ES 2993 669 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

> é ESPANA @Nﬂmero de publicacion: 2 993 669
@Int. Cl.:

C12N 1/20 ( )
A61K 35/74 ( )
A61P 29/00 (2006.01)
( )
( )

A61P 37/02
C12N 15/09

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 29.11.2012  E 21198256 (6)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 28.08.2024  EP 3978598

Titulo: Bacterias derivadas de humano que inducen proliferacion o acumulacion de células T
reguladoras

Prioridad: @ Titular/es:
01.12.2011 US 201161565976 P THE UNIVERSITY OF TOKYO (50.00%)
06.03.2012 US 201261607360 P 3-1, Hongo 7-chome

Bunkyo-kuTokyo 113-8654, JP y

. 3 SCHOOL CORPORATION, AZABU VETERINARY
t':rggziggnpgg'l'ga:a"t’gn¥er_”e”°'°” en BOPIde la MEDICINE EDUCATIONAL INSTITUTION (50.00%)
03.01.2025 ' @ Inventor/es:

HONDA, KENYA;
ATARASHI, KOJI;
TANOUE, TAKESHI;
HATTORI, MASAHIRA y
MORITA, HIDETOSHI

Agente/Representante:
BERTRAN VALLS, Silvia

Observaciones:

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

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




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 669 T3

DESCRIPCION
Bacterias derivadas de humano que inducen proliferacién o acumulacién de células T reguladoras
Campo técnico

El objeto descrito en el presente documento se refiere a una composicién de bacterias derivadas de humano que
induce proliferaciéon, acumulacién, o proliferacién y acumulacién de células T reguladoras y que comprende, como
componente activo, bacterias derivadas de humano que pertenecen a la clase Clostridia. También se refiere a la
composicién para su uso en la induccién de proliferacién, acumulacién, o proliferacién y acumulacion de células T
reguladoras. La composicién se denomina composicion bacteriana. Ademas, el objeto se refiere a la composicion
para su uso en el tratamiento o la prevencidén de al menos una enfermedad o afecciéon que es sensible a la induccién
de células T reguladoras, tal como enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias y enfermedades
infecciosas, mediante la administracién de la composicién bacteriana a un individuo que lo necesita.

Antecedentes de la técnica

Cientos de especies de microorganismos comensales se encuentran en los tractos gastrointestinales de mamiferos,
donde interaccionan con el sistema inmunitario del huésped. La investigacién usando animales libres de gérmenes
(GF) ha demostrado que los microorganismos comensales influyen en el desarrollo del sistema inmunitario de la
mucosa, tal como histogénesis de placas de Peyer (PP) y foliculos linfoides aislados (ILF), secrecién de péptidos
antimicrobianos a partir del epitelio, y acumulacién de linfocitos singulares en los tejidos mucosos, incluyendo células
plasméticas productoras de inmunoglobulina A, linfocitos intraepiteliales, células T positivas para CD4 productoras
de IL-17 (Th17), y células similares a NK productoras de IL-22 (bibliografia no de patentes (NPL) 1 a 7). Por
consiguiente, la presencia de bacterias intestinales potencia las funciones protectoras de las membranas mucosas,
lo que permite al huésped producir respuestas inmunitarias robustas contra microbios patégenos que invaden el
cuerpo. Por otro lado, el sistema inmunitario de la mucosa mantiene la insensibilidad a antigenos alimentarios y
microbios inofensivos (NPL 3). Una anomalia en la regulacién de la interferencia entre las bacterias comensales y el
sistema inmunitario (disbiosis intestinal) puede conducir a una respuesta inmunitaria demasiado robusta a antigenos
medioambientales y puede resultar en enfermedad intestinal inflamatoria (EIl) (NPL 8 a 10).

Estudios recientes han demostrado que las bacterias comensales individuales controlan la diferenciacién de sus
células inmunitarias especificas en el sistema inmunitario de la mucosa. Por ejemplo, Bacteroides fragilis, que es
una bacteria comensal en humanos, induce especificamente una respuesta de células Th1 sistémica y una
respuesta de células T productoras de IL-10 en la mucosa en ratones, y desempefia un papel en la proteccion del
huésped frente a la colitis, que estd provocada por un patégeno (NPL 3). Se sugirié que F. prausnitzii induce la
secrecién de IL-10 en un modelo de colitis en ratones (NPL 21). Las bacterias filamentosas segmentadas, que son
bacterias comensales intestinales en ratones, inducen una respuesta de células Th17 en la mucosa y potencian la
resistencia contra la infeccién de los tractos gastrointestinales del huésped con un patégeno (NPL 11 a 13). Ademas,
se sabe que los acidos grasos de cadena corta derivados de varias bacterias comensales suprimen la inflamacién
intestinal (NPL 14). Ademas, se ha observado que la presencia de algunas especies de microbiota intestinal influye
en gran medida en la diferenciacién de células T reguladoras (a continuacién en el presente documento,
denominadas “células Treg”) que ayudan a mantener la homeostasis del sistema inmunitario. Aunque se han
identificado especies especificas de comensales bacterianos murinos que pueden estimular fuertemente las Treg
(NPL 15), todavia se desconoce si las especies de bacterias comensales humanas ejercen una influencia
equivalente sobre el sistema inmunitario humano. Ademas, el tracto intestinal humano alberga méas de mil especies
bacterianas, muchas de las cuales aln no se han cultivado (NPL 16). No es factible adivinar a priori cuales, si las
hay, podrian tener un efecto sobre las Treg.

Con el fin de desarrollar farmacos, complementos alimenticios o alimentos con funciones inmunitarias beneficiosas
para su uso en humanos, es deseable identificar microorganismos comensales que colonicen de manera natural a
los humanos y tengan propiedades inmunomoduladoras. Ademas, puesto que muchos de los comensales en el
microbioma humano aldn no se han cultivado, es necesario desarrollar métodos para cultivarlos de modo que
puedan producirse mediante procedimientos de fermentacién industriales tradicionales e incorporarse
posteriormente en formulaciones farmacéuticas o alimenticias.

Las células T CD4* son células T reguladoras que se han identificado como un subconjunto de células que suprimen
la inmunidad. Un factor de transcripcién, Foxp3, se expresa en células T CD4* que se sabe que desempefian un
papel importante en el mantenimiento de la homeostasis inmunolégica (NPL 8, 9, 17 y 18). Las células que expresan
Foxp3 estan presentes mayoritariamente en el colon y sélo las células Treg presentes localmente en el colon
expresan constantemente IL-10, una citocina inmunosupresora, a un nivel elevado (NPL 19). Los animales que
tienen células CD4*Foxp3* a partir de las cuales se elimina especificamente IL-10 desarrollan enfermedad intestinal
inflamatoria (NPL 20).

