato o un tampén citrato. En algunas realizaciones, se
puede utilizar un tampén zwitteriénico. En algunas realizaciones, el agente tampén es un tampén fosfato (por ejemplo,
fosfato sddico dibasico).

[0077] El pH de la composicién de bacteriocinas de la invencién puede ser fisioldgicamente compatible y/o suficiente
para mantener la estabilidad de la composicién. En algunas realizaciones, la composicién de la presente invencion
puede tener un pH de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 9,0. En algunas realizaciones, la composicién de la
presente invencidén puede tener un pH de aproximadamente 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 85 0 9,0. En
algunas realizaciones, la composicion de la presente invencién puede tener un pH de aproximadamente 5,0 a
aproximadamente 9,0, de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 8,5, de aproximadamente 6,0 a aproximadamente
8,0 o de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7,5. En algunas realizaciones, la composicién de la presente
invencién puede tener un pH de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,0.

[0078] Tal como se define en el presente documento, un "emoliente" es un tipo de excipiente farmacéuticamente
aceptable que hidrata y aumenta la flexibilidad de la superficie vaginal a la que se aplica la formulacién intravaginal de
la composiciéon de bacteriocina. En algunas realizaciones, el emoliente puede ser, pero sin limitarse a los mismos,
lanolina, miristato de isopropilo, palmitato, alcohol oleilico, cera de abejas, aceite mineral, aceite de silicona o
combinaciones de los mismos.

[0079] Tal como se define en el presente documento, una "carga" es un tipo de excipiente farmacéuticamente
aceptable usado para dar volumen a la formulacién intravaginal sin reaccionar quimicamente con los péptidos de
bacteriocina y/o excipientes adicionales de la composicién de bacteriocinas de la presente invencion. Los expertos en
la técnica conocen las cargas, véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20? ed. (2000).

Composiciones de bacteriocinas combinadas conjuntamente

[0080] Las composiciones de bacteriocinas de la presente invencién también pueden contener un antibidtico para
formar una composicién de bacteriocinas combinadas conjuntamente, en la que el péptido, o0 combinaciéon de péptidos,
inhibe selectivamente L. inersy el antibidtico de la composiciéon de bacteriocinas inhibe diversas especies no
Lactobacillus (es decir, organismos asociados a la VB). En algunas realizaciones, la composicidén de bacteriocinas de
la presente invencidén puede incluir cualquier antibiético adecuado, tal como, por ejemplo, clindamicina, metronidazol,
secnidazol, tinidazol o VivaGel® (SPL-7013, o astodrimero sédico), ademas del péptido, o combinacién de péptidos y
excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente
invencion puede incluir un antibiético seleccionado entre clindamicina, metronidazol, secnidazol y astodrimero sédico,
ademas del péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos, y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En
algunas realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente invencién puede incluir clindamicina o
astodrimero sédico como antibiético, ademas del péptido de bacteriocina, o combinacién de péptidos, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable. En otras realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente invencidén puede
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incluir clindamicina como antibiético, ademas del péptido de bacteriocina, 0 combinacién de péptidos, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

[0081] En algunas realizaciones, la composicién de bacteriocinas de la presente invenciéon comprende opcionalmente
de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 5% de un antibiético adecuado. En algunas realizaciones, la
composicién de bacteriocinas de la presente invencién comprende opcionalmente aproximadamente 0,01 % de un
antibiético adecuado, o aproximadamente 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75,1,1,5,2,2,5,3,3,5,4,4505 % de
antibiético. En otras realizaciones, la composicidén de bacteriocinas de la presente invencién comprende opcionalmente
de aproximadamente 0,05 % a aproximadamente 4 % de un antibiético adecuado, o de aproximadamente 0,1 % a
aproximadamente 3 % de un antibiético adecuado, o de 0,5 % a aproximadamente 3 % de un antibiético adecuado, o
del 1 % a aproximadamente el 2 % de un antibiético adecuado. En otras realizaciones, la composicién de bacteriocinas
de la presente invencién opcionalmente comprende aproximadamente el 2 % de un antibiético adecuado.

IV. PROCEDIMIENTOS DE TRATAMIENTO

[0082] Cualquier referencia a la presente invencién que proporciona un procedimiento de tratamiento debe
interpretarse como una referencia a composiciones para uso en dicho procedimiento.

Diagnéstico de pacientes con microbiota diversa asociada con VB

[0083] Se pueden detectar y diagnosticar microbiotas diversas asociadas con VB usando cualquier medio adecuado
conocido en la técnica. Las microbiotas diversas asociadas con la VB puede ser sintomatica o asintoméatica. Los
sintomas pueden incluir olor vaginal anormal, aumento del flujo vaginal y malestar vaginal debido a picaz6n y/o dolor.
En algunos casos, la microbiota diversa sintomatica asociada con la VB puede depender de las comunidades
bacterianas dominantes de la microbiota vaginal de la paciente. Por ejemplo, el olor vaginal anormal atribuido a la VB
puede estar asociado con una microbiota diversa dominada por las siguientes especies que no son Lactobacillus:
Gardnerella vaginalis, Leptotrichia amnionii, Eggerthella, Dialister micaerophilus, Parvimonas micro, Prevotella
buccalis, Prevotella bivia, Prevotella disiens, Porphyromonas. asaccharolytica y VBAB1. En otros casos, un aumento
en el flujo vaginal y/o flujo vaginal descolorido atribuido a la VB puede estar asociado con una microbiota diversa
dominada por las siguientes especies que no son Lactobacillus: Atopobium vaginae, Leptotrichia amnioni;, Eggerthella,
Parvimonas micray Prevotella timonensis. (Véase, Srinivasan et al., 2012. Bacterial Communities in Women with
Bacterial Vaginosis: High Resolution Phylogenetic Analyses Reveal Relationships of Microbiota to Clinical Criteria PLos
One 7(6), numero de articulo: €37818).

[0084] Los meédicos pueden detectar y diagnosticar la microbiota diversa asociada con la VB, ya sea sintomatica o
asintomética. Se detecta clinicamente una microbiota diversa asociada con VB en la paciente femenina utilizando los
criterios de Amsel (Amsel, R. et al. 1983. Nonspecific vaginitis. Diagnostic criteria and microbial and epidemiologic
associations. Am. J. Med. 74: 14-22), o microbiolégicamente utilizando el sistema de puntuacién de Nugent (Nugent,
R. et al. 1991. Reliability of diagnosing bacterial vaginosis is improved by a standardized method of gram stain
interpretation. J.Clin. Microbiol. 29(2):297-301). El diagnéstico clinico de Amsel de VB debe satisfacer al menos 3 de
los 4 criterios de Amsel: secrecién vaginal fina y homogénea de color gris, olor (prueba de olor positivo al agregar KOH
al fluido genital), > 20 % de células clave (células epiteliales vaginales tachonadas de cocobacilos adherentes
observado microscdpicamente) y pH >4,5.

[0085] La microbiota diversa asociada con la VB se puede detectar microbiolégicamente examinando frotis vaginales
tefiidos con Gram (sistema de puntuacién de Nugent) para determinar la concentracién relativa de lactobacilos
(bacterias Gram positivas) y bacilos y cocos Gram negativos y Gram variables (es decir, Gardnerella vaginalis,
Atopobium vaginae, Prevotella, Porphyromonas y Peptostreptococci) y bacilos gran negativos curvados (es decir,
Mobiluncus) caracteristicos de la microbiota diversa asociada con la VB. La puntuacién de Nugent puede variar de 0
a 10. Una puntuacién de 0 a 3 se considera el rango normal y es indicativa de que la mucosa vaginal tiene
preponderancia de Lactobacillus spp. y cantidades relativamente bajas de bacterias que tipicamente estan asociadas
con la VB. Una puntuacién de 4 a 6 se considera una "puntuaciéon de Nugent intermedia" y se asocia con una microbiota
Yy una mucosa vaginal més diversas, que a menudo contienen una cantidad significativa de L. iners. La VB se define
como una puntuaciéon de Nugent de 7 a 10 con una microbiota diversa y pocos Lactobacillus protectores, si es que
hay alguno. Lactobacillus iners es generalmente el Unico Lactobacillus que se encuentra en VB. Por tanto, una
puntuaciéon de Nugent de al menos 4 (es decir, una puntuacién de Nugent mayor o igual a 4, o una puntuacién de
Nugent de 4 a 10) se asocia con una microbiota diversa que no esta dominada por Lactobacillus spp protector. Los
procedimientos de deteccion y diagndstico para microbiota diversa sintomatica asociada con VB son bien conocidos
en la técnica y se describen en la Patente de EE.UU. n° 8.329.447. Véase también, Srinivasan et al., 2012. Bacterial
Communities in Women with Bacterial Vaginosis: High Resolution Phylogenetic Analyses Reveal Relationships of
Microbiota to Clinical Criteria PLos One 7(6), nimero de articulo: €37818; Haahr, T. et al. Hum. Reprod. 31 abril 2016
(4). 795-803; Datcu, R. et al. BMC Infectious Diseases 2013, 13:480; https://www.cdc.gov/std/tg2015/bv.htm.

[0086] En algunos casos, se pueden usar procedimientos de reaccién cuantitativa en cadena de la polimerasa (QPCR)

para diagnosticar a una mujer con microbiota diversa asociada con VB midiendo varios organismos indicadores con

alta prevalencia de VB y predictivos de VB (es decir, Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae). Por ejemplo, un
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médico puede realizar pruebas a una mujer para detectar microbiotas diversas asociadas con la VB mediante qPCR
para identificar y cuantificar bacterias especificas del microbioma vaginal. EI médico puede extraer el ADN bacteriano
de los hisopos vaginales obtenidos durante el examen con espéculo. El ADN bacteriano se extrae usando una columna
de centrifugacion, tal como, por ejemplo, el kit FastDNATM SPIN for Soil (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, EE. UU.)
con aproximadamente 200 pL de medio de transporte ESwab™, seguido de la elucién del ADN en aproximadamente
100 pl de agua libre de ADNasa. A continuacién, se realiza la gPCR en aproximadamente 50 ul de volumen de reaccién
total con aproximadamente 5 pl de ADN molde o aproximadamente 50 ng de ADN genémico (ADNg). Una microbiota
vaginal anormal se define cuando G. vaginalis y/o A. vaginae estan presentes en concentraciones superiores a las
concentraciones umbral definidas mediante el anélisis de la curva ROC utilizando la puntuacién Nugent para VB de 7
a 10 como estandar de oro. Los niveles umbral para G. vaginalis y A. vaginae se establecieron en 5,7 x 107y 5,7 x
108 copias del gen de ARNr 16S/ml, respectivamente. Las muestras recolectadas de una mujer con una carga
bacteriana que esta por encima de los puntos de corte (es decir, segun lo define ROC) se consideran positivas para
organismos asociados a la VB y las muestras con una carga bacteriana por debajo de los puntos de corte se
consideran negativo para organismos asociados a VB. Ver, Haahr, T. et al. Hum. Reprod. 31 de abril de 2016 (4): 795-
803 y Datcu, R. et al. BMC Infectious Diseases 2013, 13:480.

