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DESCRIPCION
Composiciones para la inhibicién de Giardia lamblia

La presente descripcion se refiere a una composicién que exhibe una actividad de hidrolasa de sales biliares para
su utilizacién para el tratamiento o la prevencion de la giardiasis, comprendiendo dicha composicion una enzima
hidrolasa de sales biliares (BSH), una bacteria que segrega una BSH, una célula hospedadora recombinante que
segrega una BSH, o una combinacién de las mismas. La presente descripcion asimismo se refiere a la utilizacion
de una composicion que exhibe una actividad de BSH para el tratamiento o la prevencion de la giardiasis, y a una
composicion farmacéutica o una composicion alimenticia que comprende, como principio activo, una BSH, una
bacteria que segrega una BSH, o una célula hospedadora recombinante capaz de segregar una BSH.

El Giardia lamblia es un protozoo parasito responsable de la giardiasis, una enfermedad caracterizada por
malabsorcioén intestinal aguda o crénica, diarrea, pérdida de peso, deshidratacion, y dolor abdominal en seres
humanos y una variedad de animales. Es uno de los parasitos intestinales mas comunes del mundo. La giardiasis
tiene un alto impacto veterinario y un alto impacto en la salud publica, es responsable de una importante morbilidad
humana, especialmente causando deficiencias nutricionales en los nifios de los paises en desarrollo (Ali y Hill,
2003). Los paises desarrollados asimismo estan preocupados por la giardiasis, y los brotes se han asociado con
la contaminacién del agua potable resultante de la escorrentia de suelos contaminados por lluvias, practicas
agricolas, y disfunciones de las plantas de tratamiento de aguas residuales (Mons. et al., 2009).

El G. lamblia entra en los vertebrados cuando los quistes se ingieren con alimentos, agua o fomites contaminados
con heces de hospedadores infectados. Los quistes siguen siendo infecciosos durante meses en aguas
ambientales. Son altamente resistentes a los desinfectantes clorados utilizados en los tratamientos de agua
potable, y las dosis infecciosas son bajas (10 a 100 quistes). Después de la ingestion, las formas infecciosas se
exquistan, liberando trofozoitos que establecen infecciones en la parte superior del intestino delgado (duodeno) en
la que interactiian con la barrera intestinal. EI duodeno es un entorno muy especifico en el que entran los alimentos
del estdbmago, la bilis de la vesicula biliar, y las enzimas digestivas del pancreas. Alli, G. lamblia se divide por fision
binaria, y finalmente sale del hospedador con las heces una vez que los trofozoitos han vuelto a formar quistes. El
farmaco de eleccion para el tratamiento de la giardiasis sigue siendo el metronidazol, un 5-nitroimidazol, que se
reduce a compuestos téxicos por la enzima del parasito piruvato:ferredoxin oxido-reductasa. Se informa de efectos
secundarios del tratamiento farmacoldgico, y aparece resistencia al metronidazol in vitro y en entornos clinicos (se
dio a conocer que hasta el 20% de las cepas ambientales eran resistentes) (Upcroft y Upcroft, 2001).

Todavia no esta claro como se produce la patologia por Giardia, pero probablemente sea multifactorial (Farthing
et al., 1997). Las fisiopatologias observadas comprenden dafios en la superficie de la mucosa del hospedador por
atrofia de microvellosidades y criptas, disminucion de la permeabilidad epitelial, y deterioro de la actividad de las
enzimas digestivas. Estos cambios pueden deberse tanto a factores del hospedador como a los del parasito.

Ahora se reconoce ampliamente que la microbiota intestinal desempefia un papel en la proteccion del hospedador
contra la colonizacion intestinal por patéogenos (Travers et al., 2011). Diferentes mecanismos pueden ser
responsables de los efectos protectores: competencia por los sitios receptores de patdégenos, barrera para el
acceso de patdgenos, produccion de compuestos antimicrobianos, competencia por sustratos nutricionales, y
mejora de las respuestas inmunes innatas y adaptativas del hospedador (Tancrede et al., 1992). Las estrategias
nutricionales se basan en un aumento de los componentes de la microbiota intestinal que estan asociados con la
actividad protectora (Brassard D. y Schiffrin EJ., 1997). La colonizacién del intestino por G. lamblia depende en
gran medida de la microbiota intestinal (Singer y Nash, 2000). Las pruebas sugieren fuertemente la participacion
de la bacteria Enterococcus faecium en la respuesta inmune del hospedador contra G. lamblia (Benyacoub et al.,
2005). Los factores extracelulares de L. johnsonii La1 bloquean el crecimiento in vitro de G. lamblia en la fase G1,
lo que indica que las bacterias pueden afectar directamente el desarrollo del parasito (Perez et al., 2001). Se
demostré que las bacterias probiéticas Lactobacillus johnsonii La1 antagonizan el establecimiento de G. lamblia
en un modelo de roedor (Humen et al., 2005).

El creciente nimero de brotes de giardiasis debido a la contaminacion del agua potable, los efectos secundarios
de los farmacos anti-Giardia disponibles, asi como la creciente aparicion de resistencias a estos farmacos, hacen
que la giardiasis sea un tema preocupante, y existe una necesidad real de estrategias terapéuticas alternativas. La
presente invencion proporciona composiciones que exhiben una actividad de hidrolasa de sales biliares (BSH)
como inhibidores efectivos para Giardia lamblia, para la prevencion o el tratamiento de la giardiasis. De hecho, los
inventores han demostrado que la inhibicién del crecimiento de parasitos esta mediada por la o las actividades de
hidrolasa de sales biliares de bacterias segregada que producen sales biliares desconjugadas a partir de la bilis
presente en el medio de cultivo, y que, a diferencia de las sales biliares conjugadas normales que son las
principales componentes de la bilis, las sales biliares desconjugadas se consideran téxicas para Giardia.

Se estudio la actividad anti-Giardia in vivo e in vitro para L. johnsonii La1 (LjLa1) (Perez et al. 2001, Humen et al.

2005). Se secuenciaron los genomas de L. johnsonii La1y G. lamblia (Pridmore et al. 2004, Morrison et al. 2007).
Halliday et al (1995) describen que G. lamblia internaliza las sales biliares conjugadas; sin embargo, este

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 885830 T3

documento no menciona el papel de las sales biliares no conjugadas. Shukla et al. (2011, 2012, 2013) describen
que la administracion de Lactobacillus rhamnosus disminuye la gravedad de la giardiasis. La patente US n°
6.905.679 describe un método para el tratamiento de un trastorno asociado con la colonizacién del intestino por
Giardia intestinalis, que comprende la administracion de bacterias Lactobacillus acidophilus La10 (nUmero de
referencia CNCM 1-2332), de Bifidobacterium bifidum (1-2333) o de Bifidobacterium infantis (1-2334). El efecto
inhibidor de las bacterias del acido lactico se atribuye posiblemente a acidos organicos particulares segregados
por dichas bacterias del acido lactico.

Sin embargo, ninguno de estos documentos describe el papel de la actividad de hidrolasa de sales biliares, en
presencia de sales biliares, para la inhibicién de Giardia lamblia.

Una composicion segun la presente invencion representa una nueva estrategia terapéutica contra Giardia lamblia,
basada en la actividad catalitica natural de las hidrolasas de sales biliares, para prevenir o tratar la giardiasis. Una
composicion segun la invencion representa ademas un interés de salud publica al proporcionar un medio para
contrarrestar la aparicion de cepas de Giardia resistentes a los farmacos.

La invencién se entendera mas completamente a partir de la descripcion detallada proporcionada en la presente
memoria y de los dibujos adjuntos, proporcionados Unicamente a titulo ilustrativo y no limitativo del alcance
pretendido de la invencion.

La presente invencion se refiere a materias como se definen en las reivindicaciones 1 a 13.

La presente invencion se refiere en primer lugar a una composicién como se define en las reivindicaciones 1 a 7
que presenta una actividad de hidrolasa de sales biliares para el tratamiento o la prevencion de la giardiasis.

La expresion “actividad de hidrolasa de sales biliares” o “actividad de BSH” se refiere a la capacidad de una
composicion segun la invencidon para hidrolizar sales biliares conjugadas para generar sales biliares
desconjugadas, y glicina o taurina. BSH escinde el enlace peptidico de los acidos biliares, lo que da como resultado
la eliminacién del grupo de aminoacidos del nucleo esteroideo, y la produccion de acidos biliares desconjugados
0 no conjugados, que precipitan a pH bajo.

La expresion “tratamiento o prevencion de la giardiasis” se refiere al tratamiento o la prevencion de trastornos
asociados con la presencia en el intestino de Giardia lamblia o de Giardia intestinalis, y en particular trastornos
asociados con la infestacion y/o colonizacion del intestino por dichos parasitos.

Las sales biliares conjugadas, o acidos biliares, son acido glicocdlico (GCA), acido taurocolico (TCA), acido
glicodesoxicolico (GDCA), acido taurodesoxicolico (TDCA), acido glicoquenodesoxicolico (GCDCA), y acido
tauroquenodesoxicolico (TCDCA). Las sales biliares no conjugadas, asimismo denominadas sales biliares
desconjugadas, son: acido célico (CA), acido desoxicolico (DCA), y acido quenodesoxicolico (CDCA).

La actividad de BSH se evalua mediante la deteccion de los productos generados por la reaccidon enzimatica, en
particular la deteccion:

» de dlicina y/o taurina, liberada de sales biliares conjugadas,
» de acido colico (CA), acido desoxicolico (DCA), y/o acido quenodesoxicolico (CDCA)

mediante métodos de deteccion clasicos bien conocidos por un experto en la materia de la enzimologia, que
incluyen, sin restriccion, cromatografia, espectrometria de masas, analisis protedmico, espectrofotometria,
fluorometria, colorimetria, o quimioluminiscencia, y cualquier método tal como se describe en la presente memoria
descriptiva. En una forma de realizacion particular, CA, DCA y/o CDCA se detectan mediante analisis de
espectrometria de masas (analisis LC/ESI-MS) de componentes biliares, y analisis proteémico.

Un método especifico para la deteccion de la actividad de BSH incluye un método tal como el descrito en la
presente memoria descriptiva, usando analisis de espectrometria de masas (analisis LC/ESI-MS) y analisis
protedmico de componentes biliares. Asimismo puede detectarse, en bacterias, mediante un método que
comprende el crecimiento de dichas bacterias en un caldo adaptado, el esparcimiento de las bacterias sobre un
medio suplementado, o no, con acido glicodesoxicolico al 0,2% (p/vol), e incubacién anaerdbica durante 48 h. Los
precipitados blancos alrededor de las colonias y el aclaramiento del medio son indicativos de la actividad de BSH.

Por lo tanto, la presente descripcion se refiere a una composicién que exhibe una actividad de hidrolasa de sales
biliares para el tratamiento o la prevencioén de la giardiasis, comprendiendo dicha composicién por lo menos uno
de los siguientes elementos, o una combinacion de los mismos:

- Una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH),

- Una bacteria capaz de segregar por lo menos una BSH, con la excepcion de las cepas bacterianas
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Lactobacillus johnsonii La1 (referencia publica NCC533, CNCM 1-1225), Lactobacillus acidophilus La10
(NCC90, CNCM 1-2332), Bifidobacterium bifidum (NCC189, CNCM 1-2333) y Bifidobacterium infantis
(NCC200, CNCM 1-2334),

- Una célula hospedadora recombinante capaz de segregar por lo menos una BSH.

La presente invencién se refiere a una composicion que presenta actividad de hidrolasa de sales biliares para el
tratamiento o la prevencion de la giardiasis, comprendiendo dicha composicion por lo menos uno de los siguientes
elementos, o una combinacién de los mismos:

- Una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH),

- Una bacteria capaz de segregar por lo menos una BSH, con la excepcion de las cepas bacterianas
Lactobacillus johnsonii La1 (referencia publica (NCC90, CNCM 1-2332), Bifidobacterium bifidum (NCC189,
CNCM 1-2333) y Bifidobacterium infantis (NCC200, CNCM 1-2334),

- Una célula hospedadora recombinante capaz de segregar por lo menos una BSH,

en la que dicha actividad de BSH se determina mediante la deteccién de la presencia de glicina o taurina, liberada
de sales biliares conjugadas, o mediante la deteccion de la presencia de acido colico (CA), acido desoxicolico
(DCA), y/o acido quenodesoxicolico (CDCA).

La actividad de BSH de una enzima BSH se expresa como unidades enzimaticas (U) cuando se ensaya usando
un sustrato taurodesoxicélico y/o glicodesoxicdlico. Un ejemplo de esta determinacion se describe en el Ejemplo
13 de la presente solicitud de patente. El nivel de la actividad de una BSH, en una composicién segun la
descripcion, puede expresarse por referencia a la actividad de BSH de C. perfringens comercial, y posiblemente
usando un ensayo para dicha actividad como se describe en el aviso del fabricante de C. perfringens.

En un aspecto particular, la presente descripcién se refiere a una composicion que exhibe una actividad de BSH
para utilizacion en el tratamiento o prevencion de la giardiasis, en la que dicha actividad de BSH esta comprendida
entre 0,0001 Uy 100 U, entre 0,001 Uy 10 U, entre 0,01 Uy 1 U, entre 0,1 Uy 0,5 U.

En un primer aspecto particular, la presente invencién se refiere a una composicién que presenta actividad de
hidrolasa de sales biliares para el tratamiento o prevencion de la giardiasis, en la que la actividad de hidrolasa de
sales biliares esta asociada con la presencia de por lo menos una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH).

En otro aspecto particular, la presente descripcion se refiere a una composicion que exhibe una actividad de BSH
para utilizacion en el tratamiento o prevencion de la giardiasis, en la que dicha composicion comprende una enzima
BSH, o es capaz de segregar por lo menos una enzima BSH, en la que la concentracion de BSH presente en dicha
composicion esta comprendida entre 0,01 pg/ml y 10 mg/ml, entre 0,1 ug/ml y 1 mg/ml, entre 0,5 pg/mly 200 pg/ml,
entre 1 ug/ml y 100 ug/ml, entre 1 ug/mly 50 pg/ml, o entre 5 pyg/mly 20 pg/mi.

En una forma de realizacion particular, una composicién segun la invencion exhibe una actividad de hidrolasa de
sales biliares asociada con la presencia de por lo menos una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH),
seleccionandose dicha enzima de entre BSH procariota, o BSH sintetizada por bacterias. En una forma de
realizacion mas particular, una composicion segun la invencion exhibe una actividad de hidrolasa de sales biliares
asociada con la presencia de por lo menos una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH) sintetizada por una
bacteria del acido lactico.

Una bacteria del acido lactico se define como bacterias grampositivas que comparten caracteristicas metabdlicas
y fisiolégicas comunes, en las que el acido lactico se produce como un producto final metabdlico principal de la
fermentacién de hidratos de carbono. El grupo de bacterias del acido lactico incluye en particular Lactobacillus,
Lactococcus, y Bifidobacterium. En una forma de realizacion mas particular, una composicion segun la invencion
exhibe una actividad de hidrolasa de sales biliares asociada con la presencia de por lo menos una enzima hidrolasa
de sales biliares (BSH) cuya secuencia de aminoacidos comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por
lo menos 80% de identidad, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo
menos 99% de identidad con, o que es una variante natural de, una secuencia de aminoacidos seleccionada de
entre el grupo que consiste en:

- Lactobacillus johnsonii La1 BSH-12 (LJ 1412) (SEC ID N°1, numero de entrada de UniProtKB Q741V4)
- Lactobacillus johnsonii La1 BSH-47 (LJ 1147) (SEC ID N°2, nimero de entrada de UniProtKB Q74JG0)
- Lactobacillus johnsonii La1 BSH-56 (LJ 0056) (SEC ID N°3, numero de entrada de UniProtKB Q74LX7)

- Lactobacillus gasseri (referencia ATCC: 33323) BSH-A (SEC ID N°4, numero de entrada de UniProtKB
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B9V405)
- Lactobacillus gasseri BSH-B (SEC ID N°5, numero de entrada de UniProtKB Q9AHJ7)
- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 (SEC ID N°6, numero de entrada de UniProtKB F4AEI5),
- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 (SEC ID N°7, numero de entrada de UniProtKB F4AACA3),
- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 (SEC ID N°8, numero de entrada de UniProtKB F4ADE7).