Por consiguiente, existe la necesidad de identificar especies bacterianas comensales derivadas de humano con la
capacidad de inducir fuertemente a las células Treg a producir IL-10 en el colon a un nivel elevado y desarrollar
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métodos para cultivar tales especies. Tales especies podrian usarse para potenciar la inmunosupresién, que, a su
vez, pueden aplicarse al tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, tales como enfermedad intestinal
inflamatoria, enfermedades inflamatorias, alergias, o trasplante de érganos, entre otras enfermedades y afecciones.
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Sumario de la invencién

Problema técnico

Las presentes composiciones se han preparado en vista de los problemas descritos anteriormente en la técnica. La
presente invencién proporciona una composicién que induce proliferacién y/o acumulacién de células T reguladoras,
consistiendo la composicién en una combinacién de 5-17 cepas bacterianas pertenecientes a 5-17 de las siguientes

unidades taxonémicas operativas (OTU):

OoTU SEQ ID NO ESPECIE MAS CERCANA
136 19 Clostridium saccharogumia
Clostridium ramosum JCM1298
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46 20 Clostridium ramosum
221 21 Flavonifractor plautii
Pseudoflavonifractor capillosus ATCC 29799
9 29 Clostridium hathewayi
Clostridium saccharolyticum WM1
21 24 Blautia coccoides
Lachnospiraceae bacterium 6_1_63FAA
166 25 Clostridium sp.
Clostridium bolteae ATCC BAA-613
73 6 Clostridium sp. MLG055
Erysipelotrichaceae bacterium 2_2_44A
174 57 Clostridium indolis
Anaerostipes caccae DSM 14662
337 30 Anaerotruncus colihominis
Anaerotruncus colihominis DSM 17241
314 31 Ruminococcus sp. ID8
Lachnispiraceae bacterium 2_1_46FAA
195 32 Clostridium lavalense
Clostridium asparagiforme DSM 15981
306 33 Clostridium symbiosum
Clostridium symbiosum WAL-14163
Eubacterium contortum
87 34 Clostridium sp. D5
281 39 Clostridium scindens
Lachnospiraceae bacterium 5_1_57FAA
288 40 Lachnospiraceae bacterium A4
Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CT1
334 41 Clostridium sp. 316002/08
Clostridiales bacterium 1_7_47FAA
359 42 Lachnospiraceae bacterium A4
Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CT1.

En las reivindicaciones dependientes se definen aspectos adicionales de la invencién.

En realizaciones especificas, las composiciones bacterianas inducen, y preferiblemente inducen fuertemente,
proliferacién, acumulacién, o proliferacién y acumulacién de células T reguladoras que producen una citocina
inmunosupresora, tal como IL-10, en el colon (por ejemplo, el colon humano) a niveles elevados.

Tales composiciones bacterianas son Utiles, por ejemplo, para potenciar la inmunosupresién y, como resultado, para
tratar enfermedades autoinmunitarias.

Solucién al problema

Tal como se describe en el presente documento, entre las méas de mil especies de bacterias en el microbioma
humano, hay varias especies que inducen fuertemente la acumulacién de Treg en el colon.

Ademas, tal como se describe, aunque la mayoria de las especies bacterianas presentes en muestras fecales de
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individuos sanos no tiene la capacidad de estimular a las Treg, las especies que pertenecen a la clase Clostridia
tienen la capacidad de provocar una induccién robusta de Treg en el colon. Ademas, los inventores han obtenido
cultivos in vitro de cada una de las especies bacterianas identificadas y han demostrado que la inoculacién de
ratones con las especies cultivadas in vitro también conduce a una acumulacién robusta de Treg en el colon.

Tal como se describe en el presente documento, las composiciones de la presente invencién suprimen las funciones
inmunitarias.

En una realizacién, la composicién induce células T reguladoras que son células T reguladoras positivas para factor
de transcripcién Foxp3 o células T reguladoras productoras de IL-10. En otra realizacién, la composicidén tiene un
efecto inmunosupresor.

Una realizacién es una composicién farmacéutica que induce proliferaciéon, acumulacién, o tanto proliferacién como
acumulacién de células T reguladoras y suprime la funcién inmunitaria. La composicién farmacéutica comprende una
composicidén bacteriana descrita en el presente documento y un componente farmacéuticamente aceptable, tal como
un portador, un disolvente o un diluyente.

La composicién farmacéutica induce la proliferaciéon y/o acumulacién de células T reguladoras (células Treg) y
suprime la funcién inmunitaria.

Ademas, se proporciona la composiciéon para su uso en un método de induccién de proliferacién, acumulacién, o
tanto proliferacién como acumulacién de células T reguladoras en un individuo (por ejemplo, un individuo que lo
necesita, tal como un individuo que necesita induccién de proliferacién y/o acumulacién de células T reguladoras). El
método comprende administrar al individuo una composiciéon bacteriana descrita en el presente documento o una
composicién farmacéutica que comprende una composicidon bacteriana descrita en el presente documento. El
individuo puede ser un individuo sano o un individuo que necesita prevencion, reduccién o tratamiento de una
afeccidén o enfermedad. Por ejemplo, las composiciones descritas pueden administrarse a un individuo que necesita
tratamiento, reduccién de la gravedad o prevencién de una enfermedad o afeccién tal como una enfermedad
autoinmunitaria, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad alérgica, y una enfermedad infecciosa.

Opcionalmente, la administracién de la composicién bacteriana puede ser en combinacidén con, o precedida por, una
serie de uno o mas antibiéticos.

Opcionalmente, la administracién de la composiciéon bacteriana puede ser en combinacién con la administracién de
al menos una sustancia prebiética que favorece preferentemente el crecimiento de las especies en la composicién
bacteriana a lo largo del crecimiento de otras especies bacterianas comensales humanas. En una realizacién, la(s)
sustancia(s) prebidtica(s) es/son, por ejemplo, un oligosacérido no digerible. En realizaciones especificas, la una o
mas sustancia(s) prebidtica(s) se selecciona(n) del grupo que consiste en cascara de almendra, inulina,
oligofructosa, rafinosa, lactulosa, pectina, hemicelulosa, amilopectina, acetil-Co A, biotina, melaza de remolacha,
extractos de levadura, y almidén resistente. También se contempla en el presente documento una composicién que
comprende la composicién bacteriana y al menos una sustancia prebidtica.