[0087] La mucosa vaginal de una mujer diagnosticada con una microbiota diversa asociada con VB, por definicién,
carece de una cantidad suficiente de Lactobacillus spp . (es decir, Lactobacillus vaginal productor de H202). Debido a
que L. iners, menos protector, es el Unico Lactobacillus spp. vaginal que pueden coexistir con organismos asociados
a la VB, una microbiota de la mucosa vaginal (es decir, un nicho vaginal) poblada con organismos asociados a la VB
también puede contener L. iners. Por lo tanto, para los fines de la presente invencién, se puede entender que una
mucosa vaginal poblada con niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 puede ser colonizada por
cantidades significativas de L. iners, o cantidades significativas de organismos asociados a VB 0, en algunos casos,
cantidades significativas de organismos asociados a VB y cantidades observables de L. iners.

[0088] Los niveles de Lactobacillus vaginales que habitualmente producen H202 en una paciente (por ejemplo, L.
crispatus, L. jensenii y L. gasseri ) pueden determinarse mediante qPCR. El médico puede obtener hisopos del férnix
posterior durante el examen con espéculo para identificar y cuantificar especies especificas de Lactobacillus del
microbioma vaginal que estén asociados con la produccién de H2O2. Por tanto, los procedimientos de qPCR descritos
anteriormente se pueden usar para medir L. crispatus, L. jenseniiy L. gasseripara estimar los niveles
de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 en una paciente.

[0089] Alternativamente, el nivel de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 en una paciente se puede determinar
usando el procedimiento de cultivo o el procedimiento de deteccién directa. El procedimiento de cultivo implica medir
la produccion de H202 mediante la semicuantificacién de la intensidad de un pigmento azul formado cuando se
inocula Lactobacillus en medio de tetrametilbencidina (TMB) y se incuba en condiciones anaerdbicas. Por ejemplo, la
muestra extraida con hisopo de una paciente se procesa y se incuba en una placa de agar TMB durante
aproximadamente 48 horas en condiciones anaerdbicas a 37 °C. A continuacién, la placa de agar se expone al aire
ambiente. La exposicién al aire ambiente hace que el H2O2 producido por Lactobacillus reaccione con la peroxidasa
de rdbano picante en el agar para oxidar el TMB, lo que hace que las colonias de Lactobacillus se vuelvan azules con
el tiempo. Ver, Antonio et al. The Journal of Infectious Diseases 1999; 180:1950-1956.

[0090] Las lecturas de la placa de agar se realizan 30 minutos después de la exposicidén al aire ambiente. Ver, Rabe y
Hillier, Optimization of media for detection of H202 production by Lactobacillus species. J.Clin. Microbiol. 2003, 41(7):
3260-3264. El nivel de H202 producido se determina identificando la intensidad de la coloracién azul segun la siguiente
escala semicuantitativa: (-) = falta de coloracién de la colonia; (+/-) = coloracién azul minima de las colonias; (+) =
coloracién azul pequefia y limitada de las colonias; (+ +) = coloracién azul grande pero incompleta de las colonias; y
(+ + +) = coloracién azul claramente visible y completa de las colonias. Ver, Strus, M. et al. The in vitro activity of
vaginal Lactobacillus with probiotic properties against Candida. Infect Dis Obstet Gynecol. Junio de 2005; 13 (2): 69-
75. Una lectura de placa de (-), (+/-) o (+) después de 24 horas de exposicidn al aire se asocia con mucosa vaginal
colonizada por niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H202. Una lectura en placa de (+ +) o (+ + +)
después de 24 horas de exposiciéon al aire se asocia con mucosa vaginal colonizada por una cantidad suficiente
de Lactobacillus spp protector.

[0091] El procedimiento de deteccién directa se puede utilizar para detectar Lactobacillus vaginal productor de H2O2 en
la paciente usando tiras reactivas de peréxido disponibles comercialmente para la produccién de H202 (por ejemplo,
disponibles en EM Sciences o Merck). Se procesa una muestra tomada con hisopo de una paciente, se siembra en
placas de agar MRS y se cultiva durante hasta 48 horas en condiciones anaerébicas a 37 °C. A continuacién, la placa
de cultivo se expone al aire y la tira reactiva se coloca directamente encima de una colonia bacteriana. Se observa si
la tira reactiva cambia de color. Si la tira reactiva se vuelve azul, hay Lactobacillus vaginal productor de H20o; si la tira
reactiva no cambia de color, no hay Lactobacillus vaginal productor de H20o.

[0092] A una mujer diagnosticada con niveles bajos de Lactobacillus vaginales productores de H202 y una microbiota

diversa asociada con VB (es decir, la mucosa vaginal esta colonizada por L. iners y diversas especies que no son

Lactobacillusy subpoblada por Lactobacillus protectores productores de H2O2) utilizando cualquiera de los

procedimientos de diagnéstico descritos anteriormente se le administraran composiciones de bacteriocina y/o
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antibiéticos y/o composiciones bacterianas vivas tal como se describe a continuacién.
Administracién de composiciones de bacteriocinas

[0093] A una mujer diagnosticada con niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 y una puntuacion de
Nugent de al menos 4 (es decir, una puntuacién de Nugent mayor o igual a 4) se le puede administrar por via
intravaginal una composicién de bacteriocinas de la presente invencién en una cantidad suficiente para disminuir los
niveles de L. iners'y para promover el crecimiento de Lactobacillus vaginales productores de H202 endégenos. En
algunas realizaciones, disminuir los niveles de L. iners de la mucosa vaginal permite el crecimiento de Lactobacillus
vaginales productores de H202 endégenos. La composicién de bacteriocinas se puede administrar en cualquier
cantidad adecuada y durante cualquier duracién adecuada para disminuir los niveles de L. iners y para promover el
crecimiento de Lactobacillus vaginales productores de H2O2 endbgenos.

[0094] Tal como se describié anteriormente, las mujeres con niveles bajos de Lactobacillus vaginales productores de
H202 y cantidades significativas de L. iners y/o una cantidad significativa de organismos asociados a la VB (es decir,
puntuaciéon de Nugent de al menos 4) tienen VB, o tienen una mayor susceptibilidad a la VB en comparacién con
mujeres con niveles poblacionales relativamente altos de Lactobacillus spp. que producen H202. Ademas de ser mas
susceptibles a la VB, las mujeres que tienen niveles bajos de Lactobacillus vaginales productores de H2O2y cantidades
significativas de L. iners y/o cantidades significativa de organismos asociados a la VB (es decir, puntuacién de Nugent
de al menos 4) tienen una mayor susceptibilidad a complicaciones ginecolégicas y obstétricas asociadas a la VB, tales
como P1D, transmisién de patégenos, tasas mas altas de abortos espontaneos y parto prematuro (PP) y menores
tasas de éxito al someterse a un tratamiento de fecundacién in vitro. Por consiguiente, tratar a una paciente que tiene
niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2y una puntuacién de Nugent de al menos 4 con las
composiciones de bacteriocinas descritas en el presente documento conduce a niveles reducidos de L. iners y
promueve el crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H202 enddgeno, tratando o previniendo asila VB y las
complicaciones ginecolégicas y obstétricas asociadas.

[0095] Por lo tanto, las composiciones de bacteriocinas de la presente invencién son Utiles para la prevencién o el
tratamiento de la VB y las complicaciones ginecoldgicas y obstétricas asociadas, tales como P1D, transmisién de
patégenos, aborto espontaneo, PP y fracasos en la FIV. Por tanto, en el presente documento se proporcionan
procedimientos para tratar o prevenir un trastorno ginecolégico u obstétrico en una paciente que tiene niveles bajos
de Lactobacillus vaginal productor de H202 y una puntuaciéon de Nugent de al menos 4 (es decir, una puntuacién de
Nugent mayor que o igual a 4), comprendiendo el procedimiento administrar por via intravaginal a la paciente una
composicién de bacteriocinas de al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable; y al menos un péptido aislado,
0 una combinacién de péptidos aislados, en donde: dicho al menos un péptido aislado, o combinacién de péptidos
aislados, tiene actividad bactericida selectiva contra L. iners; y dicho al menos un péptido aislado se selecciona del
grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y un péptido aislado que tiene un
90 % de identidad de secuencia con uno de SEQ ID NO: 1, 2, 3 0 4, y en donde al menos un péptido aislado, o
combinacién de péptidos aislados, se administra en una cantidad suficiente para disminuir los niveles de L. inersy
promover el crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H202 endégeno, tratando o previniendo asi el trastorno
ginecol6gico u obstétrico. En algunas realizaciones, el trastorno es VB. En algunas realizaciones, el trastorno es PP.
En algunas realizaciones, el trastorno es un fracaso en la FIV.

[0096] En algunas realizaciones, las composiciones de bacteriocinas de la presente invencidén se usan para tratar o
prevenir la VB en una paciente que tiene niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 y una puntuacién
de Nugent de al menos 4, en la que la composicién se administra en una cantidad suficiente para disminuir los niveles
de L. iners y promover el crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H202 endégeno, tratando o previniendo asi
la VB en la paciente. En algunas realizaciones, las composiciones de bacteriocinas de la presente invencidon se usan
para prevenir el PP en una paciente que tiene niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2y una
puntuaciéon de Nugent de al menos 4 en donde la composicién se administra en una cantidad suficiente para disminuir
niveles de L. /ners y promover el crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 endégeno, previniendo asi el
PP en la paciente. En algunas realizaciones, las composiciones de bacteriocinas de la presente invencién se usan
para prevenir el fracaso de la IFV en una paciente que tiene niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 y
una puntuacién de Nugent de al menos 4 en la que la composicién se administra en una cantidad suficiente para
disminuir los niveles de L . Iners'y promover el crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H202 endbgeno,
evitando asi el fracaso de la FIV en la paciente.

[0097] Tal como se describié en detalle anteriormente, las composiciones de bacteriocinas adecuadas para la
administracién intravaginal comprenden al menos un péptido de bacteriocina aislado, o0 una combinacién de péptidos,
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, y homélogos
de los mismos, en una cantidad suficiente para que la composicidén en su conjunto muestre propiedades bactericidas in
vivo. Tales composiciones de bacteriocinas se pueden administrar por via intravaginal para disminuir los niveles de L.
iners y promover el crecimiento de Lactobacillus vaginales endégenos productores de H202. En algunas realizaciones,
las composiciones de bacteriocinas se administran por via intravaginal en una dosis unitaria para disminuir los
niveles de L. iners y para promover el crecimiento de Lactobacillus vaginales endégenos productores de H2Oo.
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[0098] La composicion de bacteriocinas puede estar en cualquier formulacién adecuada para administracién
intravaginal y, mas especificamente, administracion intravaginal tépica. Por ejemplo, la composicién de bacteriocinas
que tiene al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable y al menos una dosis unitaria del péptido o combinacién
de péptidos, como se describe en el presente documento, puede administrarse como un gel, crema o como un
supositorio évulo vaginal. En algunas realizaciones, la composicién de bacteriocinas se puede administrar 1 0 2 veces
por dia. En algunas realizaciones de la invencién, la composicién de bacteriocinas se puede administrar durante entre
2y 7 dias. En otras realizaciones, la composicién de bacteriocinas se puede administrar durante 2, 3,4, 5,6 y 7 dias.
En algunas otras realizaciones, la composicién de bacteriocinas se puede administrar durante entre 2 y 7 dias, 0 3 y
6 dias, 0 4 y 5 dias, 0 4 y 7 dias. En realizaciones particulares, la composicién de bacteriocinas se puede administrar
durante entre 2 y 7 dias. En otra realizacién, la composicién de bacteriocinas se puede administrar durante 7 dias. En
otra realizacién, la composicién de bacteriocinas se puede administrar durante 5 dias.