Un experto en la materia encuentra facilmente la enzima BSH adecuada en una composicion segun la presente
descripcion, y puede seleccionarse, en particular, de entre las siguientes:

- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH, numero de entrada de UniProtKB F4AEI5,

Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH, numero de entrada de UniProtKB F4ACAS3,

Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH, numero de entrada de UniProtKB F4ADE?7,

Lactobacillus johnsonii pf01 BSH, nimero de entrada de UniProtKB F7SHH3, y
- Lactobacillus johnsonii pf01 BSH, nimero de entrada de UniProtKB F7SGA1.

La presente invencion comprende la presencia de variantes de enzimas BSH que tienen por lo menos 80%, por lo
menos 85%, preferentemente 90%, por lo menos 90%, mas preferentemente 95%, por lo menos 95%, e incluso
mas preferentemente 98%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad con una secuencia seleccionada
de entre el grupo que consiste en SEC ID N°1 a SEC ID N°7. Como se usa en la presente memoria, el término
“identidad” significa en la presente memoria que dos secuencias de aminoacidos son idénticas (es decir,
aminoacido por aminoacido) en la ventana de comparacion. La expresion “porcentaje de identidad de secuencia”
se calcula comparando dos secuencias alineadas de manera 6ptima en la ventana de comparacion, determinando
el niUmero de posiciones en las que aparecen restos de aminoacidos idénticos en ambas secuencias para producir
el numero de posiciones emparejadas, dividiendo el nimero de posiciones emparejadas entre el numero total de
posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el tamafo de la ventana), y multiplicando el resultado por 100
para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. El porcentaje de identidad de secuencia de una secuencia
de aminoacidos asimismo se puede calcular usando el software BLAST con el parametro por defecto o definido
por el usuario. Segun se aplica a los polipéptidos, la expresion identidad sustancial significa que dos secuencias
peptidicas, cuando se alinean de manera éptima, comparten por lo menos alrededor de 80% de identidad de
secuencia, preferentemente por lo menos 85% de identidad, preferentemente por lo menos alrededor de 90% de
identidad de secuencia, mas preferentemente por lo menos alrededor de 95% de identidad de secuencia, por lo
menos 98% de identidad de secuencia o mas (por ejemplo, 99% de identidad de secuencia). Como se usa en la
presente memoria, un “derivado” o “secuencia derivada de”, o “variante natural”, se refiere a una secuencia de
aminoacidos que tiene por lo menos 80% de identidad, preferentemente por lo menos 85% de identidad, mas
preferentemente por lo menos 90% de identidad, e incluso mas preferentemente por lo menos 95% de identidad o
mas, tal como por lo menos 98% de identidad de secuencia, o 99% de identidad con dicha secuencia de
aminoacidos de referencia.

Mas particularmente, la presente invencion se refiere a una composicion que exhibe una actividad de hidrolasa de
sales biliares asociada con una enzima BSH, para su utilizacion en la prevencion o el tratamiento de la giardiasis,
en la que la secuencia de aminoacidos de dicha enzima se selecciona de entre las siguientes:

- Lactobacillus johnsonii La1 BSH-12 (SEC ID N°1),

- Lactobacillus johnsonii La1 BSH-47 (SEC ID N°2),

- Lactobacillus johnsonii La1 BSH-56 (SEC ID N°3),

- Lactobacillus gasseri BSH-A (SEC ID N°4),

- Lactobacillus gasseri BSH-B (SEC ID N°5),

- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH (SEC ID N°6), numero de entrada de UniProtKB F4AEI5,

- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH (SEC ID N°7), numero de entrada de UniProtKB F4ACA3,

- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH (SEC ID N°8), numero de entrada de UniProtKB F4ADE?.
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En otra forma de realizacion particular, la invencion se refiere a una composicion que presenta actividad de
hidrolasa de sales biliares para su utilizaciéon en la prevencion o el tratamiento de la giardiasis, en la que dicha
composicion comprende una bacteria del acido lactico capaz de segregar una BSH, seleccionandose dicha
bacteria del acido lactico de entre: Lactococcus, Lactobacillus, con la excepcion de las cepas bacterianas
Lactobacillus johnsonii La1 (NCC533, CNCM 1-1225) y de Lactobacillus acidophilus (NCC90, CNCM 1-2332), y
Bifidobacterium, con la excepcion de las cepas bacterianas Bifidobacterium bifidum (NCC189, CNCM 1-2333) y de
Bifidobacterium infantis (NCC200, CNCM 1-2334).

La expresion “bacterias del acido lactico” se refiere a la presencia de por lo menos un microorganismo, en el que
el microorganismo esta presente preferentemente de aproximadamente 106 a 1012 cfu (unidad formadora de
colonias). Los microorganismos pueden estar presentes como tales, u opcionalmente después de una etapa de
purificacion a partir de un medio de cultivo. En otra forma de realizacidon, una composicion segun la descripcion
comprende el sobrenadante de un medio de cultivo de dicho microorganismo, que puede concentrarse mediante
cualquier método conocido por un experto en la materia.

Por tanto, la invencion se refiere a una composicion que presenta actividad de hidrolasa de sales biliares para su
utilizacion en la prevencion o el tratamiento de la giardiasis, comprendiendo dicha composicion un Lactobacillus,
con la excepcion de las cepas bacterianas Lactobacillus johnsonii La1 (NCC533, CNCM 1-1225) y de Lactobacillus
acidophilus (NCC90, CNCM 1-2332).

La invencién asimismo se refiere a una composicion que exhibe una actividad de hidrolasa de sales biliares para
su utilizacion en la prevencion o el tratamiento de la giardiasis, comprendiendo dicha composicion un
Bifidobacterium, con la excepcion de las cepas bacterianas Bifidobacterium bifidum (NCC189, CNCM 1-2333) y de
Bifidobacterium infantis (NCC200, CNCM 1-2334).

En un aspecto mas particular, una composicion segun la invencion comprende un Lactobacillus seleccionado de
entre el grupo que consiste en:

- Lactobacillus johnsonii, con la excepcion de las cepas bacterianas Lactobacillus johnsonii La1 (NCC533,
CNCM 1-1225)

- Lactobacillus gasseri,
- Lactobacillus acidophilus, con la excepcion de Lactobacillus acidophilus (NCC90, CNCM 1-2332), y
- Lactobacillus reuteri.

Las siguientes cepas bacterianas han mostrado una actividad particular en una composiciéon segun la invencion,
como se muestra en la parte de “Ejemplos” de la memoria descriptiva.

En un aspecto particular, la descripcion se refiere a una composicion que exhibe una actividad de hidrolasa de
sales biliares para su utilizacion en la prevencion del tratamiento de la giardiasis, comprendiendo dicha
composicion un lactobacilo seleccionado de entre el grupo que consiste en las cepas bacterianas referenciadas
como:
- Lactobacillus johnsonii:

Cepa bacteriana depositada en el CNCM, Institut Pasteur, Paris, con el nimero 1-4885, el 7 de agosto de 2014

Cepa bacteriana depositada con la referencia CIP103614,

Cepa bacteriana depositada con la referencia CIP 103786,

Cepa bacteriana depositada con la referencia CIP 103620,

Cepa bacteriana depositada con la referencia CIP103652,

Cepa bacteriana depositada con la referencia CIP103653,

Cepa bacteriana depositada con la referencia CIP103654,

Cepa bacteriana depositada con la referencia CIP103781,

Cepa bacteriana depositada con la referencia CIP103782,

- Lactobacillus gasseri:
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Cepa bacteriana depositada con la referencia ATCC33353,
Cepa bacteriana depositada en el CNCM, Institut Pasteur, Paris, con el nimero 1-4884, el 7 de agosto de 2014,
Cepa bacteriana depositada con la referencia LMG11413,
- Lactobacillus acidophilus
Cepa bacteriana depositada con la referencia ATCC700396.

En una forma de realizacion particular, Lactobacillus se selecciona de entre el grupo que consiste en las cepas
bacterianas referenciadas como:

Lactobacillus johnsonii: depositado en el CNCM, Institut Pasteur, Paris, con el nimero 1-4885, el 7 de agosto
de 2014

Lactobacillus gasseri: depositado en el CNCM, Institut Pasteur, Paris, con el numero 1-4884, el 7 de agosto de
2014.

En un aspecto particular, la presente invencion se refiere a una composicion que exhibe una actividad de BSH para
la prevencion o el tratamiento de la giardiasis, comprendiendo dicha composicidon una bacteria del acido lactico
capaz de segregar una BSH, en la que dichas bacterias estan presentes en una cantidad comprendida entre 108
a 10'? cfu/g de bacterias.

En otra forma de realizacion particular, la presente invencién se refiere a una composiciéon que exhibe una actividad
de hidrolasa de sales biliares para su utilizaciéon en la prevencion del tratamiento de la giardiasis, comprendiendo
dicha composicion una célula hospedadora que comprende una secuencia de acido nucleico heterdloga que
codifica por lo menos una enzima hidrolasa de sales biliares, pudiendo dicha célula hospedadora segregar dicha
enzima hidrolasa de sales biliares.

La expresion “célula hospedadora” se refiere a una célula viva capaz de recibir acido nucleico heterélogo, y capaz
de sintetizar por lo menos una proteina codificada por dicho acido nucleico heterélogo. En una forma de realizacion
preferida, dicho acido nucleico heterdlogo es un vector de expresion que contiene secuencias de acido nucleico
capaces de codificar una proteina de interés y todos los elementos reguladores necesarios para la produccion de
dicha proteina en dicha célula hospedadora.

En un aspecto particular, una composicion segun la invencién comprende una célula hospedadora que comprende
por lo menos una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre las siguientes:

- una secuencia nucleotidica que codifica L. johnsonii La1 BSH-12 (SEC ID N°9), o una variante natural de
la misma, en la que dicha variante natural tiene una secuencia nucleotidica de por lo menos 80%, por lo
menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad
con SEC ID N°9,

- una secuencia nucleotidica que codifica L. johnsonii La1 BSH-47 (SEC ID N°10), o una variante natural de
la misma, en la que dicha variante natural tiene una secuencia nucleotidica de por lo menos 80%, por lo
menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad
con SEC ID N°10,

- una secuencia nucleotidica que codifica L. johnsonii La1 BSH-56 (SEC ID N°11), o una variante natural de
la misma, en la que dicha variante natural tiene una secuencia nucleotidica de por lo menos 80%, por lo
menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad
con SEC ID N°11.

En otro aspecto particular, la invencion se refiere a una célula hospedadora para utilizacién en el tratamiento o la
prevencion de la giardiasis, comprendiendo dicha célula hospedadora por lo menos una secuencia de acido
nucleico, en la que dicha por lo menos una secuencia de acido nucleico puede ser heteréloga, seleccionada de
entre las siguientes:

- una secuencia nucleotidica que codifica L. johnsonii La1 BSH-12 (SEC ID N°9), o una variante natural de
la misma, en la que dicha variante natural tiene una secuencia nucleotidica de por lo menos 80%, por lo
menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad
con SEC ID N°9,

- una secuencia nucleotidica que codifica L. johnsonii La1 BSH-47 (SEC ID N°10), o una variante natural de
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la misma, en la que dicha variante natural tiene una secuencia nucleotidica de por lo menos 80%, por lo
menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad
con SEC ID N°10,

- una secuencia nucleotidica que codifica L. johnsonii La1 BSH-56 (SEC ID N°11), o una variante natural de
la misma, en la que dicha variante natural tiene una secuencia nucleotidica de por lo menos 80%, por lo
menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos 99% de identidad
con SEC ID N°11.

Cualquier enzima BSH adecuada en una composicion segun la presente descripcion puede ser seleccionada por
un experto en la materia, y una secuencia nucleotidica que codifica dicha enzima puede encontrarse en bases de
datos publicas, se puede seleccionar, en particular, de entre las siguientes:

- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH, numero de entrada de UniProtKB F4AEI5,

- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH, numero de entrada de UniProtKB F4ACAS3,

- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH, numero de entrada de UniProtKB F4ADE?7,

- Lactobacillus johnsonii pf01 BSH, nimero de entrada de UniProtKB F7SHH3,

- Lactobacillus johnsonii pf01 BSH, nimero de entrada de UniProtKB F7SGA1,

- Clostridium perfringens BSH

- Lactobacillus acidophilus BSH, cepa bacteriana referenciada como ATCC700396.
En un aspecto mas particular, una composicion segun la presente invencién comprende una célula hospedadora
que comprende por lo menos una secuencia de acido nucleico que codifica una BSH, seleccionandose dicha célula
hospedadora de entre el grupo de bacterias del acido lactico. Mas particularmente, dicha bacteria del acido lactico
se selecciona de entre lactobacilos y lactococos. En una forma de realizacion particular de la invencion, dicha
bacteria del acido lactico es Lactococcus lactis. En otra forma de realizacion particular de la invencién, dicha
bacteria del acido lactico es un lactobacilo seleccionado de entre el grupo que consiste en:

- Lactobacillus johnsonii,

- Lactobacillus reuteri, y

- L Lactobacillus gasseri.
En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la utilizacién de una composiciéon que exhibe actividad de
hidrolasa de sales biliares para el tratamiento o la prevencion de la giardiasis, en el que dicha composicion
comprende:

- una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH),

- una bacteria capaz de segregar por lo menos una BSH, con la excepcion de la cepa Lactobacillus johnsonii
La1, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum y Bifidobacterium infantis,

- una célula hospedadora recombinante capaz de segregar por lo menos una BSH heterdloga, o
- una combinacion de las mismas.

En una forma de realizacion mas particular, la presente invencion se refiere a la utilizacién de una composicion
que exhibe una actividad de hidrolasa de sales biliares, en el que dicha composicion comprende: una enzima
hidrolasa de sales biliares (BSH), una bacteria capaz de segregar por lo menos una BSH, con la excepcion de la
cepa Lactobacillus johnsonii La1, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum y Bifidobacterium infantis, una
célula hospedadora recombinante capaz de segregar por lo menos una BSH heterdloga, o una combinacion de las
mismas, para el tratamiento o la prevencion de la giardiasis, en seres humanos.

En otra forma de realizacion mas particular, la presente invencién se refiere a la utilizacién de una composicion
que exhibe una actividad de hidrolasa de sales biliares, en el que dicha composicion comprende: una enzima
hidrolasa de sales biliares (BSH), una bacteria capaz de segregar por lo menos una BSH, con la excepcion de la
cepa Lactobacillus johnsonii La1, una célula hospedadora recombinante capaz de segregar por lo menos una BSH
heterdloga, o una combinacion de las mismas, para el tratamiento o la prevencion de la giardiasis en animales. De
hecho, una composicion segun la invencion puede usarse para el tratamiento o la prevencion de la giardiasis en
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cerdos y en vacas; por lo tanto, en una forma de realizacion particular, una composicién segun la invencion es para
utilizacion en el tratamiento o prevencion de la giardiasis en cerdos o en vacas.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende, como
principio activo, una BSH, una bacteria del acido lactico capaz de segregar por lo menos una BSH, una célula
hospedadora capaz de segregar una BSH, o una combinacién de las mismas, y un portador farmacéuticamente
aceptable.