La composicién bacteriana puede administrarse en combinacién con una sustancia seleccionada del grupo que
consiste en corticoesteroides, mesalazina, mesalamina, sulfasalazina, derivados de sulfasalazina, farmacos
inmunosupresores, ciclosporina A, mercaptopurina, azatiopurina, prednisona, metotrexato, antihistaminicos,
glucocorticoides, epinefrina, teofilina, cromoglicato disédico, antileucotrienos, farmacos anticolinérgicos para la rinitis,
descongestivos anticolinérgicos, estabilizadores de mastocitos, anticuerpos monoclonales anti-IgE, vacunas,
inhibidores anti-TNF tales como infliximab, adalimumab, certolizumab pegol, golimumab o etanercept, y
combinaciones de los mismos. También se describe en el presente documento una composicién que comprende la
composiciébn bacteriana y al menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste en corticoesteroides,
mesalazina, mesalamina, sulfasalazina, derivados de sulfasalazina, farmacos inmunosupresores, ciclosporina A,
mercaptopurina, azatiopurina, prednisona, metotrexato, antihistaminicos, glucocorticoides, epinefrina, teofilina,
cromoglicato disédico, antileucotrienos, farmacos anticolinérgicos para la rinitis, descongestivos anticolinérgicos,
estabilizadores de mastocitos, anticuerpos monoclonales anti-IgE, vacunas, inhibidores anti-TNF tales como
infliximab, adalimumab, certolizumab pegol, golimumab o etanercept, y combinaciones de los mismos.

En una realizacién adicional, la composicién bacteriana puede usarse como adyuvante para mejorar la eficacia de
una formulacién de vacuna. Por ejemplo, la composicion bacteriana puede usarse como adyuvante para una vacuna
para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria o una enfermedad alérgica. En algunas
realizaciones, se proporciona un método para la profilaxis o el tratamiento, comprendiendo el método administrar la
composicién bacteriana y administrar una vacuna.

La evaluacién del grado de induccién de proliferacién o acumulacién de células T reguladoras que resulta de la
administraciéon de una composicién descrita en el presente documento puede llevarse a cabo mediante una variedad
de enfoques, tales como mediante la medicién del nimero de Treg que expresan Foxp3 en una muestra del paciente
(tal como una biopsia 0 una muestra de sangre), la promocién de la expresiéon de IL-10, la promocién de la expresién

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 669 T3

de CTLA4, la promocién de la expresiéon de IDO, la supresion de la expresién de IL-4, o la colonizacién de un
individuo con la composicién bacteriana. Los resultados de tales evaluaciones se usan como indice de la induccidn
de proliferaciéon o acumulacién de células T reguladoras en el individuo.

En una realizacién, la administracién de una composicién descrita en el presente documento provoca la induccién de
las células T reguladoras que son células T reguladoras positivas para factor de transcripcién Foxp3 o células T
reguladoras productoras de IL-10.

La composicion descrita en el presente documento puede administrarse mediante una variedad de vias, y en una
realizacién se administra por via a un individuo que lo necesita, tal como un paciente que lo necesita. La
composicién puede administrarse en varias formas orales, tales como en forma de esporas (en un polvo seco o en
disolucién en una formulacién liquida), en capsulas entéricas, en sobres, o en una matriz alimentaria, tal como yogur
0 una bebida.

Predecir la respuesta de un sujeto al tratamiento (predecir si el sujeto responderd o no al tratamiento) con las
composiciones de la invencién puede implicar (a) obtener una muestra (al menos una, una o mas), tal como una
muestra fecal o una biopsia colénica, de un paciente antes de que se trate con una composicién bacteriana descrita
en el presente documento; (b) medir o determinar el porcentaje o los recuentos absolutos en la muestra de al menos
una especie bacteriana seleccionada del grupo que consiste en: Clostridium saccharogumia, Clostridium ramosum
JCM1298, Clostridium ramosum, Flavonifractor plautii, Pseudoflavonifractor capillosus ATCC 29799, Clostridium
hathewayi, Clostridium saccharolyticum WMA1, Bacteroides sp. MANG, Clostridium saccharolyticum, Clostridium
scindens, Lachnospiraceae bacterium 5_1_S57FAA, Lachnospiraceae bacterium 6_1_63FAA, Clostridium sp. 14616,
Clostridium bolteae ATCC BAA-613, cf Clostridium sp. MLG0SS, Erysipelotrichaceae bacterium 2_2 44A,
Clostridium indolis, Anaerostipes caccae, Clostridium bolteae, Lachnospiraceae bacterium DJF_VP30,
Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CT1, Anaerotruncus colihominis, Anaerotruncus colihominis DSM 17241,
Ruminococcus sp. |ID8, Lachnospiraceae bacterium 2_1_46FAA, Clostridium lavalense, Clostridium asparagiforme
DSM 15981, Clostridium symbiosum, Clostridium symbiosum WAL-14163, Eubacterium contortum, Clostridium sp.
D5, Oscillospiraceae bacterium NML 061048, Oscillibacter valericigenes, Lachnospiraceae bacterium A4, Clostridium
sp. 316002/08, Clostridiales bacterium 1_7_47FAA, Blautia cocoides y Anaerostipes caccae DSM 14662,
produciendo de ese modo un porcentaje o recuento, y (c) comparar el porcentaje o recuento resultante (medicién)
con un valor de nivel inicial de la misma medicién en un sujeto sano, en la que un porcentaje o recuento en la
muestra obtenida del paciente que es inferior al valor de nivel inicial indica que el sujeto puede responder
favorablemente a la administraciéon de la composicidén bacteriana.

En algunas realizaciones, la composicidén de la invencién se administra al paciente si el porcentaje o recuento en la
muestra obtenida del paciente es inferior al valor de nivel inicial. Predecir la respuesta de un sujeto al tratamiento
puede implicar ademas medir, en una muestra del paciente (por ejemplo, una muestra fecal o una biopsia colénica),
los porcentajes o recuentos absolutos de otras especies comensales que pertenecen a las agrupaciones IV y XlVa
de Clostridium, pero no estan presentes en la composicién bacteriana, en la que un valor del porcentaje o recuento
absoluto (medicién) inferior al nivel inicial indica ademas que el sujeto puede responder favorablemente a la
administracién de las composiciones bacterianas. En algunas realizaciones, la composicién de la invenciéon se
administra al paciente si el valor del porcentaje o recuento absoluto (medicién) es inferior al nivel inicial. En una
realizacién, el paciente que estd evaluandose padece enfermedad intestinal inflamatoria o una infeccién por
C. difficile.