Administracién de antibibticos

[0099] A una mujer diagnosticada con niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H202y una puntuacién de
Nugent de al menos 4 (es decir, una puntuacién de Nugent mayor o igual a 4) se le puede administrar al menos un
antibiético activo contra organismos asociados a VB en una cantidad suficiente para disminuir los niveles de
organismos asociados a VB (es decir, diversas especies que no son Lactobacillus), ademas de administrar
intravaginalmente la composicién de bacteriocinas como se describié anteriormente. En algunas realizaciones,
disminuir los niveles de L. iners y los niveles de diversas especies que no son Lactobacillus de la mucosa vaginal
permite el crecimiento de Lactobacillus vaginales endégenos productores de H202. El antibiético se puede administrar
en cualquier cantidad adecuada y durante cualquier duracién adecuada para reducir la cantidad de organismos
asociados a VB. Los antibidticos adecuados para disminuir los niveles de organismos asociados a VB (es
decir, Gardnerella vaginalis , Atopobium vaginae, Leptotrichia amnionii, Eggerthellay organismos dentro del
Orden Clostridiales) son bien conocidos en la técnica. Dichos antibiéticos incluyen, pero no se limitan a los mismos,
clindamicina, metronidazol, secnidazol, tinidazol y VivaGel® (SPL-7013 o astodrimero sédico). Los antibidticos se
pueden administrar individualmente o como terapia combinada. En algunas realizaciones, la administracién de
VivaGel® (SPL-7013, o astodrimero sbdico), puede reducir tanto la cantidad de organismos asociados a VB como la
cantidad de L. iners.

[0100] El antibiético se puede administrar antes, simultdneamente o después de la administracion intravaginal de la
composicién de bacteriocinas. En algunas realizaciones, el antibiético se administra antes de administrar por via
intravaginal la composicién de bacteriocinas (es decir, el régimen de tratamiento con antibiéticos se completa
completamente antes de administrar por via intravaginal la composicién de bacteriocinas). En tales realizaciones, las
diversas especies que no son Lactobacillus (es decir, organismos asociados a VB) que pueblan la vagina seran
inhibidos primero por el antibiético administrado, seguido por la inhibicién de las especies de Lactobacillus menos
protectoras, L. iners, debido a la administracién intravaginal de la composicién de bacteriocinas. En otras
realizaciones, el antibi6tico se administra después de administrar por via intravaginal la composicién de bacteriocinas
(es decir, el régimen de tratamiento intravaginal de la composicion de bacteriocinas se completa completamente antes
de administrar el antibiético). En tales realizaciones, las especies de L. iners que pueblan la mucosa vaginal se inhiben
mediante la administracién intravaginal de la composicién de bacteriocinas, seguido de la inhibicién de diversas
especies que no son Lactobacillus (es decir, organismos asociados a la VB) que pueblan la vagina mediante la
administraciéon del antibiético.

[0101] En algunas realizaciones, el antibiético se puede administrar simultaneamente con la composicién de
bacteriocinas. La administracién simultanea de dos agentes (es decir, un antibiético y una composiciéon de
bacteriocinas) se refiere a la administracion en la que el periodo de tiempo durante el cual se administra el primer
agente se superpone o coincide con el periodo de tiempo durante el cual se administra el segundo agente. Ademas,
para los fines de la presente invencién, dos agentes que se administran simultdneamente se refiere a la administracion
simultanea de dos formulaciones separadas. Por ejemplo, un primer y un segundo agente se administran
simultaneamente si el primer agente se administra una vez por semana durante cuatro semanas y el segundo agente
se administra dos veces por semana durante las primeras tres de esas cuatro semanas. Asimismo, por ejemplo, un
primer y un segundo agente se administran simultaneamente si el primer y el segundo agente se administran cada
uno el mismo dia una vez por semana durante cuatro semanas. Para mayor claridad, las composiciones de
bacteriocinas combinadas de forma conjunta de la presente invencion (es decir, composiciones de bacteriocinas que
contienen un péptido, o una combinacién de péptidos, que inhiben selectivamente L. iners y un antibiético que inhibe
diversas especies que no son de Lactobacillus) no es lo mismo que la administracién simultanea de un antibiético y
una composicién de bacteriocinas.

[0102] EI régimen de tratamiento con antibiéticos variara dependiendo del antibidtico particular que se esté
administrando. El antibiético para disminuir los niveles de organismos asociados a la VB en una mujer puede
presentarse en cualquier forma adecuada para su administracién. Por ejemplo, el antibiético se puede administrar por
via tépica (como gel o crema), o como comprimido, capsula o supositorio oral o vaginal. En algunas realizaciones, el
antibiético se administra como un comprimido oral o un geltépico. En algunas realizaciones, el antibiético se administra
en forma de comprimido oral. En algunas realizaciones, el antibiético se administra como un gel tépico.
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[0103] En algunas realizaciones, el antibidtico se puede administrar 1 o 2 veces por dia. En algunas realizaciones de
la presente invencién, el antibiético se puede administrar durante entre 2 y 7 dias. En otras realizaciones, el antibiético
se puede administrar durante 2, 3, 4, 5, 6 y 7 dias. En algunas otras realizaciones, el antibiético se puede administrar
durante entre 2y 7 dias, 0 3y 6 dias, 0 4 y 5 dias, 0 4y 7 dias. En realizaciones particulares, el antibidtico se puede
administrar durante entre 2 y 7 dias. En otra realizacion, el antibiético se puede administrar durante 7 dias. En otra
realizacion, el antibiético se puede administrar durante 5 dias.

[0104] El antibiético se puede administrar en cualquier dosis adecuada eficaz para disminuir los niveles de organismos
asociados a VB en una mujer. En algunas realizaciones, el tratamiento con antibiéticos se administra como un
comprimido oral o0 como un supositorio évulo intravaginal. La dosis del comprimido oral o del antibidtico en évulo puede
ser de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 10.000 mg, o de aproximadamente 1 mg a aproximadamente
2.000 mg, o de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 1.000 mg, o de aproximadamente 25 mg a
aproximadamente 750 mg, o de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 500 mg. En algunas realizaciones, la
dosis del comprimido oral u évulo de antibidtico puede ser de aproximadamente 1 mg, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 0 1200 mg. En algunas realizaciones, la dosis del comprimido oral
u évulo de antibiético puede estar entre aproximadamente 50 mg y 300 mg.

[0105] En algunas realizaciones, la dosis de antibiético del comprimido oral u évulo puede ser de aproximadamente
0,1 mg/kg de peso corporal por paciente, o de 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750, o 1000 mg/kg de peso corporal
por paciente. En otras realizaciones, la dosis de antibiético del comprimido u évulo oral puede ser de aproximadamente
0,1 a 1000 mg/kg de peso corporal por paciente, o de aproximadamente 0,5 a 750, o de aproximadamente 1 a 500, o
de aproximadamente 5 a 250, o de aproximadamente 10 a 100, o de aproximadamente 25 a 50 mg/kg de peso corporal
por paciente. En aun otra realizacion, la dosis de antibidtico del comprimido u évulo oral puede estar entre
aproximadamente 0,5 y aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal por paciente, o entre aproximadamente 5 y 15
mg/kg de peso corporal por paciente, o entre aproximadamente 8 y aproximadamente 12 mg/kg de peso corporal por
paciente, o de aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal por paciente.

[0108] En algunas realizaciones, el tratamiento con antibidticos se administra como un gel tépico en una dosis de
aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 2 % de la formulacién de gel total, o de aproximadamente 0,3 % a
aproximadamente 1,75 %, o de aproximadamente 0,5 % a aproximadamente 1,25 %, o de aproximadamente 0,75 %
a aproximadamente 1 %. Las dosis adecuadas para el gel toépico de antibiético incluyen aproximadamente 0,1 %, 0,2,
0,3,04,05060708,10,1,1,12,13,1,4,15,16,1,7, 1,8, 1,9 0 2 %. En algunas realizaciones, la dosis del gel
tépico de antibidtico es de aproximadamente el 0,75 %. En otras realizaciones, la dosis del gel tépico de antibibtico es
de aproximadamente el 1,0 %.

Administracién de Lactobacilos Productores de H20;

[0107] En algunos casos, las pacientes que han recibido tratamiento para una microbiota diversa asociada con VB (es
decir, administracién intravaginal de composiciones de bacteriocinas con o sin la administracion de antibiéticos)
todavia pueden tener niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2. En tales casos, la paciente carece de
una cantidad suficiente de Lactobacillus vaginal endégeno viable que produzca H2O2 para recolonizar la mucosa
vaginal, aunque las poblaciones de L. iners de la mucosa vaginal se han reducido mediante la administracién de la
composicién de bacteriocinas, o tanto las poblaciones de L. iners como diversas especies que no son Lactobacillus
de la mucosa vaginal se han reducido mediante la administracién de la composicién de bacteriocinas y la
administracion de un antibiético. Por lo tanto, se puede administrar una composicién bacteriana viva como un régimen
de tratamiento adicional para aumentar los niveles de Lactobacillus vaginal productor de H202 en una mujer.

[0108] En algunas realizaciones, a una mujer diagnosticada con niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de
H202 y una puntuaciéon de Nugent de al menos 4 (es decir, una puntuacién de Nugent mayor o igual a 4) se le puede
administrar un composicién bacteriana viva que comprende Lactobacillus vaginal productor de H2O2 en una cantidad
suficiente para promover el crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H2O> administrado, ademas de
administrar por via intravaginal la composicién de bacteriocinas como se describié anteriormente . En algunas
realizaciones, se puede administrar una composicién bacteriana viva que comprende Lactobacillus vaginal productor
de H20O2, ademas de administrar un antibiético y administrar por via intravaginal la composicién de bacteriocinas como
se describi6 anteriormente.