Una composiciéon farmacéutica segun la invencion comprende una cantidad eficaz de una BSH, una bacteria del
acido lactico capaz de segregar por lo menos una BSH, una célula hospedadora capaz de segregar una BSH, o
una combinacion de las mismas, y un portador farmacéuticamente aceptable, en la que dicha cantidad se define
como unidades cataliticas (U), para la enzima BSH o la enzima BSH recombinante, o0 como una serie de unidades
formadoras de colonias (cfu), para las bacterias vivas.

Una composicion farmacéutica segun la invencion se selecciona de una composicion administrable por via oral,
que incluye, sin restriccion, comprimidos, suspension bacteriana liquida, suplemento oral seco, suplemento oral
himedo, y composiciones de alimentacién por sonda.

Otras preparaciones farmacéuticas o nutricionales adecuadas para la administracion oral son capsulas de gelatina
duras o blandas hechas de gelatina y un plastificante tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas duras pueden incluir
el compuesto de la invencion mezclado con cargas tal como lactosa, aglutinantes tales como almidones, y/o
lubricantes tales como talco o estearato de magnesio, y si se desea, estabilizantes. En las capsulas blandas, el
compuesto de la invencion se disuelve o suspende preferentemente en un liquido adecuado, tal como aceite graso,
aceite de parafina, o un polietilenglicol liquido, al que se puede afadir un estabilizante.

En una forma de realizacion particular, una composicion farmacéutica segun la invenciéon comprende una cantidad
eficaz de una enzima BSH y un portador farmacéuticamente aceptable para una administracion a animales. En un
aspecto mas particular, una composicién farmacéutica de la invencién comprende una enzima BSH-12, BSH-47
y/o BSH-56, y un portador que comprende un vehiculo para la administracion oral de moléculas, mezclado con un
amortiguador de cultivo celular.

Un experto en la materia es capaz de seleccionar un vehiculo adaptado, como ejemplo se puede citar
SYRSPEND®, y preparar una mezcla adaptada para su administracion oral, por ejemplo mezclando dicho vehiculo
con una disolucion diluyente y/o con un amortiguador. Como ejemplo, una composicién farmacéutica segun la
invencion comprende una cantidad eficaz de una enzima BSH-12, BSH-47 y/o BSH-56 y un portador que
comprende una mezcla de SYRSPEND® NaHCO3 16,4%, DMEM (Medio de cultivo modificado de Dulbecco).

Los nucleos de los comprimidos recubiertos se pueden proporcionar con recubrimientos adecuados, que si es
apropiado son resistentes a los jugos gastricos, utilizando, entre otros, disoluciones concentradas de azucar que
pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, polietilenglicol y/o diéxido de titanio, disoluciones de
goma laca en disolventes organicos o mezclas de disolventes adecuados, o, para la preparacion de recubrimientos
resistentes a jugos gastricos, disoluciones de preparaciones de celulosa adecuadas tales como ftalato de
acetilcelulosa o ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa. Se pueden afadir tintes o pigmentos a los comprimidos o
comprimidos recubiertos, por ejemplo, para identificar o indicar diferentes dosis del principio activo.

En una forma de realizacidon mas particular, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende una BSH, una bacteria del acido lactico capaz de segregar por lo menos una BSH, una célula
hospedadora capaz de segregar una BSH, o una combinacién de las mismas como principio activo, en la que dicho
principio activo esta encapsulado.

En otro aspecto particular, la presente descripcion se refiere a un procedimiento para la preparacién de una
composicion que exhibe una actividad de hidrolasa de sales biliares para el tratamiento o la prevencion de la
giardiasis, comprendiendo dicha composicién un portador y por lo menos uno de los siguientes elementos, o una
combinacién de los mismos:

- una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH),

- una bacteria capaz de segregar por lo menos una BSH, con la excepcién de las cepas bacterianas
Lactobacillus johnsonii La1 (referencia publica NCC533, CNCM 1-1225), Lactobacillus acidophilus La10
(NCC90, CNCM 1-2332), Bifidobacterium bifidum (NCC189, CNCM 1-2333), y Bifidobacterium infantis
(NCC200, CNCM 1-2334),

- una célula hospedadora recombinante capaz de segregar por lo menos una BSH.

En un aspecto mas particular, la presente descripcion se refiere a un procedimiento para la preparacion de una
composicion que exhibe una actividad de hidrolasa de sales biliares para el tratamiento o la prevencion de la
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giardiasis, comprendiendo dicha composiciéon un portador farmacéuticamente aceptable y por lo menos uno de los
siguientes elementos, o una combinacion de los mismos:

- una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH),

- una bacteria capaz de segregar por lo menos una BSH, con la excepcién de las cepas bacterianas
Lactobacillus johnsonii La1 (referencia publica NCC533, CNCM 1-1225), Lactobacillus acidophilus La10
(NCC90, CNCM 1-2332), Bifidobacterium bifidum (NCC189, CNCM 1-2333), y Bifidobacterium infantis
(NCC200, CNCM 1-2334),

- una célula hospedadora recombinante capaz de segregar por lo menos una BSH.

En otro aspecto mas particular, la presente descripciéon se refiere a un procedimiento para la preparacion de una
composicion que exhibe una actividad de hidrolasa de sales biliares para el tratamiento o la prevencion de la
giardiasis, comprendiendo dicha composicion un portador aceptable para una composicion alimenticia o un
suplemento dietético y por lo menos uno de los siguientes elementos, o una combinacion de los mismos:

- una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH),

- una bacteria capaz de segregar por lo menos una BSH, con la excepcién de las cepas bacterianas
Lactobacillus johnsonii La1 (referencia publica NCC533, CNCM 1-1225), Lactobacillus acidophilus La10
(NCC90, CNCM 1-2332), Bifidobacterium bifidum (NCC189, CNCM 1-2333), y Bifidobacterium infantis
(NCC200, CNCM 1-2334),

- una célula hospedadora recombinante capaz de segregar por lo menos una BSH.

Un procedimiento segun la descripcién comprende por lo menos una etapa de poner en contacto dicho portador
con una cantidad eficaz de dicha enzima y/o dicha bacteria y/o dicho hospedador/célula, y una etapa de mezclar
dichos elementos a fin de preparar una composicién adecuada para su utilizacion pretendida.

La presente descripcion asimismo se refiere a un método para la prevencion o para el tratamiento de la giardiasis,
comprendiendo dicho método la administracién, a un paciente que lo necesita, de una composicién que comprende
por lo menos uno de los siguientes elementos, o una combinacion de los mismos:

- una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH),

- una bacteria capaz de segregar por lo menos una BSH, con la excepcién de las cepas bacterianas
Lactobacillus johnsonii La1 (referencia publica NCC533, CNCM 1-1225), Lactobacillus acidophilus (NCC90,
CNCM 1-2332), Bifidobacterium bifidum (NCC189, CNCM 1-2333), y Bifidobacterium infantis (NCC200,
CNCM 1-2334),

- una célula hospedadora recombinante capaz de segregar por lo menos una BSH.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una composicion alimenticia o un suplemento dietético
que comprende, como principio activo, una BSH, una bacteria del acido lactico capaz de segregar por lo menos
una BSH, una célula hospedadora capaz de segregar una BSH, o una combinacion de las mismas, y opcionalmente
un portador.

Una composicion alimenticia o un suplemento dietético segun la invencion comprende una cantidad eficaz de una
BSH, una bacteria del acido lactico capaz de segregar por lo menos una BSH, una célula hospedadora capaz de
segregar una BSH, o una combinacién de las mismas, y un portador farmacéuticamente aceptable, en el que dicha
cantidad eficaz se define como unidades cataliticas (U), para la enzima BSH o enzima BSH recombinante, o como
varias unidades formadoras de colonias (cfu), para las bacterias vivas.

Una composicion alimenticia o un suplemento dietético seguin la invencién se puede proporcionar como una
composicion seca o hiumeda, y se puede seleccionar, sin restriccion, entre leche, yogur, queso, leche en polvo, y
alimento para mascotas.

Leyendas de las figuras

Figuras 1A y 1B: efecto inhibidor del sobrenadante de LjLa1 sobre G. lamblia. La figura 1A representa la
concentracion de parasitos en funcion del tiempo de incubacion en presencia de KM-FCS con (simbolos en
negro) o sin (simbolos en blanco) bilis bovina (0.75 g/l, concentracion final), en presencia (cuadrados) o
ausencia (diamantes) de sobrenadante bacteriano (LjLa1sn). La concentracion de parasitos se estimé contando
las células vivas con una camara de células Malassez, como se indica en el ejemplo 1. N=2. La figura 1B
representa el porcentaje de inhibicion del crecimiento de G. lamblia después de 24 h de cultivo expresado en
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funcién de la concentracion de sales biliares (histogramas grises) o de la bilis bovina completa (histogramas
negros, parte derecha de la figura). Se incubaron trofozoitos de G. lamblia en KM-FCS durante 24 h a 37°C en
condiciones anaerdbicas con LjLA1sn y diversas concentraciones de sales biliares (0.016, 0.032, 0.048 g/,
concentracion final) o bilis bovina completa (0.5, 0.6, 0.75 g/l, concentracion final). Los valores de inhibicion del
crecimiento (%) se normalizaron segun el control en KM-FCS acidificado con &cido lactico suplementado con
concentraciones similares de bilis bovina o sales biliares. Nimero de experimentos independientes = 3.

Figuras 2A a 2C: porcentaje de inhibicién del crecimiento de G. lamblia después de 24 h de cultivo. La figura
2A representa el porcentaje de G. lamblia en presencia de (de izquierda a derecha) LjLa1sn sin tratamiento con
proteasa, LjLa1sn con proteinasa K, LjLa1sn con pronasa; LjLa1sn con catalasa o calentado a 90°C durante
10 min antes del ensayo de inhibicion del crecimiento de G. /lamblia. La inhibicion del crecimiento (%) se
normalizd segun el control emparejado: medio MTYI ajustado con acido lactico incubado con perlas acopladas
a proteasa o tratado durante 10 min a 90°C. Numero de experimentos independientes = 3.

La Figura 2B representa el porcentaje de inhibicion del crecimiento de G. lamblia después de 24 h de cultivo a
pH variable. El sobrenadante de LjLa1 en medio MTYI se ajusté a pH 6.2, 6.7, 6.9, o 7.2 (histogramas de
izquierda a derecha) antes de los ensayos de inhibicion del crecimiento de Giardia. La inhibicién del crecimiento
(%) se normalizé segun el control, es decir, el MTY| ajustado con &cido lactico se elevé posteriormente a pH
6.2, 6.7, 6.9, o 7.2. Numero de experimentos independientes = 3. La Figura 2C representa el porcentaje de
inhibicién del crecimiento de G. lamblia después de 24 h de cultivo en sobrenadante de un cultivo de LjLa1 en
medio KM-FCS filtrado a través de una membrana de corte de MW de 10 kDa, 30 kDa, o 50 kDa (de izquierda
a derecha). EI KM-FCS acidificado solo se procesé de manera similar. Las fracciones por encima y por debajo
de los respectivos umbrales se analizaron para determinar la inhibicién del crecimiento de Giardia en presencia
de bilis (0.5 g/l). Los valores de inhibicion (%) se normalizaron segun los controles de KM-FCS. Numero de
experimentos independientes = 3.

Figuras 3A a 3C: impacto del sobrenadante de LjLa1 en la composicion de la bilis bovina, como se muestra
mediante cromatogramas de iones totales detectados mediante LC-MS de las muestras tratadas con SPE
correspondientes a una incubacién de la bilis durante 24 h a 37°C con medio KM solo (figura 3A), sobrenadante
de LjLa1 (figura 3B), o sobrenadante de LjLa1 tratado con calor (figura 3C). Se establecieron perfiles
metabdlicos, a partir de los cuales se identificaron los componentes principales utilizando bases de datos, Metlin
(Smith et al., 2006) o LMSD (Sud et al., 2007), o de su patrén de fragmentacion MS/MS. TC: taurocolato, GC
glicocolato, TCDC: tauroquenodesoxicolato, TDC: taurodesoxicolato, GCDC: glicoquenodesoxicolato, GDC:
glicodesoxicolato, C: colato, CDC: quenodesoxicolato, DC: desoxicolato.

Figuras 4A y 4B: aumento del contenido de sales no conjugadas de colato y desoxicolato después del
tratamiento de la bilis con sobrenadante de LjLa1. Las figuras 4A y 4B representan un diagrama de caja que
muestra la intensidad relativa de colato (C) y desoxicolato (DC) para la bilis incubada en ausencia (izquierda)
y presencia (derecha) de sobrenadante de LjLa1.

Figuras 5A a 5C: la actividad inhibidora del crecimiento de G. lamblia y la actividad de BSH coeluyen en las
mismas fracciones después de la separacion del sobrenadante de LjLa1 mediante cromatografia de filtracion
en gel. Figura 5A: perfil de cromatografia. Figura 5B: actividad de BSH medida después de 24 h de incubacion
de GDC (2.4 g/l) con la fraccion de filtracion en gel recogida. Figura 5C: actividad inhibidora del crecimiento de
G. lamblia después de 24 h de incubacion con fracciones de cromatografia de filtracion en gel en presencia de
GDC (0.2 g/l).

Figura 6: inhibicion del crecimiento de Giardia lamblia mediante BSH de C. perfringens enzimaticamente activa
en presencia de sales biliares conjugadas con glicina (GDC, GCDC) o taurina (TDC, TCDC). BSH de C.
perfringens comercial, enzimaticamente activa (barras oscuras) o inactivada (barras claras) mediante
tratamiento por calor (100°C, 5 min), se afiadié a medio de crecimiento de G. lamblia. GDC: glicodesoxicolato,
GCDC: glicoquenodesoxicolato, TDC: taurodesoxicolato, TCDC: tauroquenodesoxicolato.

Figuras 7A a 7D: medida de la inhibicién de G. lamblia por citometria de flujo.

Figura 8: porcentaje de parasitos vivos de G. lamblia cuando se cultivan en presencia de diferentes cepas de
Lactobacillus.

Figura 9: actividad enzimatica de BSH-47 recombinante producida en E. coli. E. coli tipo salvaje o E. coli que
segrega BSH-47 se incubaron en presencia de acido taurodesoxicélico al 0,3% (paneles superiores) o en
presencia de acido glicodesoxicélico al 0,3% (paneles inferiores).

Figura 10: histograma que representa el nimero de parasitos vivos de Giardia (en células por ml) después de

la incubacion con (de izquierda a derecha) medio, medio y bilis, BSH de C. perfringens (1U), C. perfringens y
bilis, BSH-47 recombinante, BSH-47 recombinante vy bilis.
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Figuras 11Ay 11B: inhibicién del crecimiento de Giardia lamblia mediante BSH recombinante enzimaticamente
activa procedente de LjLA1 en presencia de bilis bovina (0,6 g/l) después de 20 h de incubacion. La figura 11A
representa la inhibicion del crecimiento de G. lamblia mediante BSH-47 recombinante. La figura 11B representa
la inhibicién del crecimiento de G. lamblia por BSH-56 recombinante.