Monitorizar la respuesta de un sujeto al tratamiento con las composiciones bacterianas de la invencién puede
implicar (a) obtener una muestra (al menos una), tal como una muestra fecal o una biopsia colénica, de un paciente
antes del tratamiento con una composicién bacteriana descrita en el presente documento; (b) obtener una muestra
(al menos una) correspondientes del paciente después del tratamiento con una composicién bacteriana descrita en
el presente documento; y (¢) comparar el porcentaje o los recuentos absolutos de al menos una especie bacteriana
seleccionada del grupo que consiste en: Clostridium saccharogumia, Clostridium ramosum JCM1298, Clostridium
ramosum, Flavonifractor plautii, Pseudoflavonifractor capillosus ATCC 29799, Clostridium hathewayi, Clostridium
saccharolyticum WM1, Bacteroides sp. MANG, Clostridium saccharolyticum, Clostridium scindens, Lachnospiraceae
bacterium 5_1_57FAA, Lachnospiraceae bacterium 6_1_63FAA, Clostridium sp. 14616, Clostridium bolteae ATCC
BAA-613, cf. Clostridium sp. MLGO055, Erysipelotrichaceae bacterium 2_2 44A, Clostridium indolis, Anaerostipes
caccae, Clostridium bolteae, Lachnospiraceae bacterium DJF_VP30, Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CTH1,
Anaerotruncus colihominis, Anaerotruncus colihominis DSM 17241, Ruminococcus sp. |D8, Lachnospiraceae
bacterium 2_1_46FAA, Clostridium lavalense, Clostridium asparagiforme DSM 15981, Clostridium symbiosum,
Clostridium symbiosum WAL-14163, Eubacterium contortum, Clostridium sp. D5, Oscillospiraceae bacterium NML
061048, Oscillibacter valericigenes, Lachnospiraceae bacterium A4, Clostridium sp. 316002/08, Clostridiales
bacterium 1_7_47FAA, Blautia cocoides y Anaerostipes caccae DSM 14662 en la muestra obtenida en (a) con el
porcentaje o los recuentos absolutos de la misma al menos una especie bacteriana en la muestra obtenida en (b), en
la que un valor en la muestra obtenida en (b) (después del tratamiento con la composicién bacteriana) mayor que en
la muestra obtenida en (a) (antes del tratamiento) indica que el sujeto ha respondido favorablemente al tratamiento
(por ejemplo, es un indicador positivo de inmunosupresién potenciada en el sujeto).
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Administrar adicionalmente la composicién bacteriana al paciente o cesar la administracién de la composicidén
bacteriana al paciente puede estar basado en la comparacién en (c¢). La monitorizaciéon puede comprender ademéas
medir, en la muestras del sujeto, los porcentajes o recuentos absolutos de otras especies comensales que
pertenecen a las agrupaciones |V y XIVa de Clostridium, pero no estan presentes en la composicién bacteriana, en
la que un valor después del tratamiento mayor que antes del tratamiento indica que el sujeto ha respondido
favorablemente al tratamiento.

Efectos ventajosos de la invencién
EFECTOS DE LAS COMPOSICIONES Y LOS METODOS DESCRITOS EN EL PRESENTE DOCUMENTO

Las composiciones descritas en el presente documento son excelentes para inducir la proliferacién o acumulacién
de células T reguladoras (células Treg).

La inmunidad en un individuo puede suprimirse a través de la administracién de la composicién en cuestién, tal
como a través de la ingesta de la composicién bacteriana en un alimento o una bebida o como complemento
alimenticio o a través de la administracién de una composicién farmacéutica que comprende la composicién
bacteriana. La composicidén en cuestibn puede usarse, por ejemplo, para prevenir o tratar enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades alérgicas, enfermedades infecciosas, asi como para suprimir el rechazo
inmunolégico en el trasplante de 6rganos, o similares. Ademés, si un alimento o una bebida, tal como un alimento
saludable, comprende la composicién en cuestién, los individuos sanos pueden ingerir la composicién de manera
facil y rutinaria. Como resultado, es posible inducir la proliferacién y/o acumulacién de células T reguladoras y
mejorar de ese modo las funciones inmunitarias.

La composiciéon descrita en el presente documento proporciona una alternativa de tratamiento natural, de larga
duracién, que se preocupa por el paciente y benigna para afecciones inmunomediadas. Por ejemplo, la enfermedad
intestinal inflamatoria se trata actualmente con farmacos sintéticos que pueden tener graves efectos secundarios
(tales como corticoesteroides, inhibidores de TNF), no pueden administrarse por via oral (tales como inhibidores de
TNF), tienen una dosificacion poco practica que implica varias pastillas al dia (tales como mesalazina o
sulfasalazina) o tienen una eficacia limitada y efectos de corta duracién (tales como los probiéticos comercializados
en la actualidad, por ejemplo, Lactobacillus GG, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum, etc.).

Breve descripcién de los dibujos

[Figura 1A-B] La figura 1A es un histograma que muestra células CD4 dependientes de la expresién de Foxp3 de la
lamina propia del colon (C LPL, panel izquierdo) y la lamina propia del intestino delgado (S| LPL, panel derecho) de
ratones GF o ratones GF colonizados con heces humanas sin tratar (+huUT, n=4, enumeracién desde #A1 hasta
#A4) o tratadas con cloroformo (+huCloro, n=4, enumeracién desde #B1 hasta #B4). La figura 1B es un histograma
que muestra la expresién de Helios en células Foxp3+CD4+ de la ldmina propia del colon (panel izquierdo) y la
lamina propia del intestino delgado (panel derecho) de ratones GF o ratones GF colonizados con heces humanas sin
tratar (+huUT) o tratadas con cloroformo (+huCloro). Los nimeros encima de las lineas entre corchetes en (A) y (B)
indican el porcentaje de la poblacién.

[Figura 1C-D] Las figuras 1C-D son graficos que muestran, respectivamente, datos combinados para la expresioén de
Foxp3 en células CD4+, y para la expresién de Helios en células Foxp3+CD4+, de la lamina propia del colon (panel
izquierdo) y la lamina propia del intestino delgado (panel derecho) de ratones GF o ratones GF colonizados con
heces humanas sin tratar (+huUT) o tratadas con cloroformo (+huCloro). Cada circulo en (C) y (D) representa un
animal independiente, y las barras de error indican la DE. *P < 0,05; **P < 0,001, prueba de la t para datos
independientes.