[0109] La composicién bacteriana viva se puede administrar en cualquier cantidad adecuada y durante cualquier
duracién adecuada para promover el crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 administrado. Las
composiciones bacterianas vivas adecuadas para administracién contienen al menos una cepa de Lactobacillus
vaginal vivo productor de H2O2, tal como, por ejemplo, L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii, 0 una especie de
Lactobacillus que tiene una homologia de secuencia del 95 % con la secuencia del gen ARNr 16S de cualquiera de
las especies identificadas. Las cepas de lactobacilos particularmente preferidas son cepas que tienen todas las
caracteristicas identificativas de la cepa CTV-5 de Lactobacillus crispatus o la cepa SJ-3C de Lactobacillus crispatus.
Los procedimientos para obtener y preparar composiciones bacterianas vivas que comprenden cepas vivas de
Lactobacillus vaginales productores de H202 se describen en detalle en las Solicitudes de patente de Estados Unidos
Nos. 62/529,733 y 62/529,756.
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[0110] La composicién bacteriana viva se puede administrar antes, simultdneamente o después de la administracién
intravaginal de la composiciéon de bacteriocinas descrita anteriormente. En algunas realizaciones, la composicién
bacteriana viva se administra después de administrar por via intravaginal la composicién de bacteriocinas (es decir, el
régimen de tratamiento de la composicién de bacteriocinas intravaginal se completa completamente antes de
administrar la composicién bacteriana viva). En tales realizaciones, las especies de L. iners que pueblan la mucosa
vaginal son inhibidas mediante la administracién intravaginal de la composicién de bacteriocinas, seguido de la
promocion del crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 administrado mediante la administracion de la
composicién bacteriana viva. En algunas realizaciones, la composicién bacteriana viva se administra simultdneamente
con la administracién intravaginal de la composicién de bacteriocinas.

[0111] En algunas realizaciones, la composicién bacteriana viva se puede administrar antes, simultdneamente con o
después de administrar un antibiético y de administrar por via intravaginal la composicién de bacteriocinas, tal como
se describe en detalle anteriormente. En algunas realizaciones, la composicion bacteriana viva se administra después
de administrar por via intravaginal la composicién de bacteriocinas y después de administrar el antibiético (es decir, el
régimen de tratamiento intravaginal de la composicidén de bacteriocinas y el régimen de tratamiento con antibiéticos se
completan completamente antes de administrar la composicién bacteriana viva). En tales realizaciones, las especies L.
inersy diversas especies que no son Lactobacillus que pueblan la mucosa vaginal son inhibidas mediante la
administracién intravaginal de la composicién de bacteriocinas y el antibitico, respectivamente, seguido de la
promocion del crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H202 administrado mediante la administracion de la
composicién bacteriana viva. En algunas realizaciones, la composicion bacteriana viva se administra simultaneamente
con la administracion intravaginal de la composicién de bacteriocinas. En algunas realizaciones, la composicion
bacteriana viva se administra simultaneamente con el antibiético y después de administrar por via intravaginal la
composicién de bacteriocinas.

[0112] La composicién bacteriana viva se puede administrar 1 o 2 veces por dia. En algunas realizaciones, la
administracién de la composicién bacteriana viva es durante los Ultimos dias del régimen de administracién intravaginal
de la composicién de bacteriocinas (es decir, de 2 a 4 dias antes de completar el régimen de administracién intravaginal
de la composicién de bacteriocinas). En algunas realizaciones, la administracion de la composicién bacteriana viva es
durante los Ultimos dias del régimen de administracion de un antibiético (es decir, de 2 a 4 dias antes de completar el
régimen de administracion de un antibiético). En algunas realizaciones, la composicién bacteriana viva se administra
después de que la composicién de bacteriocinas se haya administrado por via intravaginal durante 2, 3, 4, 5,6 0 7
dias. En algunas realizaciones, la composicién bacteriana viva se administra después de que se haya administrado
un antibiético durante 2, 3, 4, 5, 6 o 7 dias. En algunas realizaciones, la composicién bacteriana viva se administra
después de que la composicién de bacteriocinas se haya administrado por via intravaginal durante aproximadamente
7 dias. En algunas realizaciones, la composiciéon bacteriana viva se administra después de que se haya administrado
un antibiético durante aproximadamente 7 dias. En algunas realizaciones, la composicion bacteriana viva se administra
después de que la composicién de bacteriocinas se haya administrado por via intravaginal durante al menos 5 dias.
En algunas realizaciones, la composicion bacteriana viva se administra después de que se haya administrado un
antibiético durante al menos 5 dias.

[0113] La composicion bacteriana viva se administra a entre 103 UFC y 10" UFC por dosis, o entre 108 UFCy
100 UFC por dosis. En otras realizaciones, la composiciéon bacteriana viva se administra a una dosis de al menos
10° UFC por dia. La composicién bacteriana viva se administra en dosis de entre aproximadamente 100 mg y 600 mg,
0 de aproximadamente 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 o 550 mg. En otras realizaciones, la composicion
bacteriana viva se puede administrar en dosis de entre aproximadamente 150 mg y 450 mg, o entre aproximadamente
150 mg y aproximadamente 400 mg, o entre aproximadamente 150 mg y aproximadamente 350 mg. En algunas
realizaciones, la composicidén bacteriana viva se puede administrar en dosis de entre aproximadamente 150 mg y 250
mg. En una realizacién particular, la composicién bacteriana viva se puede administrar en una dosis de
aproximadamente 200 mg. En algunas realizaciones, la composicién bacteriana viva se puede administrar como una
composicién en polvo seco.

V. EJEMPLOS
[0114] Los siguientes ejemplos se proporcionan Unicamente a modo de ilustracién y no a modo de limitacién. Los
expertos reconoceran facilmente una variedad de parametros no criticos que podrian cambiarse 0 modificarse para

producir resultados esencialmente similares.

Ejemplo 1. Identificacién y caracterizacién de bacteriocinas.

[0115] Este ejemplo detalla la estrategia general para obtener y caracterizar las bacteriocinas utiles en las
composiciones de bacteriocinas de la presente invencidn, que implica cultivo bacteriano, extraccién y purificacién de
bacteriocinas, ensayos de actividad de bacteriocinas e identidad y caracterizacién de bacteriocinas. El procedimiento
aqui descrito para el cultivo de L. paragasseri K7 y la purificacion de sus bacteriocinas (GasK7A y GasK7B), es
aplicable para cualquier microorganismo adecuado para su uso con la presente invencién.
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(i) Cepas bacterianas, medios de crecimiento y condiciones de crecimiento.

[0118] La cepa K7 de Lactobacillus paragasseri se obtuvo de la Universidad de Ljubljana bajo pedido. Se aislaron
cepas adicionales de Lactobacillus, en las que se analizé su actividad antimicrobiana, de voluntarias sanas y se
depositaron en una coleccién de cepas interna. Las especies analizadas para determinar su actividad incluyeron L.
crispatus, L. jensenii y L. (para)gasseri. La cepa indicadora, L. sakei subsp. sakei ATCC 15521 y las bacterias
habitualmente asociadas con la disbiosis vaginal (o BY) se obtuvieron de colecciones de cepas publicas (por ejemplo,
ATCC, CCUG y BEI/NIH) y de una coleccién de cepas interna. Todas las cepas de Lactobacillus, excepto L. iners'y
Enterococcus faecalis se cultivaron en medio Man Rogosa Sharp (MRS) (caldo o agar, Difco) a 37 °C bajo 5 % de
COa. L. iners se cultivd en placas de agar Columbia (Hardy diagnostics) o en caldo NYC Il (ATCC 1685) a 37 °C en
atmésfera anaerébica (Gas pack). Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Finegoldiay Prevotella se cultivaron
anaerébicamente a 37 °C en placas de agar chocolate (Hardy diagnostics) o en caldo NYC IIl. Streptococcus
agalactiae (grupo B) ATCC 13813, Listeria monocytogenes y Staphylococcus se cultivaron en condiciones
microaeréfilas en medios de infusién cerebro-corazén (BHI) (caldo y agar) a 37 °C. Lactobacillus sakei subsp.
sakei ATCC 15521 se cultivd en MRS a 30°C. Todas las cepas se mantuvieron como reservas congeladas a -80 °C
en sus respectivos medios de cultivo con glicerol al 15-20 % (v/v).

(ii) Ensayos de bacteriocinas.

[0117] La actividad de bacteriocinas en sobrenadantes de cultivos libres de células (CFCS) de cultivos de una noche
(16 horas a 37 °C) de las diferentes cepas de Lactobacillus se ensayd usando un ensayo de dilucion critica, tal como
se describié anteriormente (Holo et al 1991; Matijasié et al , 1998) utilizando L. sakei subsp. sakei ATCC 15521
ylo L. iners HM-702 como cepas indicadoras. En general, cada pocillo de una placa de 96 pocillos contenia 200 ul de
medio de crecimiento, bacteriocina en diluciones dobles y el organismo indicador (dilucién de 10° veces de un cultivo
de una noche). Los cultivos en placas de 96 pocillos se incubaron durante la noche (16-24 horas) a temperaturas y
atmésfera apropiadas, seguido de medir la inhibicién de la cepa indicadora espectrofotométricamente a 600 nm
utilizando un lector de placas Cytation (BioTek). La actividad de bacteriocina para sobrenadantes de cultivos libres de
células (CFCS) de L. paragasseri K7, utilizando L. iners HM-702 como cepa indicadora, oscilaron entre
aproximadamente 512 y 1024 UB/ml. Una unidad de bacteriocina (UB) se definié como la cantidad de bacteriocina
que inhibia el crecimiento de la cepa indicadora en un 50 %, en comparacién con la densidad éptica del control (solo
medio de crecimiento). Las concentraciones inhibidoras minimas (CMI) para las bacteriocinas purificadas se
determinaron utilizando el mismo ensayo de dilucién critica.

(iii) Cribado de cepas de Lactobacillus para detectar actividad antimicrobiana.

[0118] Las cepas de Lactobacillus de origen humano (vaginal y fecal) pertenecientes a las especies L. crispatus, L.
Jjensenii y L. (para)gasseri fueron examinadas para detectar actividad antibacteriana que antagoniza especies
bacterianas comlnmente asociadas con un microbioma vaginal disbiético. Las cepas indicadoras inicialmente
ensayadas pertenecen a las especies Gardnerella vaginalis (CCUG 44006, clado 1), Atopobium vaginae (CCUG
44116) y Lactobacillus iners HM-702. Lactobacillus sakei subsp. sakei ATCC 15521 se incluyé en el cribado debido a
su sensibilidad a bacteriocinas de diferentes clases. Tres de las cepas de L. crispatus mostraron actividad contra L.
sakei subsp. sakei en el ensayo de dilucidn critica. Ninguna de las cepas de L. jensenii mostraron actividad contra L.
sakei subsp. sakei en el ensayo de dilucion critica. De las tres cepas de L. crispatus que muestran actividad contra L.
sakei subsp. sakei, ninguna de ellas mostré inhibiciones de las cepas asociadas a VB.