Figuras 12A y 12B: recuentos de quistes o trofozoitos de G. lamblia después de la administracién a animales.
Los ratones neonatos recibieron PBS, LjLa1l o L. gasseri CNCM 1-4884 por sonda intragastrica (5. 102
CFU/ratones) diariamente desde el dia 5 antes de la inoculacion con los trofozoitos de G. lamblia WB clon C6
(105 trofozoitos por animal). El sondaje nasogastrico se realizd hasta el dia 15 (n = 8 a 12/grupo). Figura 12A:
recuento de trofozoitos de Giardia en el intestino delgado. Los valores son la media + SEM; p<0.05. Figura
12B: recuentos de quistes de Giardia en el intestino grueso de ratones que pertenecen a diferentes grupos.
Los valores son la media + SEM; p <0.05.

Figura 13: recuento de trofozoitos de G. lamblia en el intestino delgado. Los ratones se expusieron a los
trofozoitos de G. lamblia WB clon C6 (10° trofozoitos por animal) el dia 10. Los animales se trataron con PBS
0 BSH-47 a 1 pg/ml (0.5 ug por ratones), 10 ug/ml (5 ug por ratones) o 100 pg/ml (50 pg/ratones) mediante
sonda intragastrica diaria hasta el dia 15 (n = 10 a 11/grupo). Los valores son la media + SEM; p <0.05.

Ejemplos
Ejemplo 1: material y métodos
Productos y preparacion de disoluciones madre.

Se prepararon disoluciones de bilis bovina (Sigma y Difco) a 100 mg/ml de disolucién madre en agua destilada, se
filtraron a 0.2 ym, y se almacenaron a -20°C. Sales biliares puras (Sigma): glicocolato (GC), taurocolato (TC),
glicodesoxicolato (GDC), taurodesoxicolato (TDC), glicoguenodesoxicolato (GCDC) y tauroquenodesoxicolato
(TCDC), mezcla de sales biliares (Sigma) o sales biliares puras correspondientes (Sigma): colato (C), desoxicolato
(DC) y quenodesoxicolato (CDC), y acido fusidico (Sigma) se disolvieron en agua destilada hasta 12 mg/ml de
disolucién madre, se filtraron a 0.2 pym, y se mantuvieron a -20°C. Hidrolasa de acido biliar de coloilglicina (o
hidrolasa de sales biliares, BSH, EC 3.5.1.24) de Clostridium perfringens (Sigma) se prepar6 a 10 U/ml en agua
destilada (grado milli-Q), y se almaceno a -20°C. Se preparé acido yodoacético (Sigma) como una disolucién madre
0.5 M en agua destilada, y se congeld a -20°C. El suero fetal de ternera procedia de PAA Laboratories, GE
Healthcare. El kit NEFA-C utilizado para la determinacion cuantitativa de acidos grasos no esterificados (NEFA)
procedia de Biolabo (WAKO Diagnostics).

Cultivo celular de Giardia lamblia

Trofozoitos de cepas de G. lamblia WB (clon C6, ATCC30957) y HP1 (Portland-1, obSECuio de J. Tackezy) se
cultivaron como se describié previamente en medio de Keiser TYI-S-33 (KM) con algunas modificaciones. TYI-S-
33 se ajustd a pH 6.0, se suplementd con suero fetal de ternera inactivado por calor al 10% (Paget et al., 2004) y
0.6 mg/ml de bilis bovina (Carnaby et al., 1994). Se subcultivaron regularmente a una densidad de 5 x 10* células
por tubo (12 ml) de parasitos en fase logaritmica enfriadas en hielo durante 10 min y centrifugadas a 700 x g, 5 min.

Cultivo de Lactobacillus johnsoniiy produccion de sobrenadante bacteriano

L. johnsonii La1 (LjLa1), CNRZ 1897, NCC533, fue proporcionado amablemente por Pascal Quénée (INRA Jouy
en Josas, Equipe Atalis) y se ha aislado del producto LC1 en 1996 (Chambourcy, Francia). Los cultivos madre de
LjLa1 se mantuvieron congelados en medio MRS Broth con glicerol al 15%. Las bacterias se subcultivaron en
medio MRS Broth (Sigma) o medio TYI-S-33 modificado (MTYI) (Perez et al. 2001), y se incubaron
anaerobicamente durante 12-18 h a 37°C. Las bacterias se cultivaron posteriormente en medio MTYl o KM
suplementado o no con suero fetal de ternera inactivado por calor al 10% durante 12-16 h en presencia o ausencia
de 0.6 mg/ml de bilis bovina. Después de centrifugar (3,000 x g, 10 min) y de la filtracién a 0,2 ym, el pH del
sobrenadante bacteriano se ajusté a 6.0, 6.2, 6.7, 6.9, o 7.2 con NaOH 5 N. Los controles apropiados se prepararon
como sigue: el acido lactico producido durante el crecimiento se cuantifico a partir de alicuotas de sobrenadantes
(kit Enzytec™, R-Biopharm), y se afadié una cantidad equivalente de acido lactico al medio reciente antes del
ajuste del pH.

Ensayo de inhibicién del crecimiento de G. lamblia in vitro

Un mililitro de suspension de trofozoitos (1 x 10° parasitos/ml en KM suplementado con suero fetal de ternera al
10% pero sin bilis bovina) se mezclé con 500 pl de sobrenadante bacteriano o hidrolasa de sales biliares de C
perfringens (BSH, 0.2, 1 0 2 U) o controles apropiados en KM o MTY!I, en presencia de diferentes concentraciones
de bilis bovina (0 a 0.6 mg/ml), sales biliares mixtas (0 a 0.2 mg/ml), sales biliares conjugadas (0 a 0.2 mg/ml), o
sales biliares no conjugadas (0 a 0.2 mg/ml). Las muestras se incubaron durante 24 h a 37°C, y después se
enfriaron en hielo durante 10 min para descargar los trofozoitos de la pared del tubo. Los trofozoitos vivos
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(parasitos con forma de pera que muestran signos de movilidad de flagelos) se contaron usando una camara de
células Malassez y/o usando un hemocitometro. Se calculé el factor de multiplicaciéon (es decir, nimero de
trofozoitos totales al final del experimento/nimero de trofozoitos en el tiempo cero), la tasa de supervivencia (es
decir, (ndmero de células vivas/nimero total de trofozoitos) x 100), y el porcentaje de inhibicion (es decir, 100-(el
numero de células vivas en presencia de los compuestos ensayados/numero de células vivas en el control)x100).

Purificacion parcial de fracciones activas de sobrenadantes bacterianos mediante filtracion en gel

Los sobrenadantes de cultivos de LjLa1 en MTYI o KM, ajustados a pH 6.0, se concentraron hasta 30 veces
mediante ultrafiltracion usando una unidad de filtro centrifugo Centriprep de 10 kDa (Millipore). Después de una
filtracion de 0.2 pm, los sobrenadantes concentrados se colocaron en una columna Sephacryl S300 16/100 (GE
Healthcare) previamente equilibrada con sulfato de amonio 20 mM, pH 6.0, en una camara fria, y se eluyeron con
el mismo amortiguador a un caudal de 1.8 a 2.0 ml/min. Se obtuvieron doce fracciones de efluente de 12 ml, se
concentraron 4 veces por ultrafiltracion en un Centriprep de 10 kDa como se describid anteriormente, y se
analizaron para determinar la inhibicion Giardia mediante ensayos clasicos de inhibicién del crecimiento in vitro en
presencia de bilis bovina o sales biliares. Como controles, se usaron las fracciones obtenidas mediante un
procesamiento similar de amortiguador de elucion solo y medio de control que contenia acido lactico (véase mas
arriba). La calibracion de la columna se llevo a cabo con ribonucleasa A (13,700 Da) y seroalbumina bovina
(67,000 Da).

Caracterizacion de la o las moléculas activas en el sobrenadante de LjLa1

El tamafio molecular de la o las moléculas activas presentes en el sobrenadante bacteriano se evalué mediante
ultrafiltracion usando unidades de filtro centrifugo Centriprep de 10 kDa, 30 kDa y 50 kDa. La estabilidad térmica
se evalud calentando el sobrenadante bacteriano a 90°C durante 10 minutos. La conservacion de la actividad del
sobrenadante de LjLa1 tras la didlisis se verifico dializando dos veces (durante 2 h y 15 h a 4°C, respectivamente)
el sobrenadante contra 100 voliumenes de medio KM suplementado con FCS al 10% o contra disolucion de GKN
(Pérez et al., 2001) (NaCl, 8 g/l; KCI, 0.4 g/l; glucosa, 2 g/l; NazHPO4, H20, 0.69 g/I; Na;HPO4, 1.57 g/l; pH 7.2 a
7.4) utilizando una membrana de dialisis Spectra-Por de MWCO de 3.5 kDa. El sobrenadante dializado se esterilizd
entonces mediante filtracion a través de una membrana de 0.2 ym, y se mantuvo congelado a -80°C antes de los
ensayos de inhibicion de G. lamblia.

Finalmente, la naturaleza bioquimica de las moléculas activas se determiné preincubando el sobrenadante
bacteriano concentrado 5 veces obtenido por ultrafiltracion (>10 kDa) con diferentes proteasas acopladas a perlas.
Brevemente, se acoplaron proteinasa K (Invitrogen) y pronasa (Merck) a Sepharose™ 4B (GE Healthcare) activada
con CNBr siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incubaron cinco mililitros de sobrenadante bacteriano
concentrado 5 veces 0 medio de control reciente concentrado 5 veces durante 6 h a temperatura ambiente en
presencia de 100 pul de perlas empaquetadas acopladas previamente con 1 mg de cada proteasa. Antes de los
ensayos de inhibicion del crecimiento, las perlas se eliminaron mediante centrifugacion (4,000 x g 5 min). Para
evaluar la capacidad de las proteasas para digerir proteinas del sobrenadante bacteriano, se estimé el contenido
de proteinas antes y después de la incubacion con proteasas mediante SDS-PAGE después de la precipitacion
con acido tricloroacético (TCA).

Medida de acidos grasos libres

Para evaluar la presencia de acidos grasos libres en el medio complejo que induce inhibicién del crecimiento de
Giardia, se analizaron FCS, bilis y sobrenadante de LjLa1 (LjLa1sn) para determinar el contenido de acidos grasos
no esterificados (NEFA), ya sea solos (FCS, LjLa1sn, bilis) o en combinaciéon (FCS-bilis, FCS-LjLa1sn, bilis-
LjLa1sn, FCS-bilis-LjLa1sn). La concentracion de cada componente fue la del ensayo de inhibicién. Se prepararon
muestras (0.5 ml), y se mantuvieron en hielo antes de incubarlas durante 24 h a 37°C en presencia de 4.8 x 10*
trofozoitos o sin células. Al final del periodo de incubacién, los tubos se enfriaron en hielo, se centrifugaron a 700
x g, 10 min a temperatura ambiente, después se tomo el sobrenadante, y se congel6 a -80°C antes de la medida
de los NEFA. Se determind el nimero de trofozoitos vivos y muertos utilizando una camara de células Malassez.
Los NEFA se cuantificaron utilizando el kit NEFA-C, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se us6 acido oleico
como patron, y los NEFA se expresaron como equivalentes de acido oleico (EQq).

Ensayos de actividad de hidrolasa de sales biliares

Después de la filtracion en gel, las fracciones eluidas se concentraron 10 veces por didlisis contra amortiguador de
acetato de amonio 20 mM que contenia sacarosa 2 M, pH 6.0, usando una membrana de MWCO de 3.5 kDa
(Spectrum Laboratories). Se utilizé glicodesoxicolato (GDC) para realizar ensayos de inhibicién del crecimiento y
ensayos enzimaticos. La actividad de BSH se monitorizd midiendo la liberacion de glicina de la sal biliar conjugada,
siguiendo el protocolo descrito por Grill et al., (2000). Brevemente, se mezclaron 100 pl de fracciones efluentes, o
1 unidad de BSH, o amortiguador de elucion, con 100 pl de 2.4 g/l de GDC, y se incubd 24 h a 37°C. Los controles
se realizaron en ausencia de sal biliar o preincubando fracciones de efluente con acido yodoacético 2 mM o 30 min
a 37°C. Para detener la reaccion enzimatica, se afiadié un volumen igual de TCA al 15% (200 pl), y las proteinas
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se precipitaron mediante centrifugacion a 20,000 g durante 15 minutos. Se afiadieron 680 pl de amortiguador de
borato 0.3 M, SDS al 1%, pH 9.5, y 80 pl de disolucion de &cido picrilsulfonico al 0.3% (Sigma) a 80 ul de
sobrenadantes. Las mezclas se incubaron durante 30 min en la oscuridad, y se afiadieron 800 yl de HCI 1 mM
para detener la reaccion. La concentracion de glicina se midié a 416 nm usando un espectrofotometro Uvikon 930
(Kontron Instruments). La curva patrén se establecié con glicina libre.

Analisis mediante LC/ESI-MS de modificaciones de componentes biliares por sobrenadantes de LjLa1

125 pl de medio de cultivo que contiene bilis de G. lamblia (KM, pH 6.0, con 2 g/l de bilis bovina) y 125 pl de
sobrenadantes de LjLa1 preparados a partir de un cultivo bacteriano en medio KM suplementado con suero bovino
fetal al 10%, ajustado a pH 6.0, se mezclaron y se incubaron durante la noche a 37°C. Se ensayaron dos lotes de
bilis diferentes (B1 y B2) y dos sobrenadantes bacterianos diferentes (S1 y S2). Las muestras se diluyeron 4 veces
en agua Milli-Q, y se sometieron a extraccion en fase solida (SPE) utilizando cartuchos Oasis® HLB (30 mg de
fase solida). Después de acondicionar con 3 ml de metanol y 3 ml de agua Milli-Q, los cartuchos se cargaron con
1 ml de muestra diluida 4 veces, se lavaron con 2 ml de agua Milli-Q, y se eluyeron con 2 ml de metanol. Las
fracciones eluidas se secaron a vacio y se resuspendieron en 500 pl de agua Milli-Q/acetonitrilo 90:10 (v/v). Cinco
pl de cada muestra resuspendida se analizaron mediante LC/ESI-MS en un sistema cromatografico Ultimate U3000
(Thermo) conectado a un espectrémetro de masas Q-STAR Pulsar Qg-TOF equipado con una fuente de
pulverizacion de iones (AB Sciex). La separacion por LC se logré en una microcolumna Interchrom Strategy C18-
2 (5 um, 150 x 1 mm, 100 A, Interchim). El gradiente de elucion fue 10% de fase mévil B (acetonitrilo) hasta 70%
de B frente a la fase movil A (formiato de amonio/acido formico 5 mM, pH 6) durante 45 min, a un caudal de
40 pl/min. Los datos de MS se adquirieron en modo negativo, en el intervalo m/z 250-1200. Cada experimento de
LC/ESI-MS se realizé dos veces. Asimismo se realizaron en cada muestra experimentos de LC/ESI-MS/MS
dependientes de datos, alternando MS de barrido completo de 1 segundo seguido de dos disociaciones inducidas
por colisién de iones de producto (CID) de 2 segundos de los iones principales detectados en la primera etapa,
utilizando un voltaje de colisién de -50 V.

Cada uno de los datos sin procesar de LC/ESI-MS se convirtié en Network Commun Data Form (NetCDF) utilizando
la herramienta de traduccion proporcionada por AB Sciex. Los datos se procesaron con XCMS (Smith et al. 2006),
un software implementado en el entorno R disponible gratuitamente (www.r-project.org), que permite la alineacion
automatica del tiempo de retencion, la filtracion adaptada, la deteccién de picos, y la coincidencia de picos.