[Figura 1E] La figura 1E muestra graficos de puntos de citometria de flujo representativos para las expresiones
intracelulares de IL-17 e IFN-y en células CD4+ de la ldmina propia del colon (panel superior) y la ldmina propia del
intestino delgado (panel inferior) de ratones GF o ratones GF colonizados con heces humanas sin tratar (+huUT) o
tratadas con cloroformo (+huCloro). El nimero en cada cuadrante en (E) indica el porcentaje de la poblacién.

[Figura 1F-G] Las figuras 1F-G muestran, respectivamente, datos combinados de todos los ratones para la expresién
de IL-17 e IFN-y en células CD4+ de la ldmina propia del colon (panel izquierdo) y la lamina propia del intestino
delgado (panel derecho) de ratones GF o ratones GF colonizados con heces humanas sin tratar (+huUT) o tratadas
con cloroformo (+huCloro). Cada circulo en (F, G) representa un animal independiente, y las barras de error indican
la DE. *P < 0,05; ns, no significativo (P > 0,05), prueba de la t para datos independientes.

[Figura 2] La figura 2 muestra graficos representativos (A) y datos combinados (B-C) para la expresién de Foxp3 en
células CD4+ (panel superior en A, panel izquierdo en B) o la expresién de Helios en células Foxp3+CD4+ (panel
inferior en A, panel derecho en C) para ratones GF y ratones GF a los que se les inoculé por via oral (una vez a la
semana durante 4 semanas) una suspensién de heces humanas tratadas con cloroformo que se habian sometido
previamente a tratamiento en autoclave. Los numeros encima de las lineas entre corchetes en (A) indican el
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porcentaje de la poblacién. Cada circulo en (B, C) representa un animal independiente, y las barras de error indican
la DE. ns, no significativo (P > 0,05), prueba de la t para datos independientes.

[Figura 3] La figura 3 muestra graficos representativos (A, en este caso se muestran datos del raton #C4) y datos
combinados (B) para la expresién de Foxp3 en células CD4+ de linfocitos de la lamina propia del colon y del
intestino delgado para ratones GF y ratones GF a los que se les inocularon por via oral heces humanas tratadas con
cloroformo (+huCloro, n=7, enumeracién desde #C1 hasta #C7). Los nimeros encima de las lineas entre corchetes
en (A) indican el porcentaje de la poblacién. Cada circulo en (B) representa un animal independiente, y las barras de
error indican la DE. **P < 0,001, prueba de la t para datos independientes.

[Figura 4] La figura 4 muestra graficos representativos (A) y datos combinados (B) para la expresion de Foxp3 en
células CD4+ de la lamina propia del colon (C LPL) y la [amina propia del intestino delgado (S| LPL) para ratones GF
y ratones GF (enumeracién desde #D1 hasta #D6) que se coalojaron con los ratones ex-GF #C6 y #C7 colonizados
con heces humanas tratadas con cloroformo. Los nimeros encima de las lineas entre corchetes en (A) indican el
porcentaje de la poblacion. Cada circulo en (B) representa un animal independiente, y las barras de error indican la
DE. **P < 0,001, prueba de la t para datos independientes.

[Figura 5] La figura 5 muestra gréficos representativos y datos combinados para la expresién de Foxp3 en células
CD4+ (A, B) o la expresién de Helios en células Foxp3+CD4+ (C) de la lamina propia del colon (C LPL) y la ldmina
propia del intestino delgado (Sl LPL) para ratones GF, ratones GF a los que se les inocul6 suspensién fecal diluida
2000 veces (+x2000, n=4, enumeracion desde #E1 hasta #E4) o 20000 veces (+x20000, n=8, enumeracién desde
#F1 hasta #F8) del raton #C4. Los numeros encima de las lineas entre corchetes en (A) indican el porcentaje de la
poblaciéon. Cada circulo en (B) y (C) representa un animal independiente, y las barras de error indican la DE.
*P < 0,05; **P < 0,001, prueba de la t para datos independientes.

[Figura 6] La figura 6 muestra gréficos representativos (A, B) y datos combinados (C, D) para la expresion de Foxp3
en células CD4+ (A, C) o la expresién de Helios en células Foxp3+CD4+ (B, D) de la ldmina propia del colon (C LPL)
y la lamina propia del intestino delgado (Sl LPL) para ratones GF y ratones GF a los que se les inocul6 suspensién
fecal del raton #F3 (n=5), #F7 (n=4) o #F8 (n=4). Los nimeros encima de las lineas entre corchetes en (A) y (B)
indican el porcentaje de la poblacién. Cada circulo en (C) y (D) representa un animal independiente, y las barras de
error indican la DE. *P < 0,05; **P < 0,001, prueba de la t para datos independientes.

[Figura 7] La figura 7 muestra graficos representativos (A) y datos combinados (B, C) para la expresién de Foxp3 en
células CD4+ (A, B) o la expresion de Helios en células Foxp3+CD4+ para ratones GF y ratones GF a los que se les
inocularon 3 cepas aisladas de bacterias procedentes del contenido cecal del ratén #F8 (n=4, enumeracién desde
#J1 hasta #J4). Los numeros encima de las lineas entre corchetes en (A) indican el porcentaje de la poblacién. Cada
circulo en (B) y (C) representa un animal independiente, y las barras de error indican la DE. ns, no significativo
(P > 0,05), prueba de la t para datos independientes.

[Figura 8] La figura 8 muestra las abundancias relativas de OTU que tienen el mismo pariente més cercano en cada
muestra cecal (se extrajo ADN bacteriano a partir del contenido cecal de los ratones #A1, #CA4, #F8, #G2, #H3, #I3,
#J3 y #K3, mostrados en las barras). El nUmero total de OTU detectadas en cada muestra se representa debajo de
la barra. Los nombres de OTU detectadas en la muestra #H3, #I3 o #K3, su pariente mas cercano y su similitud con
el pariente més cercano se representan en la tabla de la derecha.

[Figura 9] La figura 9 muestra graficos representativos (A) y datos combinados (B, C) para la expresién de Foxp3 en
células CD4+ (A, B) o la expresién de Helios en células Foxp3+CD4+ (A, C) de la ldmina propia del colon (C LPL) y
la lamina propia del intestino delgado (Sl LPL) para ratones GF y ratones GF a los que se les inocularon colecciones
de bacterias procedentes de la placa de cultivo de contenido cecal del ratdn #G2 (n=4, enumeracién desde #K1
hasta #K4). Los numeros encima de las lineas entre corchetes en (A) indican el porcentaje de la poblaciéon. Cada
circulo en (B) y (C) representa un animal independiente, y las barras de error indican la DE. *P < 0,05; **P < 0,001,
prueba de la t para datos independientes.