[0119] Después de que los CFCS de 78 cepas de Lactobacillus se examinaran frente a L. iners, incluidas 29 cepas de
L. crispatus, 27 de L. (para)gasseri y 22 de L. jensenii, solo se descubrieron tres aislados (4 %) con actividad detectable
contra L. iners HM-702. Entre ellas se encontraban dos cepas vaginales, L. gasseri 105-1y L. paragasseri JV-V03 y L.
paragasseri K7 de origen intestinal (fecal). La actividad de L. paragasseri K7 (5120 unidades de bacteriocina/ml, UB/mI)
contra L. iners fue significativamente mayor que la producida por L. gasseri 105-1 (160 UB/ml) o L. paragasseri JV-
V03 (40 UB/ml) a pesar de que los sobrenadantes se derivaron de cultivos de densidad celulary pH comparables. Se
determinaron los espectros inhibidores para el sobrenadante de L. paragasseri K7 frente a un panel méas grande de
patégenos vaginales importantes (Tabla 4). El sobrenadante de K7 inhibié el 100 % de las cepas de L. iners analizadas
(11) y mostré una inhibicién débil del 17 % de las cepas de Gardnerella vaginalis (N = 12). Ademas, el sobrenadante
del cultivo K7 inhibié Streptococcus agalactiae ATCC 13813, el 100 % de Enterococcus faecalis (11), 2 de 3
Staphylococcus aureus y Finegoldia spp. No se observé inhibicién para Listeria monocytogenes (8) o Staphylococcus
saprophyticus ATCC 15305.

[0120] También se analizé el sobrenadante concentrado de L. paragasseri K7 (fraccion Amberlite XAD-16) frente a un
panel de las 3 especies vaginales de Lactobacillus més importantes (Tabla 5). Si bien CFCS de L. paragasseri K7
inhibi6 las 11 cepas de L. iners analizadas (ver arriba), no inhibié la mayoria de las cepas de especies de
Lactobacillus vaginales protectoras (Figura 1). De las 26 cepas de L. (para)gasseri analizadas, cinco cepas (19 %)
fueron inhibidas por el CFCS de K7 en el ensayo de dilucién critica, mientras que cinco de 22 cepas de L.
Jjensenii (23 %) y tres de 29 cepas de L. crispatus (10 %) fueron sensibles. Estos resultados indicaron que la actividad
antimicrobiana producida por L. paragasseri K7 inhibia selectivamente a L. /ners, aportando al mismo tiempo la
mayoria de las cepas de Lactobacillus vaginales beneficiosas.
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Tabla 4. Espectro inhibidor de sobrenadante de cultivo libre de células de L. paragasseri K7 frente a diferentes
patégenos en un ensayo de CMI

Especie bacteriana Cepa Fuente® Sensibilidad®
Lactobacillus sakei subsp. 15521 ATCC +++
sakei

Lactobacillus iners HM-126 BEI +
Lactobacillus iners HM-131 BEI ++
Lactobacillus iners HM-701 BEI +
Lactobacillus iners HM-702 BEI +++
Lactobacillus iners HM-703 BEI ++
Lactobacillus iners HM-704 BEI ++
Lactobacillus iners HM-705 BEI ++
Lactobacillus iners HM-706 BEI ++
Lactobacillus iners HM-707 BEI ++
Lactobacillus iners HM-708 BEI ++
Lactobacillus iners 55195 ATCC +
Staphylococcus 15305 ATCC -
saprophyticus

Staphylococcus aureus 25923 ATCC -
Staphylococcus aureus 51651 ATCC +
Staphylococcus aureus 6538 ATCC +
Staphylococcus 13813 ATCC +
agalactiae

Listeria monocytogenes 19155 ATCC -
Listeria monocytogenes NR-13234 BEI -
Listeria monocytogenes NR-13237 BEI -
Listeria monocytogenes HM-1048 BEI -
Listeria monocytogenes NR-4098 BEI -
Listeria monocytogenes NR-110 BEI -
Enterococcus faecalis 101-1 Osel ++
Enterococcus faecalis NR-31884 BEI +
Enterococcus faecalis NR-31970 BEI +
Enterococcus faecalis NR-31971 BEI +
Enterococcus faecalis NR-31972 BEI +
Enterococcus faecalis NR-31973 BEI ++
Enterococcus faecalis NR-31975 BEI +
Enterococcus faecalis NR-31979 BEI +
Enterococcus faecalis NR-31990 BEI +
Enterococcus faecalis HM-200 BEI +
Enterococcus faecalis HM-201 BEI +
Gardnerella vaginalis #9 (clado 3)° Osel +
Gardnerella vaginalis #2 (clado 4) Osel +

Gardnerella vaginalis 44005 (clado 4) CCUG -
Gardnerella vaginalis 44006 (clado 1) CCUG -
Gardnerella vaginalis HM-1108 (clado 1) BEI -
Gardnerella vaginalis HM-1109 (clado 1) BEI -
Gardnerella vaginalis HM-1115 (clado 2) BEI -
Gardnerella vaginalis HM-1112 (clado 2) BEI -
Gardnerella vaginalis HM-133 (clado 1) BEI -
Gardnerella vaginalis HM-1110 (clado 2) BEI -
Gardnerella vaginalis HM-1105 (clado 4) BEI -
Gardnerella vaginalis 14018 ATCC -
Atopobium vaginae 44116 CCUG -
Finegoldia spp. Osel +
Preveotella spp. Osel -

a ATCC: Coleccion Americana de Cultivos Tipo; BEI: Repositorio de recursos de investigacion sobre biodefensa e
infecciones emergentes (NIH); CCUG: Coleccién de Cultivos de la Universidad de Gotemburgo; Osel: aislados
clinicos de la coleccion de cepas de Osel. ® -1 <20 UB/ml; + : 20-100 UB/ml; ++: 101-500 UB/ml; +++ : > 500 UB/ml. °
Los clados de Gardnerella vaginalis se determinaron tal como se describe en Balashov, S. et al.J Med
Microbial. 2014 , 63, 162-75.

Tabla 5. Espectro inhibidor de bacteriocinas parcialmente purificadas de L. paragasseri K7 frente a lactobacillus
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vaginales beneficiosos en un ensayo de CM/

Especie bacteriana Cepa Fuente? Sensibilidad®
Lactobacillus crispatus CTV-05 Osel -
Lactobacillus crispatus MV-1A Osel -
Lactobacillus crispatus MV-4A Osel -
Lactobacillus crispatus MV-7A Osel -
Lactobacillus crispatus MV-9B Osel -
Lactobacillus crispatus MV-12A Osel -
Lactobacillus crispatus 178-1 Osel -
Lactobacillus crispatus 125-2 Osel ++
Lactobacillus crispatus SJ-3C Osel -
Lactobacillus crispatus SJ-2B Osel -
Lactobacillus crispatus SJ-12D Osel -
Lactobacillus crispatus SJ-10F Osel -
Lactobacillus crispatus SJ-1G Osel -
Lactobacillus crispatus SJ-6F Osel -
Lactobacillus crispatus 228-1 Osel -
Lactobacillus crispatus 231 Osel -
Lactobacillus crispatus 182-1 A Osel -
Lactobacillus crispatus 187-3B Osel -
Lactobacillus crispatus 210-4 Osel -
Lactobacillus crispatus 219-1 Osel ++
Lactobacillus crispatus HM-103 BEI -
Lactobacillus crispatus HM-370 BEI -
Lactobacillus crispatus HM-419 BEI -
Lactobacillus crispatus HM-420 BEI -
Lactobacillus crispatus HM-421 BEI -
Lactobacillus crispatus HM-423 BEI -
Lactobacillus crispatus HM-375 BEI -
Lactobacillus crispatus HM-373 BEI -
Lactobacillus crispatus 60 ATCC ++
Lactobacillus jensenii 1153 Osel ++
Lactobacillus jensenii MV-9A Osel -
Lactobacillus jensenii MV-6A Osel -
Lactobacillus jensenii MV-5A Osel -
Lactobacillus jensenii SV-13B Osel -
Lactobacillus jensenii SV-12B Osel -
Lactobacillus jensenii SV-10C Osel -
Lactobacillus jensenii SV-15A Osel +++
Lactobacillus jensenii SV-6C Osel -
Lactobacillus jensenii SJ-16D Osel -
Lactobacillus jensenii SJ-5D Osel -
Lactobacillus jensenii 7A Osel -
Lactobacillus jensenii SJ-19A Osel -
Lactobacillus jensenii MV-27C Osel -
Lactobacillus jensenii 236-1 Osel -
Lactobacillus jensenii 237-1A Osel ++
Lactobacillus jensenii SJ-11A Osel -
Lactobacillus jensenii SJ-15A Osel -
Lactobacillus jensenii 211-2 Osel ++
Lactobacillus jensenii 221-2B Osel ++
Lactobacillus jensenii 232-1B Osel -
Lactobacillus jensenii 235 Osel -
Lactobacillus gasseri 105-1 Osel -
Lactobacillus gasseri 151-2 Osel -
Lactobacillus gasseri MV-10B Osel -
Lactobacillus gasseri MV-10A Osel -
Lactobacillus gasseri SV-16A Osel -
Lactobacillus gasseri SV-16B Osel -
Lactobacillus gasseri 31-3 Osel -
Lactobacillus gasseri 175-1 Osel -
Lactobacillus gasseri 182-LB Osel -
Lactobacillus gasseri 9-1 Osel +
Lactobacillus gasseri 167-1A Osel -
Lactobacillus gasseri 144-1 Osel +
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Lactobacillus gasseri 167-1B Osel

Lactobacillus gasseri 37-4 Osel +
Lactobacillus gasseri SJ-9E Osel -
Lactobacillus gasseri SV-19B Osel -
Lactobacillus gasseri SV-8A Osel -
Lactobacillus gasseri 1151 Osel -
Lactobacillus gasseri HM-398 BEI -
Lactobacillus gasseri HM-1278 BEI -
Lactobacillus gasseri HM-404 BEI ++
Lactobacillus gasseri HM-409 BEI -
Lactobacillus gasseri HM-407 BEI -
Lactobacillus gasseri HM-410 BEI -
Lactobacillus paragasseri  HM-104 (JV-V03) BEI +
Lactobacillus iners HM-702 BEI +++

@ -1 <40 UB/ml; +: 40-100 UB/ml; ++: 101-500 UB/ml; +++ : > 500 UB/ml

(iv) Experimentos de cocultivo con L. iners y L. paragasseri K7.