Precipitacion de proteinas

Se anadieron 0.1% de lauroil sarcosinato de sodio (NLS, Sigma) a los sobrenadantes bacterianos. Después de
mezclar, se afiadio TCA (&cido tricloroacético) hasta una concentracion final de 7.5%, y la disolucion se precipitd
en hielo durante la noche. El precipitado mixto de proteina-detergente se recogié mediante centrifugacion (10,000
x g, 10 min, 4°C). El sobrenadante se eliminé cuidadosamente, y el pelete se lavd dos veces con 2 ml de
tetrahidrofurano preenfriado (Sigma). Finalmente, el pelete se disolvio en 0.4 ml de disolucion de extraccion (urea
7 M, tiourea 2 M, CHAPS al 4%, Tris(carboxietil)fosfina 5 mM) (Rabilloud et al., 2009).

Analisis protedmico del sobrenadante de LjLa1

El sobrenadante de LjLa1 precipitado con TCA se resuspendié en urea 8 M en TEAB (bicarbonato de trietilamonio)
20 mM, y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente (RT) con DTT (ditiotreitol) 20 mM, después con IAA
(iodoacetamida) 50 mM, y se incubd durante otra hora a RT en la oscuridad. La muestra se incubé con 0.05 UA de
endoproteinasa Lys-C (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japdn) durante 18 h a RT. La digestion con tripsina
(Promega) se realizd con 2 ug de enzima durante 4 h a RT, y se termindé con TFA (acido ftrifluoroacético),
concentracion final de 0.5%. La muestra se hizo pasar secuencialmente a través de dos microcolumnas caseras
Poros Oligo-R3 (PerSeptive Biosystems, Framingham, USA) empaquetadas (+1 cm) en puntas p200 sobre un
tapon de material C18 de 3MM. La resina cargada se lavo con 100 ul de TFA al 0.1%, y los péptidos se eluyeron
con 100 pl de acetonitrilo al 70% (ACN)/TFA al 0,1%, después con 20 pl de ACN al 100%. La muestra se desald,
se seco, se resuspendié en 50% de ACN, y se recogio el 10% para analisis de aminoacidos utilizando un analizador
de aminoacidos Biochrom 30 (Biochrom, Cambridge, U.K.), después se seco y se almacend a -80°C nuevamente
hasta el analisis.

Las muestras (3 ug por ciclo) se analizaron mediante un sistema EASY-nano LC (Proxeon Biosystems, Odense,
Dinamarca) acoplado en linea a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific, Waltham,
USA). Los péptidos se cargaron en un emisor de silice fundida de 18 cm (75 ym de diametro interno) empaquetados
en nuestras instalaciones con una columna capilar de fase inversa ReproSil-Pur C18-AQ de resina de 3 pm (Dr.
Maisch GmbH, Alemania), y se eluyeron usando un gradiente desde 100% de fase A (acido formico al 0.1%) hasta
35% de fase B (acido formico al 0.1%, acetonitrilo al 95%) durante 180 min, 35% hasta 100% de fase B durante 5
min, y 100% de fase B durante 8 min (un total de 23 min a 250 nl/min). Después de cada experimento, la columna
se lavo con 90% de fase B, y se reequilibré con fase A. Los espectros de masas se adquirieron en modo positivo
aplicando adquisicion de espectros de masas en tandem (MS/MS) y barrido de MS exploratorio automatico
dependiente de datos. Cada barrido de MS en el Orbitrap (intervalo de masas de m/z de 400-1800 y resolucion de
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100,000) fue seguido de MS/MS de los quince iones mas intensos en el LTQ. La fragmentacion en el LTQ se realizé
mediante disociacion inducida por colision, y los iones secuenciados seleccionados se excluyeron dinamicamente
durante 25 s. Los datos sin procesar se visualizaron en Xcalibur v.2.1 (Thermo Scientific, Waltham, USA), y el
procesamiento de datos se realizé utilizando Proteome Discoverer v.1.3 (Thermo Scientific, Waltham, USA). Los
archivos sin procesar generados se sometieron a busqueda utilizando Proteome Discoverer con un algoritmo
interno Mascot v.2.3 frente a la base de datos de proteinas predichas a partir de los aislados NCC533 y FI9785 de
L. johnsonii y el profago Lj965 de L. johnsonii. Las proteinas contaminantes (varios tipos de queratinas humanas,
BSA, y fripsina porcina) asimismo se afadieron a la base de datos, y todas las proteinas contaminantes
identificadas se eliminaron manualmente de las listas de resultados. Las busquedas se realizaron con los
siguientes parametros: precision de MS 10 ppm, precision de MS/MS 0.6 Da, digestion con tripsina con una
escision perdida permitida, modificacion de carbamidometilo fija de cisteina y modificacion variable de metionina
oxidada y acetilacion de proteina N-terminal. El nUmero de proteinas, grupos de proteinas y el nimero de péptidos
se filtraron para tasas de descubrimiento falso (FDR) menores que 1%, y solo se aceptaron para la identificacion
los péptidos con rango 1 y un minimo de 2 péptidos por proteina utilizando Proteome Discoverer (Charneau et al.,
2007); Queiroz et al. 2013).

Ejemplo 2: el efecto inhibidor del sobrenadante de L. johnsonii La1 depende de la bilis bovina, y mas
especificamente de las sales biliares

La mayoria de los medios descritos anteriormente para apoyar el crecimiento de G. lamblia contienen normalmente
bilis como suministro para los requisitos de colesterol y acidos grasos del parasito (Farthing et al., 1985, Gillin et
al., 1986, Halliday et al., 1995).

En nuestras manos, el crecimiento de trofozoitos de G. lamblia se puede observar en un medio habitual (KM-FCS)
en ausencia de bilis bovina. Ademas, las concentraciones de bilis recomendadas (0.75 mg/ml, Perez et al., 2001)
parecieron afectar el crecimiento de los trofozoitos cuando se afiadieron al KM-FCS habitual (Figura 1A).
Curiosamente, el efecto inhibidor de LjLa1 se observd solo en presencia de bilis. No se pudo observar ningun
efecto inhibidor por el sobrenadante en ausencia de bilis bovina, incluso después de 24 h de cultivo (Figura 1A).
En presencia de 0.75 g/l de bilis bovina (Perez et al., 2001), el crecimiento de los trofozoitos de G. lamblia se vio
ligeramente afectado por el sobrenadante bacteriano después de 10 horas de contacto, pero se vio afectado en
gran medida después de 24 horas de contacto (9.10* y 1.10* trofozoitos/ml, respectivamente, Figura 1A). De este
modo, el periodo de tiempo de incubacion de 24 h se mantuvo para todos los ensayos de inhibicion del crecimiento
posteriores.

Los efectos inhibidores maximos del sobrenadante de LjLa1 sobre el crecimiento del parasito se observaron en
presencia de 0.6 g/l de bilis bovina completa o en presencia de 0l032 g/l de sales biliares (96.3% y 75% de
inhibicion, respectivamente, en comparacion con controles que contenian cantidad similar de acido lactico y bilis o
sales biliares, Figura 1B). Se observaron efectos similares utilizando dos aislados de G. lamblia (WB y HP1), dos
origenes comerciales diferentes de bilis bovina, y dos medios diferentes compatibles con el crecimiento de
bacterias y parasitos: MTYI (Perez et al., 2001) y KM-10% de FCS (datos no mostrados). De este modo, los
ensayos de inhibicion in vitro posteriores se llevaron a cabo utilizando 0.6 g/l de bilis bovina.

Ejemplo 3: caracterizacion de la actividad inhibidora

Para caracterizar bioquimicamente los compuestos inhibidores presentes en el sobrenadante de LjLa1, este
sobrenadante se traté con enzimas inmovilizadas antes de entrar en contacto con los parasitos. La inhibicion del
crecimiento de parasitos fue abolida por los tratamientos del sobrenadante con proteinasa K y pronasa, lo que
sugiere la participacion de factor o factores inhibidores de naturaleza peptidica (Figura 2A). El tratamiento térmico
asimismo condujo a la inactivacion de las propiedades inhibidoras del sobrenadante bacteriano (Figura 2A).
Ademas, en un intervalo de pH similar al experimentado por G. lamblia in vivo (Biagini et al., 2001), se not6 una
fuerte influencia del pH en la reaccion inhibidora, produciéndose la inhibicion mas alta a pH 6.2 (Figura 2B).

Ademas, como Pridmore et al. (2004) demostraron que la actividad anti-Salmonella LjLa1 estd mediada por la
molécula toxica de perdxido de hidrogeno H2O- y puede ser abolida por un pretratamiento con catalasa, verificamos
si el tratamiento del sobrenadante de LjLa1 con catalasa podria prevenir su efecto anti-Giardia. Como se puede
ver en la figura 2A, el pretratamiento con catalasa solo afecté ligeramente la actividad inhibidora del sobrenadante
de LjLa1 en G. lamblia (Figura 2A), invalidando el papel de H,O3 en la inhibicion del crecimiento de Giardia.

Ejemplo 4: la inhibicion del crecimiento de Giardia por el sobrenadante de LjLa1 no se debe a los acidos
grasos libres

Para evaluar si la inhibicion del crecimiento de G. lamblia por el sobrenadante de LjLa1 podria deberse a acidos
grasos libres toxicos como se demostré en informes anteriores (Rohrer et al. 1986), se analizaron FCS, bilis y
sobrenadante de LjLa1 para determinar el contenido de acidos grasos no esterificados (NEFA), ya sea solos o en
combinacién, utilizando la metodologia NEFA-C (WAKO Diagnostics). Las diferentes muestras se incubaron
durante 24 h a 37°C con o sin trofozoitos de G. lamblia, y los sobrenadantes celulares se analizaron para determinar
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los NEFA. Se determind la supervivencia y el crecimiento de los parasitos en esas diferentes condiciones.

La siguiente tabla 1 representa el analisis de la participacion de acidos grasos no esterificados en la inhibicién de
Giardia. Los diferentes componentes del medio de cultivo de Giardia (FCS al 10% y/o bilis 0.5 g/l), asi como
LjLa1sn, se analizaron solos o en combinacion para determinar el contenido de NEFA después de 24 h de
incubacion a 37°C. La incubacion se realizo con o sin trofozoitos de G. lamblia (9.6x10%ml). Se determinaron la
supervivencia y la multiplicaciéon de G. lamblia después de 24 h en esos diferentes medios. La multiplicacion de
parasitos se expresd como el nimero de trofozoitos totales después de 24 h de incubacién/nimero de trofozoitos
en el tiempo cero de incubacioén (es decir, factor de multiplicacion). La tasa de supervivencia de los trofozoitos
después de 24 h de incubacion se expresé como (numero de células vivas/numero total de células) x 100. + SD
(triplicado).

Los sobrenadantes con FCS, LjLa1sn o bilis sola mostraron concentraciones de NEFA de 40.9, 36.3 y 4.5 uM,
respectivamente (tabla 1).

Tabla 1

Medio de incubacién NEFA (UM Eq) Factor de multiplicacion Tasa de supervivencia (%)
KM 0 1.1 14.3

KM + FCS 40.9 3.3 89.8

KM + bilis 4.5 0.7 0

KM + LjLa1sn 36.4 1.2 71.6

KM + FCS + bilis 954 23 93.8

KM + FCS + LjLa1sn 68.2 2.1 87.5

KM + bilis + LjLa1sn 50.0 0.8 0

KM + FCS + bilis + LjLa1sn 140.9 0.8 0

La cantidad de los NEFA se duplicé (95.4 uM) mediante la co-incubacién de la bilis con suero, lo que sugiere la
liberacion enzimatica de los NEFA. Sin embargo, se encontraron cantidades iguales en el tiempo cero y en el
tiempo 24 h de la coincubacién (no representado), lo que indica que los acidos grasos no se liberaron de una
manera dependiente del tiempo. Se planted la hipotesis de que la gran cantidad de los NEFA podria resultar de
una accion similar a la de un detergente de la bilis sobre los lipidos séricos, posiblemente mejorando la
accesibilidad de los NEFA a los reactivos del kit NEFA-C. La mayor cantidad de los NEFA (140.9 pM) se midié tras
la coincubacion de FCS con bilis y LjLa1sn, como podria esperarse sumando sus respectivos contenidos de NEFA.
La incubacion con G. lamblia no tuvo un efecto notable sobre el contenido de los NEFA de las diversas muestras
(datos no mostrados).

Se observo crecimiento normal de G. lamblia (factor de multiplicacion: 3.34, tabla 1) en presencia de FCS al 10%
solo. Los trofozoitos no sobrevivieron en medio KM que contenia solo bilis, mientras que la mayoria de ellos (~70%)
todavia estaban vivos aunque no se desarrollaron cuando se incubaron en KM con sobrenadante de LjLa1, muy
probablemente debido a la baja concentracion de FCS en el sobrenadante de LjLa1. Sorprendentemente, la
supervivencia de los trofozoitos se abolid tras la adicion de bilis a LjLa1sn, aunque esta presente la misma
concentracion de FCS, lo que indica la presencia de elementos inhibidores. Al comparar los contenidos de NEFA
de los diferentes medios, parecia que los NEFA dificilmente podrian ser responsables de la muerte de los parasitos.
De hecho, se encontraron mas NEFA en los medios KM + FCS + bilis o KM + FCS + LjLa1sn (95.4 y 68.2 uM de
los NEFA respectivamente), que permitieron la supervivencia de los parasitos, que en el medio KM + bilis + LjLa1sn
(50.0 uM de los NEFA), que indujo la muerte de todos los parasitos. Esto indicé que la adicion concomitante de
bilis y sobrenadante bacteriano en lugar de un alto nivel de NEFA es letal para Giardia, y es responsable del efecto
letal observado en presencia de FCS, bilis y sobrenadante de LjLa1.

Ejemplo 5: caracterizacion de la actividad inhibidora del sobrenadante de LjLa1
La actividad inhibidora del sobrenadante de LjLa1 se debe a un factor o factores de masa molar de ~ 30 kDa

Los experimentos de fraccionamiento indicaron que la actividad inhibidora en el sobrenadante de LjLa1 se debid a
molécula o moléculas mayores de 10 kDa, ya que la fraccion >10 mostré una alta actividad inhibidora de G. lamblia
en comparacion con la fraccion <10 kDa (Figura 2C). Al realizar un fraccionamiento umbral de 30 kDa, encontramos
que la actividad inhibidora se concentraba principalmente en la fraccion >30 kDa (que induce el 66% de inhibicion
del crecimiento de Giardia, Figura 2C); sin embargo, asimismo se observo un efecto inhibidor moderado (~ 40%)
con la fraccién <30 kDa, lo que nos llevd a proponer que la o las masas molares de la o las moléculas activas estan
cerca de este umbral. De acuerdo con esto, el fraccionamiento umbral de 50 kDa del LjLa1sn no pudo segregar la
actividad inhibidora, es decir, el 50% y el 48% de la inhibicién del crecimiento de Giardia fueron inducidos por las
fracciones <50 kDa y >50 kDa, respectivamente (Figura 2C), lo que indica que la masa molar de la proteina o
proteinas inhibidoras es menor que 50 kDa.
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Los compuestos pequefios no estan involucrados principalmente en la actividad inhibidora de LjLa1sn

Se ha dado a conocer que la o las moléculas menores que 1 kDa (Perez et al., 2001) estarian involucradas en la
actividad giardiacida del sobrenadante de LjLa1, en contradiccion con nuestros hallazgos de una molécula o
moléculas = 30 kDa. Se ha comprobado la posibilidad de que la didlisis contra el amortiguador GKN, como se usa
en el informe de Perez, puede inhibir de alguna manera la actividad. Se comprobaron varios puntos. Al principio,
debido a que el pH del amortiguador GKN es 7.4 y la actividad inhibidora de LjLa1sn se inactiva a un pH superior
a 7.0 (figura 2B), se comprobé el pH del medio KM después de la suplementacién con FCS al 10% y GKN al 25%.
Se encontré que el pH aumento a 6.5, por lo que no se esperaba que inactivara el sobrenadante de LjLa1 (figura
2B). En segundo lugar, para evaluar si el o los componentes pequefios podrian estar implicados en el efecto
inhibidor, se dializ6 el sobrenadante bacteriano utilizando una membrana de corte de peso molecular de 3.5 kDa
tanto frente a KM con 10% de FCS como a amortiguador GKN. Como puede verse en la siguiente tabla 2, la
actividad de eliminacion de parasitos del sobrenadante de LjLa1 en presencia de bilis se recuperé completamente
después de la dialisis, cualquiera que sea la disolucion de didlisis. La tabla 2 representa que la didlisis a través de
una membrana de corte de bajo MW no inactiva la actividad inhibidora del sobrenadante de LjLa1 (LjLa1sn). Medio
KM-FCS, bilis (0.5 g/l) y LjLa1sn, ya sea solos o en combinacion, se dializaron frente a amortiguador GKN o KM-
FCS, y después se analizaron para determinar el crecimiento de trofozoitos de G. lamblia. Los valores son la media
de dos experimentos independientes realizados por duplicado.