[Figura 10] La figura 10 muestra graficos representativos (A) y datos combinados (B, C) para la expresién de Foxp3
en células CD4+ (A, B) o la expresién de Helios en células Foxp3+CD4+ (A, C) de la ldmina propia del colon (C LPL)
y la lamina propia del intestino delgado (S| LPL) para ratones GF y ratones GF a los que se les inocul6é una mezcla
de 23 cepas bacterianas que se aislaron y se muestran en la tabla 2 (23-mix). Los nimeros encima de las lineas
entre corchetes en (A) indican el porcentaje de la poblacién. Cada circulo en (B) y (C) representa un animal
independiente, y las barras de error indican la DE. *P < 0,05; **P < 0,001, prueba de la t para datos independientes.

[Figura 11] La figura 11 muestra un grafico representativo de la acumulacién de células Foxp3+CD4+ en ratones GF
adultos a los que se les inocularon muestras cecales diluidas de 2x10% a 2x107 veces de ratones +huCloro. Los
experimentos se realizaron mas de dos veces. Las barras de error indican la DE. **P<0,01, *P<0,05, tal como se
calcula mediante la prueba de la t de Student.

[Figura 12] La figura 12 muestra un grafico representativo de la acumulacién de células Foxp3+CD4+ en el colon de
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ratones GF adultos a los que se les inoculé una mezcla de 23 cepas bacterianas que se aislaron y se muestran en la
tabla 2 (23-mix), heces humanas tratadas con cloroformo (+huCloro) y Faecalibacterium prausnitzii (+Faecali). Las
barras de error indican la DE. **P<0,01, tal como se calcula mediante la prueba de la t de Student.

[Figura 13] La figura 13 muestra un grafico representativo de la acumulacién de células Foxp3+CD4+ en ratones GF
adultos que eran los receptores secundarios (+2x10%re) y terciarios (+2x10%re-re) de inoculaciones con el contenido
cecal de ratones +2x10% y ratones GF adultos a los que se les inocularon muestras cecales diluidas 2x10* veces de
ratones +2x10% (+(2x10%)).

[Figura 14] La figura 14 muestra los resultados de la pirosecuenciacién de ADNr 16S del contenido cecal de los
ratones definidos (+hu, +huCloro, +2x10%, +2x10%re, (+2x10%)?, +23-mix) usando un secuenciador 454. Se muestran
la abundancia relativa de las OTU (%) en la comunidad de bacterias cecales en cada ratén y las cepas més
cercanas en la base de datos y el niUmero de cepa aislada correspondiente para las OTU indicadas.

[Figura 15] La figura 15 muestra un grafico representativo de la acumulacién de células Foxp3+CD4+ en el colon de
ratones GF 1QIl, BALB y B6 adultos tras la inoculacién de una mezcla de 17 cepas bacterianas que se aislaron y se
muestran en la tabla 4 (17-mix), **P<0,01, tal como se calcula mediante la prueba de la t de Student.

[Figura 16] La figura 16 muestra un grafico representativo de la acumulacién de células Foxp3+CD4+ en ratones GF
IQI adultos monocolonizados con cada una de las 17 cepas enumeradas en la tabla 4 (17-mix).

[Figura 17] La figura 17 muestra un grafico representativo de la acumulacién de células Foxp3+CD4+ en ratones GF
IQl adultos colonizados con 3-mix, 5-mix-A, 5-mix-B, 5-mix-C o 17-mix tal como se enumeran en la tabla 4. Los
circulos indican animales individuales. Los experimentos se realizaron mas de dos veces con resultados similares.
Las barras de error indican la DE. **P<0,01, *P<0,05, ns, no significativo, tal como se calcula mediante la prueba de
la t de Student.

[Figura 18] La figura 18 muestra un gréafico representativo de la acumulacién de células Foxp3+CD4+ en ratones
SPF adultos a los que se les inoculd repetidamente 17-mix (SPF+17-mix; n=5) o control (SPF+cont.; n=6). **P<0,01,
tal como se calcula mediante la prueba de la t de Student.

[Figura 19] La figura S19 muestra los efectos de la inoculaciéon de 17-mix sobre un modelo OVA de diarrea, tal como
se mide mediante una puntuacién de diarrea cualitativa. *P<0,05, tal como se calcula mediante la prueba de la t de
Student.

[Figura 20] La figura 20 muestra la supervivencia de ratones adultos a los que se les inocul6 una mezcla de
17 cepas bacterianas enumeradas en la tabla 4 (17-mix) tras la exposicién a acido trinitrobencenosulfénico (TNBS),
un agente usado en modelos experimentales de colitis.

[Figura 21] La figura 21 muestra la abundancia relativa de cada una de las cepas de 17-mix en la microbiota fecal
humana de sujetos sanos y con colitis ulcerosa. Las lecturas publicamente disponibles de 15 sujetos sanos y
20 sujetos con colitis ulcerosa en la base de datos de MetaHIT se alinearon con el genoma de las 17 cepas. Se
muestran los nimeros medios de lecturas mapeadas en grupos sanos y grupos con UC para cada uno de los
genomas de las 17 cepas. Las barras de error representan el EEM. *P<0,095, tal como se calcula mediante la prueba
de la t de Student.

Breve descripcién de las tablas

La tabla 1 muestra los numeros de lecturas detectadas y los parientes méas cercanos para cada OTU obtenida a
partir de la clasificacién de secuencias (3400 lecturas para cada muestra) resultantes de la amplificacién de genes
codificantes de ARNr 16S y la metasecuenciacién por PCR de ADN bacteriano extraido del contenido cecal de los
ratones #A1, #CA4, #F8, #G2, #H3, #I13, #J3 y #K3 (clasificacién basada en la similitud de secuencia, >97 % de
identidad con las secuencias en la base de datos de &cidos nucleicos usando BLAST).

La tabla 2 muestra, para cada una de las diecisiete cepas bacterianas aisladas del contenido cecal de los ratones
#F8, #G2, #11 y #K3 usando placas de agar BL o agar EG, el pariente mas cercano en las especies conocidas, la
méxima similitud con el pariente mas cercano, su clasificacién en la agrupacién de Clostridiaceae, el origen de ID de
ratén, y el medio de cultivo para el aislamiento.

La tabla 3 muestra, para cada una de las 31 cepas bacterianas aisladas del contenido cecal de los ratones #F8,
#G2, #|1 y #K3 usando placas de agar BL o agar EG, el pariente mas cercano en las especies conocidas, la maxima
similitud con el pariente mas cercano, la base de datos usada para la busqueda en BLAST, y la similitud entre
cepas.