[0121] Debido a que L. paragasseri K7 fue la cepa de Lactobacillus que mostré la mayor actividad inhibidora
contra L. iners HM-702, segln lo determinado a partir de las pruebas de deteccién de actividad antimicrobiana
descritas anteriormente, L. paragasseri K7 se cocultivé con L. iners para realizar mas pruebas de actividad. L.
paragasseri K7 (~5 x 10% UFC/ml) se coinoculd con L. iners HM-702 (~1 x 108 UFC/ml) en 5 ml de caldo (1:1 (v/v) de
MRS y NYC Il ATCC 1685). Como controles, L. iners HM-702 y L. paragasseri K7 se cultivaron solos con medios
acondicionados (pH 3,8, mismo volumen que el indculo). Los cultivos inoculados se incubaron a 37 °C en un frasco
anaerébico durante 24 horas , y se sembraron diluciones seriadas de los cultivos por triplicado en placas de agar (MRS
para L. paragasseri K7, agar Columbia paral. iners HM-702). Tanto L. paragasseri K7 como L. iners HM-702
crecieron en agar Columbia, pero las especies se distinguieron facilmente debido al tamafio y morfologia de las
colonias formadas. El crecimiento de L. iners HM-702 y L . paragasseri K7 se midié mediante recuento en placa en
MRS y agar sangre. Tal como se muestra en la Figura 2, el crecimiento de L . iners fue inhibido cuando se cocultivd
con L . paragasseri K7. La cantidad de L. iners HM-702 en el experimento de cocultivo no se pudo cuantificar con
precision en el punto de tiempo de 24 horas debido al crecimiento excesivo de L. paragasseri K7 en las placas de agar
sangre, pero se determiné que estaba por debajo de 2x10% UFC/ml (Figura 2).

(v) Modo de accién de la actividad antimicrobiana.

[0122] Dado que un inhibidor de L. iners nunca habia sido descrito antes, la actividad se caracterizé ademas de la
siguiente manera. Se diluyeron cultivos de una noche de L. iners HM-702 en medio de crecimiento NYC Il fresco hasta
una concentracion de aproximadamente 10*-10° UFC/ml. Se afiadié una fraccion de bacteriocina semipurificada
(eluato de Amberlite XAD-16 en 2-propanol y é&cido trifluoroacético (TFA) al 0,1 % (v/v) y el cultivo se incubd
anaerébicamente a 37 °C. Se incluyé un control con 2-propanol y TFA sin bacteriocina Se probaron tres
concentraciones diferentes de bacteriocina (40, 100 y 1000 UB/ml) y se determiné el nimero de bacterias viables
mediante dilucién y siembra en placas de sangre Columbia (Hardy) a intervalos de tiempo apropiados. Cada dilucién
se sembrd por triplicado. Las figuras 3 y 4 muestran los resultados de la actividad de inhibicién de L. iners.

[0123] La actividad contra L. iners se recuper6 en las fracciones de filtrado y retenido de columnas de centrifugacion
con limites de peso molecular de 100, 30, 10y 3 kDa, lo que indica que el inhibidor era una proteina o péptido pequefio
que se une a otras moléculas mas grandes en el medio acondicionado. La actividad podia concentrarse mediante
precipitacién con sulfato de amonio o mediante absorcién en Amberlite XAD, y la actividad podia eluirse de la resina
de Amberlite con isopropanol, lo que sugiere que el inhibidor era una proteina/péptido hidréfobo. Tal como se muestra
en la figura 3, las bacteriocinas K7 semipurificadas destruyeron L. iners HM-702 a 40 UB/ml en 24 horas, lo que indica
que la actividad del inhibidor era bactericida, en lugar de bacteriostatica. Las bacteriocinas K7 semipurificadas también
destruyeron a L. iners HM-702 a 100 UB/ml y 1000 UB/ml en 24 horas, e inhibieron alun mas el
crecimiento de L. iners durante 24 horas adicionales, tal como se muestra en la Figura 4.

[0124] Los resultados de las pruebas de actividad antimicrobiana también indicaron que el factor inhibidor presente en
el medio acondicionado con células (pH 3,8) no se perdié tras la neutralizacién del medio (pH 7, NaOH). Se ajusté un
control de medio de crecimiento (MRS) a pH 3,8 utilizando acido lactico y su inhibicién de L. iners HM-702
(concentracion inicial de 1 x 105 UFC/ml) se comparé con la del sobrenadante del cultivo de A. paragasseri K7 en el
ensayo de dilucién critica. Después de 24 horas de incubacién anaerébica a 37 °C, las lecturas de densidad éptica de
las muestras de sobrenadante de K7 mostraron una inhibicién del indicador 128 veces mayor que la del medio de
crecimiento de control con pH bajo. Ademas, el inhibidor (bacteriocinas GasK7) era sensible a la tripsina y la proteinasa
K, lo que era otro indicio de que el inhibidor era una proteina o un péptido. Sin embargo, debido a que la actividad no
era sensible al calor, se determiné que el inhibidor no era una proteina grande. Estas caracteristicas son consistentes
con las de una bacteriocina: péptidos hidréfobos pequefios que, en la mayoria de los casos, forman poros en las
membranas de las células diana.
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(vi) Purificacién de bacteriocinas.

[0125] Una vez confirmada y caracterizada la actividad de la bacteriocina contra L. iners, las bacteriocinas de L.
paragasseri K7 se purificaron para su posterior analisis y caracterizacién. Las bacteriocinas se purificaron a partir de
500 ml de sobrenadante de cultivo libre de células de L. paragasseri K7 cultivado en caldo MRS (Difco) durante 18
horas a 37 °C. Las células se extrajeron mediante centrifugacién (8.000 xg, 30 minutos a 4 °C), se filtraron de forma
estéril (filtro de 0,2 um) y se afiadieron a 30 g de Amberlite XAD-16 (Sigma). La suspensién se agité durante 2 horas
a temperatura ambiente (100 rpm, plataforma agitadora), se decant6 para separar el sobrenadante de la resina y se
lavé con etanol al 40 % (500 ml, 1 hora a temperatura ambiente). La actividad antimicrobiana se eluyé afiadiendo 150
ml de 2-propanol con 0,1 % (v/v) de TFA después de agitar durante 1 hora a temperatura ambiente. El eluato de
Amberlite XAD-16 se filtré6 de forma estéril (filtro de 0,2 ym), se diluyd 10 veces en H20 con 0,1 % (v/v) de TFA y se
cargd en una columna de fase inversa (Resource RPC, 1 ml, GE Healthcare) conectada a un sistema de purificacion
de proteinas Akta (GE Healthcare). Las bacteriocinas se eluyeron de la columna con un gradiente lineal de 2-propanol
en agua (40-60 %, con 0,1 % de TFA). Las fracciones con actividad antimicrobiana se volvieron a procesar en RPC
con gradientes ajustados de 2-propanol hasta que se obtuvieron proteinas puras segun lo indicado por SDS-PAGE.
Los pesos moleculares de las bacteriocinas purificadas se determinaron utilizando un espectrometro de masas Bruker
Autoflex (TOF). Este procedimiento de purificaciéon de 2 etapas dio como resultado >90 % de pureza de una poblacién
de proteinas pequefias con >90 % de recuperacién de actividad. Tal como se muestra en las Figuras 5A y 5B, las
fracciones 24 y 25 del cromatograma RPC correspondieron a GasK7B a purificada, tal como indica la SDS-PAGE
correspondiente.

[0126] Las concentraciones de las bacteriocinas GasK7 purificadas se determinaron a partir de geles SDS-PAGE,
comparando la intensidad de las bandas de proteinas con las bandas de un patrén de concentraciones conocidas
(determinadas a 280 nm, Nanodrop). Se utilizé el analizador de gel digital Azure ¢300 para capturar las imagenes de
gel SDS-PAGE vy se utilizd el software Azure Spot para la cuantificacién (Azure Biosystems, CA). La actividad de
bacteriocina de las bacteriocinas GasK7 purificadas se probé directamente en los geles SDS-PAGE (NuPage, 4-12 %
bis-Tris, Life Technologies). Se lavé un gel no tefiido con bacteriocina purificada en agua estéril (100 ml) durante 2
horas antes de transferirlo a una placa de agar BHI. Se vertié una capa indicadora de 5 ml de agar blando NYC IlI
(0,7 % de agar) que contenia ~ 1 x 108 ufc/ml de L. iners HM-702 o L. sakei subsp. sakei ATCC 15521 sobre el gel.
La placa de agar se incubd anaerébicamente a 37 °C durante 24 horas y se examiné en busca de zonas de inhibicién
del crecimiento. La Figura 6muestra el tamafio, la pureza y la actividad de los tres péptidos purificados de L.
paragasseri K7 (K7A a, K7B ay K7B B) desarrollados en gel de SDS-PAGE reductor. Los tres péptidos se analizaron
mediante espectrometria de masas MALD1-TOF y se determinaron las masas moleculares.

[0127] La actividad inhibidora maxima coincidié con varias bandas de proteinas pequefias de ~5 kDa que se
identificaron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, tal como se muestra en la Figura 6. La mayor actividad
anti-L. iners residia en una proteina con una masa de 55 12, correspondiente al componente a de L. paragasseri K7B
(figura 7). Un pico menor de actividad correspondié al componente K7B 3 con una masa de 4762 (Figura 8). El
componente K7B B parecia ser el péptido complementario de la bacteriocina K7B, mientras que el componente K7B
d era el péptido activo de la bacteriocina. Una proteina correspondiente al componente K7A a de la bacteriocina K7A
con una masa de 6091 (Figura 9) también fue identificada. El componente K7A {3, con una masa molecular esperada
de 5523 Da, no fue identificado ni purificado a partir del sobrenadante de K7 en este estudio.

[0128] Cada uno de los tres péptidos purificados del sobrenadante de L. paragasseri K7 fue activo contra L. triers HM-
702 y L. sakei subsp. sakei ATCC 15521. En general, L. iners era aproximadamente 10 veces menos sensible a los
péptidos que L. sakei subsp. sakei. Se determinaron las concentraciones minimas inhibidoras (CMI) para los tres
péptidos, individualmente y en diferentes combinaciones, frente a las dos cepas indicadoras, tal como se muestra en
la Tabla 6. GasK7B a fue el péptido mas potente y destruyé L. iners con una CMI de 25 ng/ml (5 nM). El péptido
GasK7B B fue considerablemente menos activo que GasK7B a contra ambas cepas, con una CMI > 100 ng/ml para L.
iners. La combinacién de los péptidos GasK7B ay GasK7B 3 juntos en una proporcién de aproximadamente 1:1 (p/p)
aumentd la actividad >10 veces contra L. iners, reduciendo la CM| a menos de 2 ng/ml (~400 pM para cada péptido),
mostrando asi la actividad sinérgica representada por los dos péptidos de la bacteriocina K7B (Tabla 6). El péptido
GasK7A atambién mostré actividad contra L. iners (CMI 75 ng/ml, 12 nM), aunque menos potente que la actividad de
K7B a. Se observd un modesto aumento en la actividad cuando GasK7A a se combiné con GasK7B B (CMI 50 ng/ml),
mientras que la combinacién de los péptidos GasK7A ay GasK7B a dio como resultado una actividad similar a GaskK7B
a solo (CMI 25 ng/ml).

Tabla 6. CM/s de bacteriocinas purificadas, solas y combinadas, frente a L. iners HM-702 y L. sakei subsp. sakei
ATCC 15521 determinadas en el ensayo de dilucién critica. La proporcién de péptidos fue de aproximadamente 1:1
(p/p), @ menos que se indique lo contrario.