Tabla 2
KM+ |KM + FCS| KM + FCS + KM + FCS + LjLa1sn KM + FCS + LjLa1sn
FCS | + GKN LjiLa1sn dializado contra KM-FCS dializado contra GKN
Factor de 382 | 260 3.24 3.68 2.44
multiplicacion
Tasa de 937 | 923 88.3 90.2 89.3

supervivencia (%)

KM + FCS + bilis +

KM+ FCS| KM+ FCS+ | KM+ FCS + bilis + Ljlatsn LjLa1sn dializado contra

+ bilis bilis + LjLa1sn | dializado contra KM-FCS

GKN
Factor de 228 1.16 1.46 0.8
multiplicacion
Tasa de 92.9 0 0 0

supervivencia (%)

Esto indica, por un lado, que con la dialisis no se pierde ningun elemento crucial para la actividad, y por otro lado,
que el amortiguador GKN no inhibe la actividad del sobrenadante de LjLa1. Ademas, se puede observar en la tabla
2 que la adicion de amortiguador de GKN al 25% a KM-FCS no afecta la supervivencia de los parasitos, pero
ralentiza su desarrollo (tasa de multiplicacion de 2.60 en presencia de GKN frente a 3.82 en ausencia de GKN).

Ejemplo 6: impacto del sobrenadante de LjLa1 en la composicion de la bilis

Dado que la adicion concomitante de bilis y LjLa1sn al medio de cultivo conduce a la inhibicion del crecimiento de
G. lamblia, evaluamos si la composicion de la bilis podria ser modificada por el sobrenadante de LjLa1. La
composicion de la bilis después de 24 h de incubacioén con LjLa1sn se investigd mediante espectrometria de masas
(Figuras 32-B). Las moléculas impactadas se identificaron por su patrén de fragmentacion MS/MS. La comparacion
de los perfiles de sales biliares mostré una disminucion de las sales conjugadas (GC, TC, GDC, TDC, GCDC,
TCDC) a favor de las sales no conjugadas. El colato y el desoxicolato fueron las sales no conjugadas
principalmente mejoradas estadisticamente cuando la bilis se incubd con sobrenadante de LjLa1 (figura 4), y en
una proporcién menor, quenodesoxicolato. Estas modificaciones no se observaron en presencia de sobrenadante
bacteriano tratado térmicamente (figura 3C).

Ejemplo 7: impacto de las sales biliares desconjugadas en el crecimiento de trofozoitos de G. lamblia

Los efectos inhibidores con respecto al crecimiento de G. lamblia de sales biliares puras (colato, desoxicolato y
quenodesoxicolato) conjugadas con glicina o taurina, o sus contrapartes desconjugadas, se investigaron en
presencia o ausencia de sobrenadante de LjLa1 (tabla 3, figura 5). En ausencia de LjLa1sn, las sales conjugadas
con glicilo o taurilo, asi como el colato desconjugado, no mostraron toxicidad aparente a las concentraciones
evaluadas (valores de ICso > 500 pM). Por el contrario, las sales desconjugadas DC y CDC exhibieron efectos
inhibidores sobre el crecimiento de trofozoitos con valores de ICsy de 132 uyM (DC) y 147 uM (CDC)
respectivamente. Curiosamente, en presencia de sobrenadante de LjLa1, los valores de ICs de las sales biliares
conjugadas cayeron hasta un intervalo de valores similar a los medidos para sus contrapartes desconjugadas
puras, es decir, 104 uM (GDC), 79 uM (TDC), 110 uM (GCDC), y 115 yM (TCDC) (tabla 3 y figura 5).

La siguiente tabla 3 muestra que las sales biliares conjugadas en asociacion con el sobrenadante de LjLa1
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(LjLa1sn), asi como las sales biliares desconjugadas previenen el crecimiento de G. lamblia. Diversas
concentraciones de sales biliares C, DC y CDC conjugadas con taurina y glicina y no conjugadas se analizaron
para determinar la inhibicién del crecimiento de trofozoitos de G. lamblia en KM-FCS en presencia o ausencia de
LjLa1sn (medio de cultivo bacteriano agotado). Los valores de IC50 se determinaron a partir de curvas de respuesta
al farmaco, y se expresaron como media +/- SD de por lo menos tres experimentos independientes.

Tabla 3
Con medio de | Con medio de cultivo
cultivo solamente bacteriano gastado
IC50 +/- SD (uM) IC50 +/- SD (uM)
C Colato >400 >400
C y derivados GC Glicocolato >400 >400
TC Taurocolato >400 >400
DC Desoxicolato 132 +/- 12,7 117 +/- 12,7
DC y derivados GDC Glicodesoxicolato >400 104 +/- 12,7
TDC Taurodesoxicolato >400 79 +/- 17,3
CDC Quenodesoxicolato 147 +/- 14,5 118 +/- 21,7
CDC y derivados | GCDC Glicoguenodesoxicolato >400 110 +/- 10,6
TCDC Tauroquenodesoxicolato | >400 M5 +/-7,7
FA Acido fusidico 26 +/- 3,7 nd

Estos resultados sugirieron que un proceso de desconjugacion mediado por componente o componentes de
LjLa1sn y que produce sales biliares desconjugadas podria ser el responsable del efecto inhibidor de la asociacion
de bilis y LjLa1sn. Tal hipotesis esta en linea con la observacion anterior de que el acido fusidico, un antibidtico
con una estructura quimica similar a una sal biliar, es toxico para Giardia (ver la tabla 3, valor de ICsp = 26 pM), a
menos que esté conjugado con taurina o glicina (Farthing et al., 1986).

Ejemplo 8: participacion potencial de hidrolasa o hidrolasas de sales biliares de L. Johnsonii La1 en la
inhibicion de Giardia mediada por bilis, y coelucion de la actividad de tipo a BSH y la actividad inhibidora
de Giardia en cromatografia de fraccionamiento por tamafos del sobrenadante de LjLa1

Es conocido que el proceso de desconjugacion de sales biliares esta mediado por 3-alfa, 7-alfa, 12-alfa-trihidroxi-
5-beta-colan-24-oilglicina/taurina amidohidrolasas (EC 3.5.1.24), asimismo denominadas coloilglicina/taurina
hidrolasas o hidrolasas de acidos biliares conjugados (CBAH) o hidrolasas de sales biliares (BSH). Estas enzimas
actlan sobre enlaces carbono-nitrégeno distintos de los enlaces peptidicos, especificamente en amidas lineales,
liberando glicina y taurina de las sales biliares conjugadas. En el genoma de L. johnsonii, se han predicho tres
genes que codifican enzimas similares a BSH (genes LJ0056 (BSH-56), LJ1147 (BSH-47) y LJ1412 (BSH-12)).
Asimismo se predicen como proteinas segregadas por SecretomeP, con tamafios completos tedricos de 34.9 kDa,
36.3 kDa y 36.6 kDa, y tamafios segregados de 29.8 kDa, 31.0 kDa y 31.3 kDa (datos no representados).

Para evaluar la hipétesis de la participacion de la o las BSH bacterianas en la actividad inhibidora del crecimiento
de G. lamblia por LjLa1sn, el sobrenadante bacteriano se fraccion6 mediante cromatografia de filtracion en gel en
columna Sephacryl S300 16/100, y las fracciones eluidas se ensayaron para determinar la inhibicién de parasitos
y la actividad desconjugante de sales biliares.

En la figura 5A se muestra un perfil de elucion tipico. Se ensayaron doce fracciones eluidas (figura 5A) para
determinar la inhibicion del crecimiento de G. lambia (figura 5C), y las mas activas se analizaron adicionalmente
para determinar la actividad de tipo BSH (figura 5B). La mayor actividad inhibidora se recuperé de las fracciones
que contenian proteinas con un peso molecular entre 13.7 kDa y 67 kDa (Figura 5A). Esas fracciones exhibieron
actividad similar a BSH (Figura 5C), segun se mide por la liberacion de glicina de GDCA. En nuestras condiciones
experimentales, 1 unidad de la BSH de Clostridium perfringens comercial indujo la liberacion de glicina 0.76 mM a
partir de GDC 2.5 mM en 24 horas. Se observo la elucion concomitante de las actividades inhibidora y de BSH
dentro de un intervalo de peso molecular similar con sobrenadantes de LjLa1 de diferentes lotes de cultivo.
Nuestros intentos de purificar ain mas los elementos responsables de la actividad inhibidora y/o actividad de tipo
BSH mediante la combinacion de etapas de cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de interaccion
hidréfoba y cromatoenfoque no tuvieron éxito, con una rapida pérdida de las actividades.

Ejemplo 9: la desconjugacion de tauril- y glicil-DC y -CDC por BSH de Clostridium perfringens es toxica
para G. lamblia

Para evaluar la capacidad de las enzimas BSH para promover el efecto anti-Giardia mediado por bilis, se estudié
BSH procedente de las bacterias C. perfringens para determinar la inhibicion del crecimiento de G. lamblia en
presencia de bilis o sales biliares conjugadas puras. Como se sefialé anteriormente (tabla 3), las sales biliares
conjugadas con glicina o taurina, TDC, TCDC, GDC y GCDC, no tienen actividad inhibidora sobre el crecimiento
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de G. lamblia en medio de cultivo KM-FCS. Por el contrario, la adicién de 2 unidades de BSH de C. perfringens al
cultivo en presencia de esas sales biliares condujo a una notable inhibicién del crecimiento de parasitos dentro de
las 24 h del ensayo, con intervalos de inhibicion de 95 a 100%, dependiendo de la sal biliar conjugada ensayada
(figura 6). La inactivacion por calor de BSH bacteriana (100°C, 5 min) antes de su adicion al cultivo de parasitos
llevé a una caida drastica de su actividad anti-Giardia (menos del 10% de inhibicion del crecimiento dependiendo
de las sales biliares conjugadas ensayadas, figura 6), lo que indica que la actividad inhibidora de BSH depende de
su actividad enzimatica.

Ejemplo 10: identificacion espectrométrica de masas de dos enzimas similares a BSH en LjLa1sn.

Después se investigo si las enzimas similares a BSH anotadas del genoma de L. johnsonii La1, y que SecretomeP
predice que se segregan, se liberan de hecho en el medio extracelular. Se realizé un analisis protedmico basado
en espectrometria de masas de alta resolucion de las proteinas extracelulares de LjLa1. 3 pg de proteinas de
sobrenadantes de LjLa1 de dos réplicas de cultivos independientes permitieron la identificacion de mas de un
centenar de grupos de proteinas segregadas (datos no mostrados). Entre ellas, dos de las tres BSH predichas se
identificaron claramente en ambas réplicas: LJ1412 (gi|[41583570) y LJ1147 (gi|41583360). La siguiente tabla 4
muestra la identificacion de dos hidrolasas de sales biliares conjugadas de Lactobacillus johnsonii NCC533 por
fragmentacion de péptidos MS/MS usando busqueda rigurosa MASCOT.
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Ejemplo 11: medida de la inhibicion de G. lamblia por citometria de flujo

El efecto inhibidor de L. johnsonii sobre G. lamblia se midié6 mediante citometria de flujo, como se muestra en las
figuras 7A a 7E. Se us6 yoduro de propidio, un agente intercalante que fluoresce cuando se excita a 540 nm, para
evaluar la viabilidad celular de Giardia para confirmar los resultados del hemocitémetro. Estos resultados mostraron
que, analizados por separado, ni LjLa1sn ni la bilis bovina (0,6 g/l) tienen actividad de lisis celular. Sin embargo,
en presencia tanto de LjLa1sn como de bilis bovina hay un cambio de fluorescencia (figura 7E) que evidencia que
la bilis tiene un efecto citotdxico sobre los trofozoitos de Giardia (figura 7D; figura 7E). La citometria de flujo nos
permitié analizar una mayor cantidad de células, y puede usarse de forma rutinaria como un método de medida de
la inhibicién de G. lamblia. Ademas, esta técnica se ha utilizado para otros sobrenadantes de lactobacilos (datos
no mostrados).

Ejemplo 12: identificacion de cepas de lactobacilos anti-Giardiasis

Se identifico el efecto inhibidor sobre el crecimiento de G. lamblia de diferentes cepas de lactobacilos (ver la tabla
5). El sobrenadante bacteriano se incubé conjuntamente durante 24 h a 37°C con cultivos de trofozoitos de Giardia
(triplicados), con o sin bilis bovina (0,6 g/l). Se identificaron diferentes especies de lactobacilos como potentes
inhibidores del crecimiento de Giardia lamblia, tales como Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri. Las 14 cepas de lactobacilos mostraron efectos inhibidores
significativos (pruebas estadisticas de ANOVA) en presencia de bilis (figura 8). Ninguno de los sobrenadantes tuvo
efecto inhibidor sin bilis bovina, lo que confirma que el efecto giardiacida es dependiente de la bilis. La tabla 5
indica las correspondientes referencias internas y oficiales de las cepas bacterianas, y referencias bibliograficas.

Tabla 5
Cepa bacteriana Referencia oficial Publicaciéon
ATCC CIP () LMG (*) CNCM ()
L. johnsonii 1-4885 Fujisawa et al., 1992
L. gasseri 33323 102991 9203 T Lauer y Kandler, 1980
L. johnsonii 103614 Fujisawa et al., 1992
L. johnsonii 103786 Fujisawa et al., 1992
L. johnsonii 33200 103620 9436 T Fujisawa et al., 1992
L. johnsonii 332 103652 11468 Fujisawa et al., 1992
L. johnsonii 11506 103653 9437 Fujisawa et al., 1992
L. johnsonii 103654 Fujisawa et al., 1992
L. johnsonii 103781 Fujisawa et al., 1992
L. johnsonii 103782 Fujisawa et al., 1992
L. johnsonii La1 NCC533 Pridmore et al. (2004)
L. gasseri 11413
L. gasseri 29601 11414 1-4884
L. acidophilus N FM 700396

(*) CIP: Coleccion de I'Institut Pasteur, Francia

LMG: Laboratorium voor Microbiologie, Universidad de Gante, Bélgica

CNCM: Collection Nationale de Microorganismes, Institut Pasteur, Francia

ATCC: American Type Tissue Collection, USA

Ejemplo 13: expresion heteréloga de BSH de LjLa17 en E. coli

Para estudiar las propiedades de las BSH de LjLa1, clonamos los genes de BSH en un vector pStaby
(StabyExpress, Delphigenetics) para purificar las BSH mediante el sistema His-Tag. Las células de expresion de
E. coli (E. coli SE, Delphigenetics) se transformaron entonces. La proteina BSH-47 recombinante se produjo en
células de E. coli SE, y se purifico utilizando un sistema His-Tag (columna Sephadex Ni-NTA, GE Healthcare). La
actividad de la BSH-47 recombinante se evalud utilizando agar LB taurodesoxicolico (0.3%) y glicodesoxicolico
(0.3%) (Chae et al 2013). Después de 48 h de incubacion a 37°C, observamos que la BSH-47 recombinante es
tauroespecifica (figura 9). Ademas, el efecto de BSH-47 recombinante de LjLa7 se ha estudiado en cultivos de
trofozoitos de Giardia, en presencia o no de bilis bovina (0,06 g/l). Los resultados muestran que la BSH-47
recombinante (0,96 U, designando “U” unidades enzimaticas) exhibe un efecto inhibidor, el nivel de este efecto
inhibidor es equivalente al efecto inhibidor de BSH de C. perfringens (1U) (figura 10).