La tabla 4 muestra el analisis de ADNr 16S para cada una de las 31 cepas que se aislaron. Se aisl6 ADN bacteriano
a partir de cada una de las 31 cepas y se amplificé el ADNr 16S de los aislados mediante PCR de colonias. Se
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purificé cada ADN amplificado, se secuencié, y se aline6é usando el programa de software ClustalWW. Basandose en
la secuencia de ADNr 16S para cada cepa, se muestran su especie mas cercana, el % de similitud con la especie
mas cercana, Yy la similitud con otras cepas. Las cepas que se incluyeron en 23-mix, 17-mix, 5-mix-A, 5-mix-B, 5-mix-
C y 3-mix estédn marcadas en la columna de la derecha.

Descripcidon de realizaciones
DESCRIPCION DETALLADA
<Composicién que tiene efecto de induccién de proliferacién o acumulacién de células T reguladoras>

En el presente documento se describe una composicion que induce proliferacién, acumulacién de células T
reguladoras, o tanto proliferacién como acumulacién de células T reguladoras. La composicién es segun la
reivindicacién 1. Las bacterias descritas en el presente documento se aislaron de muestras fecales humanas usando
los métodos expuestos en los ejemplos 19 a 28.

El término “células T reguladoras” se refiere a células T que suprimen una respuesta inmunitaria anémala o excesiva
y desempefian un papel en la inmunotolerancia. Las células T reguladoras son normalmente células T positivas para
CD4 y positivas para factor de transcripcion Foxp3. Las células T reguladoras de la presente invencién también
incluyen células T reguladoras negativas para factor de transcripcién Foxp3 que son células T positivas para CD4
productoras de IL-10.

El término “induce proliferacion o acumulacién de células T reguladoras” se refiere a un efecto de induccién de la
diferenciacién de células T inmaduras en células T reguladoras, diferenciacién que conduce a la proliferacién y/o a la
acumulacién de células T reguladoras. Ademas, el significado de “induce proliferacién o acumulaciéon de células T
reguladoras” incluye efectos in vivo, efectos in vitro, y efectos ex vivo. Se incluyen todos los efectos siguientes: un
efecto de induccién de proliferacién o acumulacién in vivo de células T reguladoras a través de la administracién o
ingesta de las bacterias mencionadas anteriormente pertenecientes a la clase Clostridia; un efecto de induccién de
proliferacién o acumulacién de células T reguladoras cultivadas provocando que las bacterias mencionadas
anteriormente pertenecientes a la clase Clostridia actlen sobre las células T reguladoras cultivadas; y un efecto de
induccién de proliferacién o acumulacién de células T reguladoras que se recogen de un organismo vivo y que estan
destinadas a introducirse posteriormente en un organismo vivo, tal como el organismo del que se obtuvieron u otro
organismo, provocando que las bacterias mencionadas anteriormente pertenecientes a la clase Clostridia actlen
sobre las células T reguladoras. El efecto de induccién de proliferacién o acumulaciéon de células T reguladoras
puede evaluarse, por ejemplo, de la siguiente manera. Especificamente, las bacterias mencionadas anteriormente
pertenecientes a la clase Clostridia se administran por via oral a un animal de experimentacién, tal como un ratén
libre de gérmenes, luego se aislan células positivas para CD4 en el colon, y se mide la razdén de células T
reguladoras contenidas en las células positivas para CD4 mediante citometria de flujo (véase el ejemplo 7).

Las células T reguladoras cuya proliferacién o acumulacién se induce mediante la composiciéon de la presente
invencién son preferiblemente células T reguladoras positivas para factor de transcripcién Foxp3 o células T
reguladoras productoras de IL-10.

En la presente invencién, “bacterias derivadas de humano” significa especies bacterianas que se han aislado de una
muestra fecal o de una biopsia gastrointestinal obtenida de un individuo humano o cuyos progenitores se aislaron de
una muestra fecal o de una biopsia gastrointestinal obtenida de un humano (por ejemplo, son progenie de bacterias
obtenidas de una muestra fecal o una biopsia gastrointestinal). Por ejemplo, las especies bacterianas pueden
haberse aislado previamente de una muestra fecal o de una biopsia gastrointestinal obtenida de un humano y
cultivado durante un tiempo suficiente para generar progenie. Luego puede cultivarse o congelarse adicionalmente la
progenie. Las bacterias derivadas de humano son comensales que se producen de manera natural que pueblan el
tracto gastrointestinal de individuos humanos, preferiblemente individuos humanos sanos.

En la presente invencion, el término “clase Clostridia” (como en “composiciones que contienen bacterias
pertenecientes a la clase Clostridia”) se refiere a una clase de bacterias anaerobias estrictas Gram+ pertenecientes
al filo Firmicutes que tienen la capacidad de forma esporas. Es importante destacar que, aunque actualmente la
mayoria de las bacterias de esta clase se incluyen en el orden Clostridiales, esta categorizacién todavia se basa
parcialmente en métodos antiguos y probablemente se redefinira en el futuro basandose en los nuevos avances en
las tecnologias de secuenciaciéon que estan permitiendo la secuenciacién de los genomas completos de bacterias de
esta clase. La tabla 2 proporciona un resumen de la categorizacién de 17 especies abundantes pertenecientes a la
clase Clostridia que se han identificado por los inventores como fuertes inductores de Treg y cultivado in vitro. Todas
estas especies se encuentran, segln las normas de categorizacion actuales, en la familia Clostridiaceae, y
pertenecen a las agrupaciones IV, XIVa, XVI, y XVIII.