Péptido o péptidos de L. iners HM-702 L. sakei subsp. sakei ATCC 15521
bacteriocinas
CMI (ng/ml) CMI (ng/ml)
GasK7A a 75 9,4
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GasK7A B* > 4000 > 4000
GasK7A o + GasK7A B* ND? 2,3k
GasK7B 25 1,6
GasK7B B > 100 2
GasK7B o + GasK7B B 16 0,3
GasK7A o + GasK7B B 50 3,1
GasK7A o + GaskK7A o 25 3,1
GasK7A a + GasK7B o + GasK7B B 21 0,1

*Expresado y aislado de E . coli Shuffle. 2 No determinado. ® GasK7A B de E. coli utilizado a 135 ng/ml.

[0129] Para recapitular, entre las cepas de Lactobacillus vaginales, se encontré que las bacteriocinas K7 eran
selectivas para las cepas de L. iners. Todas las cepas de L. iners analizadas (N = 11) fueron sensibles al medio
acondicionado de L. paragasseri K7 y a las bacteriocinas semipurificadas. Los resultados de los ensayos de dilucién
critica mostraron que, en comparacidn con L. iners, las cepas vaginales de L. (para)gasseri (N = 26), L. crispatus (N =
29) y L. jensenii (N = 22) fueron menos sensible a las bacteriocinas GasK7. De las cepas de L. jensenii, el 78 % eran
insensibles a la bacteriocina, en comparacién con el 90 % de las cepas de L. crispatus y el 81 % de las cepas de L.
(para)gasseri. L. crispatus CTV-05 utilizado en LACTIN-V fue insensible a las bacteriocinas K7 en el sobrenadante de
cultivo libre de células.

(vii) Expresion heterdloga de los péptidos GasK7B a y K7A B en E. coli.

[0130] La secuencia del genoma de L. paragasseri K7 esta disponible publicamente en el Joint Genome Institute
(genoma IMG n.° 2561511119) y GenBank (ASRG02000000). Las secuencias de ADN para los genes de bacteriocina
del péptido GasK7A B (ASRG02000001, regién 43880-44089) y el péptido GasK7B a (ASRG02000002, regién 112159-
112386), sin los péptidos sefial de secreciéon de doble glicina, se clonaron en direccién 3’ y en marco con la proteina
de unién a maltosa (MBP) utilizando el vector de expresién pMAL-c5X para la expresién citoplasmatica (New England
Biolabs). Los cebadores utilizados para la amplificaciéon de los genes de bacteriocina son K7B alpha_MAL_F: K7B
alpha_F 5'-agaaataattgggctgctaatata-3' y K7B alpha_MAL_Sbfl_R 5'-ttttaaag cctgcagg attccctactttet-3', K7A_beta_F:
5'-aacaacgtaaattggggtag-3' y _beta_Sbfl_R: 5S'ttactatccatattccctgcaggtactatcetcttt- 3'.

[0131] La PCR se llev6 a cabo en reacciones de volumen de 50 ul usando la mezcla de reaccién Accuprime Pfx 10x,
cebadores a 500 nM, 1 % (v/v) de ADN polimerasa Pfx (Thermo Fisher) y 50 ng de ADN genémico (ADNg) de L.
paragasseri K7. La temperatura de hibridacién fue de 53 °C durante 20 segundos, seguida de un alargamiento a 68
°C durante 30 segundos. Los plasmidos se construyeron segun lo recomendado por el fabricante, se verificaron
mediante secuenciacién de ADN (MCLAB, Ca, EE. UU.) y se transformaron en cepas deficientes en proteasa
E. coli ER2523y E. coli Shuffle para la expresién (New England Biolabs, MA). De forma resumida, se cultivaron células
de E. coli con los pldsmidos correctos en caldo Luria Bertani (LB) + ampicilina 100 pg/ml + glucosa al 0,2 % (p/v) hasta
que la densidad 6ptica alcanzé 0,5 (600 nm). Las proteinas de fusién se indujeron con IPTG 0,3 mM durante 2 horas
a 37 °C y 250 rpm y se recuperaron de las fracciones citoplasmaticas o periplasmicas, tal como lo describe el
fabricante.

[0132] A continuacion, las proteinas de fusién se purificaron en una columna de amilosa (MBP Hi-Trap, GE Healthcare)
usando un sistema de purificacion de proteinas Akta Prime Plus (GE Healthcare). La columna se equilibré con Tris 20
mM, pH 7,4, NaCl 200 mM y EDTA 1 mM (tampdn A), la muestra de proteina se diluyé en el mismo tampén y se cargd
en la columna. Las proteinas de fusién MBP-bacteriocina se eluyeron en maltosa 10 mM en tampén A (tampén B). Las
proteinas de fusién purificadas se escindieron durante la noche a temperatura ambiente en tampén B con Factor Xa
(1% p/p) vy las bacteriocinas se purificaron mediante cromatografia de fase inversa, tal como se describié
anteriormente. La actividad de las bacteriocinas expresadas en E. coli se probd en el ensayo de dilucién critica contra
L. iners HM-702 y L. sakei subsp. sakei ATCC 15521. Los tamafios de las bacteriocinas se verificaron mediante SDS-
PAGE.

[0133] El péptido de bacteriocina GasK7A B no se purificé a partir del sobrenadante del cultivo de L. paragasseri K7
usando los procedimientos descritos aqui o publicados por Bogovic Matijasi¢ para la acidocina LF221 A (similar a
GasK7A B). Para determinar si el péptido GasK7A B podia contribuir potencialmente a la inhibicion general de L.
iners por K7, el péptido se expresé como una proteina de fusiéon en E. coli Shuffle, una cepa disefiada para promover
la formacién de puentes disulfuro en el citoplasma. La bacteriocina madura, sin su péptido lider de doble glicina
previsto, se cloné en direccién 3 y en marco con la proteina de unién a maltosa en el vector pMAL-c5x para la
expresién citoplasmatica y se produjo una proteina de fusion del tamafio esperado (48 kDa) después de la induccion
con IPTG (no se muestra). La proteina de fusién se purificd y el péptido GasK7A B se obtuvo mediante escisién de la
proteina de fusién con Factor Xa. El péptido recombinante GasK7A  no fue activo contra la cepa indicadora de L.
sakei subsp. sakei sensible por si sola (CMI > 4000 ng/ml). Sin embargo, cuando se probd el péptido GasK7A B en
combinacién con el péptido GasK7A a purificado de CFCS de L. paragasseri K7, aumenté la actividad inhibidora
contra L. sakei subsp. sakei en >300 % en comparacién con GasK7A a solo, o que muestra claramente que GaskK7A
B era biolégicamente activo y actuaba de forma sinérgica con GasK7A a. El péptido GasK7B a también se expresd
con éxito como una fusién con MBP en E. coli con una actividad comparable al péptido aislado de K7 (no mostrado).

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2980 222T3

Ejemplo 2. Uso combinado de las bacteriocinas K7 y antibiético

[0134] Se probd la eficacia del uso combinado de las bacteriocinas K7 y metronidazol contra L. iners y G. vaginalis in
vitro. Se obtuvieron cultivos de L. iners HM-702 y G. vaginalis HM-133, cocultivos de L. iners + G. vaginalis, y L.
crispatus SJ-3C tal como se describié anteriormente en el Ejemplo 1. Se diluyeron cultivos de una noche de L. /ners, G.
vaginalis y L. crispatus en medios de crecimiento frescos hasta concentraciones de aproximadamente 10° UFC/ml
para analizarse contra bacteriocina K7 (del Ejemplo 1), metronidazol (Sigma-Aldrich, EE. UU.) y bacteriocina K7 +
metronidazol (combinados). A cada cultivo de L. iners, G. vaginalis, cocultivo de L. iners + G. vaginalis, y L.
crispatus se le afiadié bacteriocina K7 semipurificada (80 UB/ml, cuantificada usando L. iners como indicador),
metronidazol (42 pg/ml), o la combinacidén de bacteriocina K7 + metronidazol, y se incubaron anaerébicamente a 37
°C durante 48 horas. Como controles, L. iners, G. vaginalis, el conjunto L. iners + G. vaginalis, y L. crispatus también
se incubaron solos con medios acondicionados durante 48 horas. La inhibicién de L . iners, G. vaginalis, el cocultivo de
L. iners + G. vaginalis y L. crispatus se midi6 espectrofotométricamente a 600 nm utilizando un lector de placas
Cytation 3 (BioTek) después de 24 horas y después de 48 horas.

[0135] Tal como se muestra en la Figura 10, L. iners es sensible a la bacteriocina K7 sola y a la combinacién de
bacteriocina K7 + metronidazol, pero no es sensible al metronidazol solo. Por el contrario, G. vaginalis es sensible al
metronidazol solo y a la combinacién de bacteriocina K7 + metronidazol, pero no es sensible a la bacteriocina K7
(Figura 10). El cocultivo de L. iners + G. vaginalis es inhibido Unicamente por la combinacién de bacteriocina K7 +
metronidazol. Los resultados ilustrados por la Figura 10 indican que L. crispatus SJ-3C es una cepa
de Lactobacillus vaginal viva productora de H2O2 adecuada para la terapia de reemplazo debido al hecho de que L.
crispatus SJ-3C no fue inhibido significativamente por la bacteriocina K7, el metronidazol o la combinacion de
bacteriocina K7+ metronidazol.

Ejemplo 3. Preparacién de la composicién de bacteriocinas

[0136] Este ejemplo detalla la estrategia general para preparar la composicion de bacteriocinas en forma de gel como
un producto médico para aplicaciones intravaginales. Si bien el siguiente ejemplo describe la preparacién de la
composicion de bacteriocinas a una escala relativamente grande, se puede entender que los procedimientos descritos
a continuacién son aplicables a cualquier escala de produccion. Ademas, el procedimiento aqui descrito es aplicable
a cualquier microorganismo y cualquier excipiente farmacéuticamente aceptable adecuado para aplicacién
intravaginal.

[0137] La combinacién de péptidos GasK7b a, GasK7B B, GasK7A a y GasK7A B purificados (péptidos de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4, u homélogos de los mismos) se incorpora a una formulacion
adecuada para aplicaciones intravaginales en la cantidad adecuada para hacer que la composicién en su conjunto
sea bactericidamente activa in vivo.

[0138] Se preparard una formulacién basada en gel para aplicaciones intravaginales con 0,1 % de péptidos GasK7 (es
decir, que tiene una CMlin vivo para L. iners de 1,0 mg/ml) afladiendo primero una cantidad suficiente de
metilparabeno (aproximadamente 40-50 g) a un tanque con camisa de acero inoxidable de 100 litros equipado con
cuchillas dobles contrarrotativas con raspadores laterales y un mezclador de alto cizallamiento que contiene agua
purificada precalentada (aproximadamente 40-50 kg a 70-80 °C) mientras se mezcla (cuchillas/rascadores laterales a
aproximadamente 12 RPM, mezclador de alto cizallamiento en alto) y a una temperatura mantenida (70-80°C). La
mezcla continuara hasta que se disuelva el metilparabeno.