Ejemplo 14: caracterizacion de la actividad inhibidora de BSH-47 y BSH-56 de LjLa1 in vitro
Los efectos de BSH-47 y BSH-56 recombinantes de LjLa1 se estudiaron en cultivos de trofozoitos de G. lamblia

en presencia o ausencia de bilis bovina (0,06 g/l). BSH-56 recombinante se produjo segun el procedimiento descrito
para la produccion de BSH-47, tal como se describe en el ejemplo 13. Se ensayaron varias concentraciones de
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BSH en el intervalo de 0,0001 pg/ml a 10 yg/ml. Curiosamente, tanto BSH-47 (figura 11A) como BSH-56 (figura
11B) exhiben fuertes efectos inhibidores. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos con BSH de C.
perfringens comercial (ejemplo 8) (figura 10). Como era de esperar, no se observé ningun efecto inhibidor sin bilis
bovina.

Actividades especificas:

Experimentos anteriores nos permitieron determinar la especificidad por el sustrato de BSH-47 y BSH-56 recién
purificadas, y se habian determinado sus actividades especificas. BSH-47 es capaz de desconjugar sales biliares
tauroespecificas, mientras que BSH-56 es capaz de desconjugar sales biliares tanto tauroespecificas como
glicoespecificas.

Tabla 6
Actividad especifica (umol de glicina/5 min | Actividad especifica (umol de taurina/5 min a
a 37°C/mg de proteina) 37°C/mg de proteina)
C. perfringens BSH 0,690 0,150
BSH-47 0,066 0,717
BSH-56 0,536 2,604

Ejemplo 15: efecto in vivo de L. gasseri CNCM 1-4884 contra G. lamblia

Las cepas de L. johnsonii La1ly L. gasseri CNCM 1-4884 (L. gasseri CNCM 1-4884 asimismo se denomina como
L. gasseri ATCC29601 en la figura 8 y en la tabla 5) se administraron diariamente por sonda intragastrica (5x102
CFU) a ratones neonatos desde el dia 5 hasta el dia 15 (dia del sacrificio). Los ratones se expusieron a trofozoitos
el dia 10 mediante sonda intragastrica (1x10° trofozoitos), y entonces se sacrificaron el dia 15. Los experimentos
preliminares nos permiten determinar que hay un pico en la tasa de infeccion por Giardia 5 dias después de la
inoculacion (datos no mostrados). La presencia de trofozoitos vivos en el intestino delgado es un marcador de
infeccion por Giardia. Los ratones se dividieron en tres grupos, con un minimo de 8 animales por grupo.
Observamos una reduccion significativa (p<0,05) en la carga parasitaria en el intestino delgado en grupos tratados
con L. gasseri CNCM 1-4884 comparado con animales de control a los que se les administr6 PBS (figura 12A).
Curiosamente, L. gasseri CNCM 1-4884 fue mas eficiente reduciendo el nimero de trofozoitos que L. johnsonii
La1. De acuerdo con estas observaciones, el recuento de quistes en el intestino grueso mostré una reduccion
significativa (p<0,05) en grupos tratados con L. gasseri CNCM 1-4884 en comparacion con los controles, mientras
que no se observo una reduccion significativa en el grupo tratado con L. johnsonii La1 (figura 12B).

Ejemplo 16: efecto in vivo de BSH-47 contra G. lamblia
Se descongelaron disoluciones de BSH-47 recombinante (1 pg/ml, 10 yg/ml y 100 pg/ml diluidas en NaHCO3 al
16,4%), y se administraron diariamente mediante sonda intragastrica a ratones neonatos (las dosis fueron
respectivamente 0,05 ug, 0,5 pg y 5 pyg por ratén) desde el dia 10 al dia 15 (dia del sacrificio). Los animales de
control recibieron PBS en lugar de BSH. Todos los grupos tratados con BSH-47 mostraron una reduccion en la
carga de trofozoitos en el intestino delgado en comparacion con el control (figura 13). Sin embargo, solo el grupo
tratado con 100 pg/ml de BSH-47 mostré una reduccion significativa en la carga de parasitos.
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Leu

Ser

Thr

170

Ala

Asn

Gly

His

His

250

Pro

Lys

Val

Asp

Ala

Asn

His

Asp

155

Asn

Ser

Leu

Met

Ala

235

Ile

Asn

Gly

Asp

Leu
315

Thr

Ile

Trp

140

Glu

Ala

Val

Lys

Asp

220

Pro

Leu

Ser

Ile

Met

300

Phe

29

Tyr

Ser

125

Leu

Lys

Pro

Val

Leu

205

Ser

Lys

Glu

Phe

Leu

285

Asn

Lys

Glu

110

Asn

val

Gly

Leu

Pro

190

Tyr

Glu

Asp

Ser

Glu

270

Tyr

Lys

Lys

Thr

Val

Gly

Leu

Phe

175

Gly

Ser

Ser

Ser

val

255

Tyr

Phe

Glu

Gln

val

Ser

Asp

His

160

Pro

Glu

Arg

Arg

Asp

240

Glu

Thr

Asn

Asp

Asp
320



Met

Asn

Lys

Tyr

Cys

65

Ala

Ala

Asp

Phe

Lys

145

Val

Glu

Pro

Ser

Phe

Cys

Leu

Asn

Ala

50

Asp

Gly

Ser

Gln

Ala

130

Thr

Tyr

Gln

Asp

Leu

210

val

Thr

Asp

Tyr

35

Met

Ala

Gln

Phe

Val

115

Lys

Gly

Asn

Leu

Asn

195

Gly

Lys

Ser

Tyr

20

Glu

Ile

Ile

Gly

Glu

100

Lys

Asn

Lys

Asn

Thr

180

Asn

Thr

vVal

Ile

Glu

Phe

Gly

Asn

Lys

85

Phe

Glu

Thr

Ser

Pro

165

Asn

Phe

His

Cys

Leu

Ile

Glu

Val

Glu

70

Tyr

Ile

Ser

Pro

Ile

150

val

Leu

Leu

His

Phe

Tyr

Ala

Phe

Ala

55

Lys

Phe

Ser

Leu

Ala

135

Val

Asn

Ala

Pro

Leu

215

Ala

Ser

Tyr

Thr

40

Ala

Gly

Pro

Tyr

Thr

120

Ser

Val

Ala

Asn

Gly

200

Pro

Leu

ES 2 885830 T3

Pro

Gly

25

Asp

val

Leu

Asn

Leu

105

Asn

Glu

Glu

Leu

Tyr

185

Val

Gly

Asn

Lys

10

Gln

Leu

Ala

Gly

Ala

90

Leu

Ala

Leu

Ser

Thr

170

Ala

Asn

Gly

His

Asp His

Lys Val

Pro Ala

Asp Asn

60

Val Ala
75

Ala Asp

Ala Thr

Asn Ile

His Trp

140

Asp Glu

155

Asn Ala

Ser Vval

Leu Lys

Met Asp

220

Ala Pro

30

Tyr

Vval

Glu

45

Thr

Gly

Lys

Tyr

Ser

125

Leu

Lys

Pro

val

Leu

205

Ser

Lys

Phe

Ile

30

Lys

Pro

Leu

Lys

Glu

110

Asn

val

Gly

Leu

Pro

190

Tyr

Glu

Asp

Gly

15

Thr

Ser

Leu

Ser

Asn

95

Thr

Val

Gly

Leu

Phe

175

Gly

Ser

Ser

Ser

Arg

Pro

His

Tyr

Phe

80

Ile

Val

Ser

Asp

His

160

Pro

Glu

Arg

Arg

Asp



225

Glu Val Glu

Gln Ala Lys

Met Tyr Thr
275

Cys Tyr Asp
290

Leu Asp Ser
305

Ile Ser Phe

<210>6
<211> 325
<212> PRT

Asn

Gly

260

Ser

Asp

Ser

Ile

Val

245

Met

Cys

Ser

Asp

Asn
325

230

Thr

Asp

Met

Arg

Leu
310

Asn

Gln

Asn

Ile

295

Val

Phe

Ile

Leu

280

Ser

Val

ES 2 885830 T3

Phe

Gly

265

Glu

Ala

Tyr

His

250

Pro

Lys

Val

Asp

<213> Lactobacillus johnsonii DPC6026 (F4AEI5)

<400> 6
Met Cys Thr
1

Asn Leu Asp

Arg Asn Tyr
35

Tyr Ala Met
50

Cys Asp Ala

65

Thr Gly Pro

Thr Ser Phe

Glu Asp Val

Ser Ile Leu Tyr Ser Pro

Tyr

20

Gln

Ile

Ile

Gly

Glu

100

Lys

5

Glu

Leu

Gly

Asn

Lys

85

Leu

Lys

Ile

Asp

val

Glu

70

Tyr

Ile

Leu

Ala

Tyr

Ser

55

Lys

Phe

Pro

Leu

Tyr

Arg

Val

Gly

Ala

Tyr

Ser

Gly

25

His

val

Leu

Val

Leu

105

Glu

Lys

10

Gln

Leu

Ala

Gly

Asp

90

Leu

Thr

235

Ile

Asn

Gly

Asp

Leu
315

Asp

Lys

Pro

Asn

Ile

75

Glu

Ser

Asn

31

Leu

Ser

Ile

Met

300

Phe

Asn

Val

Thr

Asp

60

Ala

Ser

Ser

Ile

Glu

Phe

Leu

285

Asn

Lys

Tyr

val

Gln

45

Tyr

Gly

Lys

Cys

Thr

Ser

Glu

270

Tyr

Lys

Lys

Phe

Ile

30

Asp

Pro

Leu

Lys

Glu

110

Asp

Val

255

Tyr

Phe

Glu

Gln

Gly

15

Thr

Thr

Leu

Asn

Asn

95

Thr

Glu

240

Glu

Thr

Asn

Asp

Asp
320

Arg

Pro

His

Tyr

Phe

80

Val

Ile

Ser



115

Phe Ser Lys
130

Lys Ser Gly
145

Val Tyr Asp

Ala Gln Val

Pro Lys Asn
195

Gly Leu Gly
210

Phe Ile Lys
225

Glu val Glu

Gln Ala Lys

Met Tyr Ser
275

Thr Tyr Asp
290

Leu Asp Thr
305

Ile Lys Phe

<210>7
<211> 326
<212> PRT

Asp

Lys

Asn

Glu

180

Thr

Thr

Ala

Asn

Gly

260

Asp

Asn

Ser

Glu

ES 2 885830 T3

120

Leu Pro Val Thr Thr Leu
135

Ser Ile Val Ile Glu Ser
150

Pro Val Asn Thr Leu Thr
165 170

Thr Leu Ala Asn Phe Ala
185

Leu Val Pro Asn Ala Asp
200

His His Leu Pro Gly Gly
215

Ser Phe Val Leu Ala His
230

Val Thr Asn Phe Phe His
245 250

Thr Asp Glu Val Glu Asp
265

Cys Met Asn Leu Asp Lys
280

Asn Gln Ile Asn Ala Val
295

Asp Leu Ile Thr Tyr Glu
310

Asn
325

<213> Lactobacillus johnsonii DPC6026 (F4AACAS3)

<400>7

His Trp
140

Thr Glu
155

Asn Asn

Ser Vval

Ile Asn

Thr Asp
220

Ser Pro
235

Ile Leu

Asn Val

Gly Ile

Asp Met

300

Leu Phe
315

125

Leu

Thr

Pro

Ser

Leu

205

Ser

Lys

His

Phe

Leu

285

Asn

Lys

Met

Gly

val

Pro

190

Tyr

Asn

Gly

Ser

Glu

270

Tyr

Asn

Asp

Gly

Leu

Phe

175

Ala

Ser

Ser

Asn

val

255

Phe

Phe

Glu

Gln

Asp

His

160

Pro

Gln

Arg

Arg

Asp

240

Glu

Thr

Thr

Asp

Ala
320

Met Cys Thr Ser Ile Val Tyr Ser Ser Asn Asn His His Tyr Phe Gly

32



Arg

Pro

Lys

Tyr

65

Phe

Val

val

Asn

Asp

145

His

Pro

Gln

Arg

Arg

225

Asn

Asn

Arg

Tyr

50

Phe

Asp

Thr

Ala

Phe

130

Lys

Val

Gly

Pro

Gly

210

Phe

Glu

Leu

Asn

35

Ala

Asp

Gly

Pro

Glu

115

Ser

Thr

Tyr

Gln

Lys

195

Leu

val

Leu

Asp

20

Tyr

Met

Ala

Pro

Phe

100

val

Glu

Gly

Asp

Leu

180

Asn

Gly

Lys

Ser

Leu

Glu

Vval

Ala

Cys

85

Glu

Lys

Lys

Glu

Asn

165

Arg

Thr

Thr

val

Ser
245

Glu

Phe

Gly

Asn

70

His

Leu

Asp

Leu

Ser

150

Pro

Asn

Leu

His

Ala

230

val

Ile

Gln

Met

55

Glu

Tyr

Ile

Ala

Pro

135

Ile

val

Leu

vVal

Phe

215

Phe

Thr

Ser

Tyr

40

Ala

Glu

Phe

Pro

Leu

120

Leu

Val

His

Ala

Pro

200

Leu

val

Asn

ES 2 885830 T3

Phe

25

Arg

Ile

Gly

Pro

Tyr

105

Lys

Ser

Val

vVal

Asn

185

Gly

Pro

Arg

Tyr

10

Gly

Lys

Val

Leu

Glu

90

Leu

Asp

Pro

Glu

Leu

170

Tyr

Val

Gly

Ala

Phe
250

Glu His

Leu Pro

Glu Asn

60

Gly TIle

75

Asn Ala

Leu Ser

val

Ser

Leu His

140

Ser Thr

155

Thr Asn

Ser Asn

Asp Leu

Gly Met

His
235

His

220

Ser

Ile

33

Pro

Ser

45

Asn

Ala

Glu

Gln

Leu
125

Trp

Leu

Asn

Ile

Asn

205

Asp

Pro

Leu

Val

30

Lys

Tyr

Gly

Lys

Cys

110

vVal

Leu

Ser

Pro

Ala

190

Leu

Ser

Gln

His

15

Ile

Lys

Pro

Leu

Asn

95

Thr

Asn

Met

Gly

Glu

175

Pro

Tyr

Ala

Gly

Ser
255

Thr

Ala

Leu

Asn

80

Asn

Thr

Ile

Ala

Leu

160

Phe

Ala

Ser

Ser

Asn

240

vVal



Glu Gln Pro Lys Gly
260

Thr Ile Tyr Ser Asp
275

Thr Asn Tyr Glu Asn
290

Asn Leu Asn Gly Asp
305

ES 2 885830 T3

Thr Asp Glu Val Gly
265

Gly Thr Asn Leu Glu
280

Asn Gln Ile Asn Ala
295

Glu Leu Ile Asp Tyr
310

Asn

<213> Lactobacillus johnsonii DPC6026 (F4AADE7)

Thr Ile Asn Tyr Gln
325

<210> 8

<211> 316

<212> PRT

<400> 8

Met Cys Thr Gly Leu

1 5

Gly Arg Asn Leu Asp
20

Thr Pro Arg Asn Tyr
35

Thr Lys Lys Ala Val
50

Ser Tyr Phe Asp Cys

Asn Phe Pro His Phe

Ile Asn Leu Ala Ser
100

Thr His Val Ser Glu
115

Asn Glu Ala Ile Asn
130

Arg Phe Thr Asp Asp
10

Val Gly Gln Asp Tyr
25

Pro Leu Pro Tyr Lys
40

Ile Gly Met Gly Ile
55

Tyr Asn Glu Asp Gly
70

Ala Lys Phe Ser Asp

Tyr Glu Ile Met Leu
105

Val Lys Glu Ala Leu
120

Thr Ser Phe Ala Val
135

Pro Asn

Thr Gly

Ile Glu

300

Lys Leu
315

Gln Gly

Gly Glu

Phe Leu

Val val

60

Leu Gly

75

Gly Pro

Trp Val

Lys Asn

Ala Pro
140

34

Ser

Thr

285

Leu

Ile

Asn

Gly

Asp

45

Asp

Ile

Ile

Thr

Val

125

Leu

Tyr

270

Phe

Asn

Glu

Leu

Vval

30

Asn

Gly

Ala

Asp

Gln

110

Asn

His

Glu

Tyr

Lys

Lys

Tyr

15

Ile

Thr

Tyr

Gly

Gly

Asn

Leu

Trp

Tyr

Tyr

Glu

Gln
320

Phe

Ile

Thr

Pro

Leu

Lys

Phe

Val

Ile



10

Ile
145

Ser
Gly Met
Phe

Asp

Pro His

Asp

Lys

Asn

Asp

Ser Asp

Glu

Ala Ile

150

Val Phe

165

Trp His

180

Ala Thr

195

Trp Gly

210

Ala
225

Asp
Ala Lys
val

Ser

Glu Tyr

Val

Arg

Gly

Ala

Thr

Gly Thr

Phe Val

Asp

Leu

Ala

Gly

Lys

Asp Lys

Thr Asn

Gln Ser

200

Ser Leu

215

Ala Ala

230

Glu Lys

245

Met
260

Ile

Val Tyr

275

Tyr Cys

290

Asp His
305

<210>9
<211> 981
<212> ADN

Asn

Thr

Phe Glu

Met Asn

Ala

Lys

Thr

Asp

Ser

Asn Val

Gly Ser

Ala Cys

280

Asp Phe

295

Thr Ser

310

ES 2 885830 T3

Ile Val Glu

155

Val Gly Vval

170

Leu Asn

185

Gly

Trp Asn Gly

Gly Leu Pro

Asn
235

Tyr Leu

Ala Lys Phe

250

val
265

Val Asn

Tyr Ser Ser

Glu Leu Lys

Thr
315

Leu Val

<213> Lactobacillus johnsonii La1 BSH-12

<400> 9
ctaattttga

atttaagttt
ataaaacgtg
tggtccgact
tgttacacta
cacaaaacga

atataaatta

taattaattg
tctttattta
cctgtctcca
tcatctgttce
cttaattcat
ctggccgaat

aggtcaacac

tttgetttte
attcaatggc
agttagttcc
cctttggetg
tatttccttg
ccattcctee

ctggaacaag

aatcaacttg
gttaatttga
atcagagtaa
ttcaaccgaa
aggggaatgt
tggcaaaaaa

agtattttta

Val Ser Lys

Leu Thr Asn

Tyr Thr Gly

130

Gln Lys Val

205

Gly Ser

220

Asp

Val Asn Tyr

Phe Asn Ile

Asp Gln Gly

270

Ser
285

Gly Lys

Thr
300

Tyr Lys

Tyr

taatctgtta
ttattttcat
attgtgtact
tgtaaaatat
gcccgaacaa
tgagtcccta

ggctgtgecag

35

Gln Tyr

160

Ser Pro

175

Leu Asn

Ala Pro
Ile

Pro

Thr
240

Pro

Leu
255

Lys

Lys Asp

Thr Tyr

Leu Asp

actcatcacc
aattggtata
cataagaatt
ggaaataatt
aagctatttt
acccgcecgact

gtgctatatt

60

120

180

240

300

360

420



10

15

actataatta
aactggatta
agtcttatca
atttactaag
tagcaaataa
ataatgacac
atcaaaatat
ctttttactt
ttcaccaaaa

ataaacaatt

<210> 10
<211> 978
<212> ADN

gctaagttac
tcataaacgt
gccattaacc
ctaacatctt
ggaattaatt
ggaccatcaa
agtggataat
ggtaatttac
gaaatttcca

gaggtacaca

gtaactggcc
gtaatccact
agtgaagtgg
tcaatgcatc
caaatggtgt
aattaaggcc
tattttctac
gatattgaaa
agtctagatt

t

<213> Lactobacillus johnsonii La1 BSH-47

<400> 10
atgtgtacat

gaaattgect
catttaccaa
tatccattat
actggtcctg
ctgatcccat
gaaactaata
ttaatgggtg
gtttatgaca
accttggcta
gcagatatta
tcaaattctc
gaagtcgaaa
acagatgaag
gataaaggaa
aataatgaag

attaaatttg

<210> 11
<211> 951
<212> ADN

caattttata
atggtcagaa
cacaagatac
attgtgatge
gtaaatattt
atttactaag
ttactgatga
ataaaagtgg
acccagttaa
actttgectte
atctgtatag
gctttattaa
atgtaactaa
ttgaagataa
ttttatactt
atttaggtac

aaaattaa

tagtccaaaa
agtggtaatt
tcattatgca
tatcaatgaa
ttctgtagat
taattgcgaa
aagtttctct
taagagtata
tactttaaca
agtttctcca
ccgtggatta
ggcatctttt
tttcttcecat
tgtatttgaa
tactacttac

ttctgacttg

<213> Lactobacillus johnsonii La1 BSH-56

<400> 11

ES 2 885830 T3

tggaaattca
taaagtcgat
agaaagtggt
ttttacttca
aacattattt
agcaattcct
aatcgccatc
ctcataattc

tcggccaaaa

gataattatt
actcctagaa
atgatcggtg
aagggactag
gaaagtaaaa
actatcgaag
aaagatttac
gtcattgaat
aataatcctg
gctcaaccta
gggacccatc
gtattagctc
gtcttacatt
tttaccatgt
gataataacc

atcacttatg

ggattattgg
tctacaacga
agtttttctg
gcaaccgtag
ttcteccgeat
agcccttett
ccaaccatgg
cttggtgtaa

taatgatgat

ttggtagaaa
attatcaact
tttcagtagt
ggatagccgg
agaatgttac
atgtaaagaa
cagttactac
caacagaaac
tctttccage
agaataccct
atttaccagg
attctccaaa
cagttgaaca
attcagactg
aaattaatgce

aattatttaa

36

ttaaaacatg
tcgactcacce
aaaagtttat
tacattgact
tttctggaaa
catttgctge
catattttge
ttacaggatg

tatttgaact

tttagattat
taattaccga
cgccaatgac
attaaatttc
ttcttttgaa
attattatct
tcttcattgg
tggcttacac
tcaagttgaa
tgtacctaat
cggaacagat
aggtaatgat
agcaaagggt
tatgaatttg
tgtggatatg

ggatcaagcc

480

540

600

660

720

780

840

900

960

981

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

978



ctagtaagtc
ttcaaaatca
ataaacagta
agactttaag
gtttacgttt
acctaagcta
tgtagecgtca
gtcagggcta
tgaaacctca
cgcaaatgat
ttcactaaca
gattttaccg
aatacctaat
tcccattcca
ataattacgc

gccaaagtat

acaagactgg
tcttcaaaat
tattcgtecct
atgttaaaga
aagtaagcag
ccagttccta
tgtgggttta
ttagttaaaa
acaataatgg
gtgttaatag
tgagtaaagt
tcaataggac
ccatcttegt
ataacagcct

ggcgtaataa

aaatttccett

ttgaattcat
tacagtagta
tgcecttgate
atttagcgac
ctttaacaaa
cgccccaagg
aaccggtgta
cgccaacttt
cttegtcact
cttcattcac
tttgagtaac
catcactaaa
tatagcagtc
ttttagtagt
taacgcctte

gatcatctgt

ES 2 885830 T3

cgtgtgatca
agtcttgett
gttgactaca
gtttgcetttt
acgatcggct
agcaactttt
gttaccaagg
gtcatcaaag
atcactaatg
taagttaaca
ccagagcata
tttagcaaaa
aaagtatgat
ggtgttatct
gccataatcce

gaatcttaaa

tctagtttat
ccagaagagt
ctgcectttga
tcacctttag
ggaatactgt
tgcecegttece
ttagtaaggt
actttcattc
atccagtgaa
ttctttaaag
atttcgtaag
tgtgggaagt
ggatagccat
aagaacttat
tgtccaacat

ccagtacaca

37

aggtctttaa
agcatgcagt
tcatggcaac
cagttggata
caccgggcag
agctttggge
gccagttaaa
catattgttt
gaggggcaac
cttcctttac
aagctaagtt
ttaaacctgce
caaccacaat
atggaagagg
ctagattacg

t

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

951
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ES 2 885830 T3

REIVINDICACIONES

1. Composicion que presenta una actividad de hidrolasa de sales biliares en presencia de bilis o sales biliares
para una utilizacién para el tratamiento o la prevencion de la giardiasis, en la que dicha composicion se selecciona
en el grupo que consiste en:

- una composicion que comprende por lo menos una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH), siendo dicha
enzima seleccionada de entre BSH procariota, y preferentemente de entre BSH de bacterias de acido
lactico,

- una composicioén que comprende una bacteria del acido lactico que segrega por lo menos una enzima BSH,
con la excepcion de Lactobacillus johnsonii La1, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum vy
Bifidobacterium infantis,

- una composicidon que comprende una célula hospedadora recombinante que segrega por lo menos una
enzima BSH heterdloga, y

una combinacion de las mismas,

en la que dicha actividad de hidrolasa de sales biliares se determina mediante la deteccion de la presencia de
glicina o taurina liberada de sales biliares conjugadas, de acido cdlico, de acido desoxicélico, y/o de acido
quenodesoxicolico.

2. Composicidon para una utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que dicha actividad de hidrolasa de sales
biliares esta asociada con la presencia de por lo menos una enzima hidrolasa de sales biliares (BSH).

3. Composicion para una utilizacion segun la reivindicacion 2, en la que dicha enzima BSH se selecciona de entre
BSH de las bacterias de acido lactico seleccionadas de entre Lactobacillus, con la excepcién de las cepas
bacterianas Lactobacillus johnsonii La1 (NCC533, CNCM 1-1225) y de Lactobacillus acidophilus (NCC90, CNCM
1-2332).

4. Composicion para una utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha enzima BSH
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada en el grupo que consiste en:

- Lactobacillus johnsonii La1 BSH-12 (SEC ID N° 1), Lactobacillus johnsonii La1 BSH-47 (SEC ID N° 2),
Lactobacillus johnsonii La1 BSH-56 (SEC ID N° 3),

- Lactobacillus gasseri BSH-A (SEC ID N° 4), Lactobacillus gasseri BSH-B (SEC ID N° 5),
- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH (SEC ID N° 6),

- Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH (SEC ID N° 7), y

Lactobacillus johnsonii DPC 6026 BSH (SEC ID N° 8),

0 una variante natural que presenta una identidad de por lo menos 80%, por lo menos 85%, preferentemente
90%, por lo menos 90%, mas preferentemente 95%, por lo menos 95%, y todavia mas preferentemente 98%,
por lo menos 98%, o por lo menos 99% con una secuencia seleccionada en el grupo que consiste en SEC ID
N° 1 a SEC ID N° 8.

5. Composicidon para una utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, comprendiendo dicha
composicion una bacteria de acido lactico que segrega una BSH, en la que dicha bacteria se selecciona de entre:

- Lactobacillus, con la excepcion de Lactobacillus johnsonii La1 y de Lactobacillus acidophilus,
- Bifidobacterium, con la excepcion de Bifidobacterium bifidum y Bifidobacterium infantis.

6. Composicidon para una utilizacién segun la reivindicacion 5, en la que dicha bacteria de acido lactico es un
Lactobacillus seleccionado en el grupo que consiste en:

- Lactobacillus johnsonii, con la excepcion de Lactobacillus johnsonii La1,
- Lactobacillus gasseri,

- Lactobacillus acidophilus, con la excepcion de Lactobacillus acidophilus La10, y
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- Lactobacillus reuteri.

7. Composicion para una utilizaciéon segun la reivindicacion 5 o 6, en la que dicho Lactobacillus se selecciona en
el grupo que consiste en las cepas bacterianas a las que se hace referencia como:

- Lactobacillus johnsonii: depositado en la CNCM, Institut Pasteur, Paris, Francia, con la referencia 1-4885, el
7 de agosto de 2014

- Lactobacillus gasseri: depositado en la CNCM, Institut Pasteur, Paris, Francia, con la referencia 1-4884, el
7 de agosto de 2014.

8. Célula hospedadora para una utilizacién en el tratamiento o la prevencion de la giardiasis, comprendiendo dicha
célula hospedadora un acido nucleico heterélogo que comprende por lo menos una de las secuencias nucleotidicas
siguientes:

- una secuencia nucleotidica que codifica L. johnsonii La1 BSH-12 (SEC ID N° 9), o una variante natural de
la misma, en la que dicha variante natural presenta una secuencia nucleotidica de una identidad de por lo
menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% con SEC ID N° 9,

- una secuencia nucleotidica que codifica L. johnsonii La1 BSH-47 (SEC ID N° 10), o una variante natural de
la misma, en la que dicha variante natural presenta una secuencia nucleotidica de una identidad de por lo
menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% con SEC ID N° 10,

- una secuencia nucleotidica que codifica L. johnsonii La1 BSH-56 (SEC ID N° 11), o una variante natural de
la misma, en la que dicha variante natural presenta una secuencia nucleotidica de una identidad de por lo
menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 98%, o por lo menos
99% con SEC ID N° 11,

en la que dicha célula hospedadora segrega una enzima BSH.

9. Célula hospedadora para una utilizacion segun la reivindicacién 8, en la que dicha célula hospedadora es una
bacteria de acido lactico.

10. Composicién para una utilizacién en el tratamiento o la prevencion de la giardiasis segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, para el tratamiento o la prevencioén de la giardiasis en seres humanos.

11. Composicién para una utilizacién en el tratamiento o la prevencién de la giardiasis segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, para el tratamiento o la prevencion de la giardiasis en animales, y en particular para cerdos
y vacas.

12. Composicién farmacéutica para una utilizacion segun la reivindicacion 10 u 11, en la que comprende, como un
principio activo, una composicion que presenta una actividad de hidrolasa de sales biliares segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 7, y un portador farmacéuticamente aceptable.

13. Composicién alimenticia o suplemento dietético para una utilizacion segun la reivindicacion 10 u 11, en la/el

que comprende como un principio activo, una composicidon que presenta una actividad de hidrolasa de sales biliares
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y un portador.
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