[0139] A continuacién, manteniendo la temperatura y mezclando de forma continua e ininterrumpida, se afiadira una
cantidad suficiente de propilparabeno (aproximadamente 7,0-17 g) y se disolvera completamente antes de afadir
ededato disédico en una cantidad suficiente (aproximadamente 25-35 g). Una vez que el ededato disédico se disuelva
completamente, se agregaréd al tanque hidroxipropilmetilcelulosa (o Carbopol® 974P, o una combinacién de
hidroxipropilmetilcelulosa y Carbopol® 947P) en una cantidad suficiente (aproximadamente 1,0-3,0 kg) y se mezclara
de forma continua hasta que esté completamente dispersada. Se agregara una cantidad suficiente de propilenglicol
(aproximadamente 1,0-2,5 kg) y se continuaréa mezclando hasta que se disuelva por completo. Mientras se mezcla, se
afiadira una cantidad suficiente de péptidos GasK7 (aproximadamente 0,2-1,0 kg) y se continuara mezclando hasta
que los péptidos GasK7 se disuelvan por completo. Se medira que el pH esté entre aproximadamente 5,0 (abajo) y
aproximadamente 6,0 (arriba).

[0140] Mientras se mezcla, se afiadira una cantidad suficiente de agua purificada (aproximadamente 0,1-1,0 kg) y se
mezclara durante aproximadamente 15 minutos. Se apagaré el mezclador de alto cizallamiento y la mezcla se enfriara
hasta aproximadamente 24 °C durante aproximadamente 4,5 h. El gel de bacteriocina resultante que contiene 0,1 %
de péptidos GasK7 se almacenara en un tanque de 50 galones y a continuacién se envasara en tubos de 7,0 g. Las
muestras de varios tubos del lote tendran un pH de aproximadamente 5,3.
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Ejemplo 4. Uso de la composicion de bacteriocinas para tratar pacientes que tienen microbiota diversa
asociada con VB

[0141] Este ejemplo detalla un régimen de tratamiento /in vivo para una paciente a la que se le ha diagnosticado niveles
bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2y una microbiota diversa asociada con VB. El procedimiento de
tratamiento aqui descrito demuestra que la composicién de bacteriocinas de la presente invencién, administrada a la
paciente en forma de crema/gel/évulo, puede inhibir L. iners, creando un nicho ecolégico en la paciente para la
recolonizacién de Lactobacillus protectores productores de H20o.

[0142] Una paciente de 25 afios sufre sintomas asociados con VB, tales como olor “a pescado” y secrecién vaginal
anormal, y malestar por picazén, ardor y dolor. Se detecta una microbiota diversa asociada con la VB en la paciente
segun los criterios clinicos de Amsel (flujo vaginal fino y gris homogéneo, olor (prueba de olfato positivo), >20 % de
células clave y pH > 4,5), al satisfacer = 3 criterios satisfechos, y confirmado microbiolégicamente mediante el sistema
de puntuacién de Nugent (puntuacién de Nugent de 7 a 10). El médico también confirma que la mucosa vaginal de la
paciente esta colonizada por niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 utilizando el procedimiento de
cultivo en placa de agar TMB-plus, con una lectura de placa negativa después de 30 minutos de exposicién al aire
(coloracién azul minima de colonias).

[0143] Debido a que a la paciente se le diagnostica una puntuacién de Nugent positiva para VB, la paciente recibira
tratamiento simultaneo para L. iners y un tratamiento con antibiéticos para los organismos asociados a VB. Primero,
la paciente se trata por via intravaginal con 5 gramos de la composicién de gel de bacteriocina al 0,1 % del
Ejemplo 3 una vez al dia durante 5 dias para inhibir y/o destruir L. iners. Junto con el tratamiento con composicién de
bacteriocinas, la paciente también recibira tratamiento con metronidazol tépico al 0,75 % (MetroGel®) una vez al dia
durante 5 dias.

[0144] Después de completar los regimenes de tratamiento con la composicién de bacteriocinas y antibiéticos, el
médico examinard a la paciente para confirmar que la mucosa vaginal de la paciente ha sido recolonizada
con Lactobacillus vaginal productor de H2O2 enddgeno. El médico emplea el procedimiento de cultivo en placa de agar
TMB-plus, lo que nuevamente da como resultado una lectura de placa negativa después de 30 minutos de exposicién
al aire, lo que indica niveles bajos de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 en la mucosa vaginal de la paciente. La
paciente comienza el tratamiento utilizando una formulacién de farmaco en polvo seco de Lactobacillus crispatus CTV-
05 (es decir, LACTIN-V). El polvo LACTIN-V se administra por via vaginal con un aplicador precargado. Cada aplicador
precargado contiene una dosis de 200 mg de LACTIN-V a 2x10° UFC/aplicador. La paciente recibe una dosis de
LACTIN-V diariamente durante 5 dias consecutivos.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién de bacteriocinas que comprende al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable; y al menos un
péptido aislado, o una combinacién de péptidos aislados, en la que:

(i) dicho al menos un péptido aislado, 0 combinacién de péptidos aislados, tiene actividad bactericida selectiva contra L.
iners;

(i) dicho al menos un péptido aislado se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4 y un péptido aislado que tiene del 90 % al 99 % de identidad de secuencia con una de las SEQ
IDNO:1,2,304;y

(iii) la composicién de bacteriocinas es una formulacién adecuada para aplicaciones intravaginales, y en la que dicho
al menos un péptido aislado, o combinacién de péptidos aislados, esta presente en una cantidad suficiente para exhibir
propiedades bactericidas de la composicién de bacteriocinas.

2. Composicién de bacteriocinas, segun la reivindicacién 1, en la que:

(i) el péptido aislado es SEQ ID NO: 1,

(i) el péptido aislado es SEQ ID NO: 2;

(iii) el péptido aislado es SEQ ID NO: 3;

(iv) el péptido aislado es SEQ ID NO: 4;

(v) la combinacién de péptidos comprende los péptidos aislados SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2;

(vi) la combinacién de péptidos comprende los péptidos aislados SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4; o

(vii) la combinacién de péptidos comprende los péptidos aislados SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3y SEQ
ID NO: 4.

3. Composicién de bacteriocinas, segln la reivindicacién 1 0 2, en la que:

(i) la formulaciéon es un gel, crema, pomada, espuma, pelicula, capsula, comprimido, polvo, pesario, inserto o
supositorio adecuado para aplicaciones intravaginales tépicas; y/o

(ii) la cantidad de péptido, o combinacién de péptidos, esta entre el 0,001 % (p/p) y el 3 % (p/p).

4. Composicidon de bacteriocinas, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas al menos
un antibiético activo contra organismos asociados a la vaginosis bacteriana, opcionalmente en la que dicho al menos
un antibiético se selecciona del grupo que consiste en clindamicina, metronidazol, secnidazol, tinidazol, y astodrimero
sodico.

5. Composicién de bacteriocinas para usar en un procedimiento para tratar a una paciente que tiene niveles bajos de
Lactobacillus vaginal productor de H202 y una puntuacién de Nugent de al menos 4, en la que dicha composicién de
bacteriocinas es una composicidén de bacteriocinas tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones anteriores;
y

en la que dicho al menos un péptido aislado, o combinacién de péptidos aislados, se va a administrar por via
intravaginal en una cantidad suficiente para disminuir los niveles de L. inersy para promover el crecimiento de
Lactobacillus vaginal productor de H202 end6geno.

6. Composicién de bacteriocinas para usar, segun la reivindicacién 5, en la que dicho procedimiento comprende
ademas administrar a la paciente al menos un antibiético activo contra organismos asociados a la vaginosis bacteriana
(VB), en la que el antibiético se administra en una cantidad suficiente para disminuir los niveles de organismos
asociados a VB.

7. Composicion de bacteriocinas para usar, segln la reivindicacién 5 o la reivindicacién 6, en la que dicho
procedimiento comprende ademas administrar a la paciente una composicibn bacteriana viva que
comprende Lactobacillus vaginal productor de H2Oz2, en la que la composiciéon bacteriana viva se administra en una
cantidad suficiente para promover el crecimiento de Lactobacillus vaginal productor de H2O2 administrado.

8. Composicién de bacteriocinas para usar, segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en la que la composicién
de bacteriocinas es una formulaciéon adecuada para aplicaciones intravaginales topicas, en la que la formulacién es
un gel, crema, pomada, espuma, pelicula, capsula, comprimido, polvo, pesario, inserto o supositorio.

9. Composicion de bacteriocinas para usar, segln cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en la que:

(i) el péptido aislado es SEQ ID NO: 1,

(i) el péptido aislado es SEQ ID NO: 2;

(iii) el péptido aislado es SEQ ID NO: 3;

(iv) el péptido aislado es SEQ ID NO: 4.

(v) la combinacién de péptidos comprende los péptidos aislados SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2;

(vi) la combinacién de péptidos comprende los péptidos aislados SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4; o

(vii) la combinacién de péptidos comprende los péptidos aislados SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3y SEQ
I

10. Composicidén de bacteriocinas para usar, segln cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en la que la cantidad de
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dicho al menos un péptido, o combinacidén de péptidos aislados, esté entre el 0,001 % (p/p) y el 3 % (p/p).

11. Composicién de bacteriocinas para usar, segln cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, en la que dicho
procedimiento comprende ademas administrar a la paciente al menos un antibiético y en la que:

(i) dicho al menos un antibidtico se selecciona del grupo que consiste en clindamicina, metronidazol, secnidazol,
tinidazol y astodrimero sédico;

(ii) la cantidad de antibiético est4 entre 30 mg y 2000 mg por dosis diaria;

(iii) el antibidtico se administra a la paciente una vez al dia durante hasta 7 dias; y/o

(iv) la cantidad de antibiético se administra de manera simultanea con la cantidad de al menos un péptido aislado, o
combinacion de péptidos aislados.

12. Composicién de bacteriocinas para usar, segln cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en la que dicho
procedimiento comprende ademas administrar por via intravaginal a la paciente una composicién bacteriana viva que
comprende Lactobacillus vaginal productor de H2O2 seleccionado del grupo que consiste en L. crispatus, L. jensenii,
L. gasseri y combinaciones de los mismos.

13. Composicién de bacteriocinas para usar, segun la reivindicacion 12, en la que el Lactobacillus vaginal productor
de H202 es L. crispatus CTV-05.

14. Composicién de bacteriocinas para usar, seguln cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en la que la cantidad de
dicho al menos un péptido aislado, o combinacién de péptidos aislados, es:

(i) una cantidad suficiente para prevenir o tratar la vaginosis bacteriana (VB) en la paciente;

(ii) una cantidad suficiente para prevenir el parto prematuro (PP) en la paciente; o

(iif) una cantidad suficiente para prevenir el fracaso de la fecundacién in vitro (FIV) en la paciente.
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