En algunas realizaciones, las 17 6 5 mezclas de especies enumeradas en la tabla 4 pueden usarse juntas (y
administrarse en una o varias composiciones) para afectar a las células T reguladoras.
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En algunas realizaciones, pueden combinarse las siguientes cepas (la composicién comprende: cepa 1 (OTU136,
especie més cercana: Clostridium saccharogumia, Clostridium ramosum JCM1298), cepa 3 (OTU221, especie mas
cercana: Flavonifractor plautii, Pseudoflavonifractor capillosus ATTC 29799), cepa 4 (OTU9, especie mas cercana:
Clostridium hathewayi, Clostridium saccharolyticum WM1), cepa 6 (OTU21, especie mas cercana: Blautia coccoides,
Lachnospiraceae bacterium 6_1_63FAA), cepa 7 (OTU166, especie mas cercana: Clostridium sp., Clostridium
bolteae ATCC BAA-613), cepa 8 (OTU73, especie mas cercana: cf. Clostridium sp. MLG055, Erysipelotrichaceae
bacterium 2_2_44A), cepa 9 (OTU174, especie mas cercana: Clostridium indolis, Anaerostipes caccae DSM 14662),
cepa 13 (OTU337, especie méas cercana: Anaerotruncus colihominis, Anaerotruncus colihominis DSM 17241), cepa
14 (OTU314, especie méas cercana: Ruminococcus sp. |D8, Lachnospiraceae bacterium 2_1_46FAA), cepa 15
(OTU195, especie mas cercana: Clostridium lavalense, Clostridium asparagiforme DSM 15981), cepa 16 (OTU306,
especie mas cercana: Clostridium symbiosum, Clostridium symbiosum WAL-14163), cepa 18 (OTU46, especie mas
cercana: Clostridium ramosum, Clostridium ramosum), cepa 21 (OTU87, especie méas cercana: Eubacterium
contortum, Clostridium sp. D3), cepa 26 (OTU281, especie mas cercana: Clostridium scindens, Lachnospiraceae
bacterium 5_1_57FAA), cepa 27 (OTU288, especie mas cercana: Lachnospiraceae bacterium A4, Lachnospiraceae
bacterium 3_1_57FAA_CT1), cepa 28 (OTU344, especie méas cercana: Clostridium sp. 316002/08, Clostridiales
bacterium 1_7_47FAA), y cepa 29 (OTU359, especie mas cercana: Lachnospiraceae bacterium A4,
Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CT1) tal como se describe en la tabla 4.

En algunas realizaciones, pueden combinarse las siguientes cepas (la composicién comprende): cepa 1 (OTU136,
especie méas cercana: Clostridium saccharogumia, Clostridium ramosum JCM1298), cepa 4 (OTU9, especie mas
cercana: Clostridium hathewayi, Clostridium saccharolyticum WM1), cepa 16 (OTU306, especie méas cercana:
Clostridium symbiosum, Clostridium symbiosum WAL-14163), cepa 27 (OTU288, especie mas cercana:
Lachnospiraceae bacterium A4, Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CT1), y cepa 29 (OTU359, especie mas
cercana: Lachnospiraceae bacterium A4, Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CT1) tal como se describe en la
tabla 4. En algunas realizaciones, pueden combinarse las siguientes cepas: cepa 6 (OTU21, especie més cercana:
Blautia coccoides, Lachnospiraceae bacterium 6_1_63FAA), cepa 8 (OTU73, especie més cercana: cf. Clostridium
sp. MLGO055, Erysipelotrichaceae bacterium 2_2_ 44A), cepa 13 (OTU337, especie mas cercana: Anaerotruncus
colihominis, Anaerotruncus colihominis DSM 17241), cepa 14 (OTU314, especie mas cercana: Ruminococcus sp.
ID8, Lachnospiraceae bacterium 2_1_46FAA), y cepa 26 (OTU281, especie méas cercana: Clostridium scindens,
Lachnospiraceae bacterium 5_1_57FAA) tal como se describe en la tabla 4. En algunas realizaciones, pueden
combinarse las siguientes cepas: cepa 3 (OTU221, especie mas cercana: Flavonifractor plautii, Pseudoflavonifractor
capillosus ATTC 29799), cepa 7 (OTU166, especie mas cercana: Clostridium sp., Clostridium bolteae ATCC BAA-
613), cepa 9 (OTU174, especie mas cercana: Clostridium indolis, Anaerostipes caccae DSM 14662), cepa 15
(OTU195, especie mas cercana: Clostridium lavalense, Clostridium asparagiforme DSM 15981), y cepa 28 (OTU344,
especie mas cercana: Clostridium sp. 316002/08, Clostridiales bacterium 1_7_47FAA) tal como se describe en la
tabla 4. En algunas realizaciones, pueden combinarse las siguientes cepas: cepa 1 (OTU136, especie mas cercana:
Clostridium saccharogumia, Clostridium ramosum JCM1298), cepa 2 (OTUA46, especie mas cercana: Flavonifractor
plautii, Pseudoflavonifractor capillosus ATCC 29799), y cepa 3 (OTU221, especie més cercana: Flavonifractor plautil,
Pseudoflavonifractor capillosus ATTC 29799) tal como se describe en la tabla 4.

El uso de multiples cepas de las especies de bacterias mencionadas anteriormente, preferiblemente pertenecientes
a la agrupacion XlVa o a la agrupacién |V de Clostridium en combinacion, puede producir un excelente efecto sobre
las células T reguladoras. Ademas de las bacterias pertenecientes a las agrupaciones XlVa y IV, también pueden
usarse Clostridium ramosum, Clostridium saccharogumia (perteneciente a la agrupacién XVIII) y cf. Clostridium sp.
MLGO055 (perteneciente a la agrupacién XVI). Si se usa mas de una cepa de bacterias (por ejemplo, una o més
cepas pertenecientes a la agrupacién XlVa, una o més cepas pertenecientes a la agrupacién IV, una o mas cepas
pertenecientes a las agrupaciones XVIIl o XVI, o una combinacién de cualquiera de las anteriores), pueden variar
ampliamente el nimero y la razén de las cepas usadas. El nUmero y la razén que van a usarse pueden determinarse
basandose en una variedad de factores (por ejemplo, el efecto deseado, tal como induccién o inhibicién de la
proliferacién o acumulacién de células T reguladoras; la enfermedad o afeccién que va a tratarse, prevenirse o
reducirse en cuanto a gravedad; la edad y el género del receptor; las cantidades tipicas de las cepas en humanos
sanos).

Las cepas pueden estar presentes en una Unica composicién, en cuyo caso pueden consumirse o ingerirse juntas
(en una Unica composicién), o pueden estar presentes en méas de una composicidén (por ejemplo, cada una puede
estar en una composicién independiente), en cuyo caso pueden consumirse individualmente o pueden combinarse
las composiciones y consumirse o ingerirse la combinacion resultante (composiciones combinadas).

En algunas realizaciones, pueden usarse las combinaciones especificas de 5 6 17 cepas descritas en la tabla 4 (la
composicibn comprende combinaciones de 5 6 17 cepas descritas en la tabla 4).

Las células de bacterias pertenecientes a la clase Clostridia, tales como las descritas especificamente en el presente
documento, pueden usarse en forma de esporas o en forma vegetativa. Desde el punto de vista de estabilidad frente
a condiciones de temperatura y presion elevadas, semivida prolongada, facilidad de manipulacién, resistencia a los
antibiéticos y no necesidad de almacenamiento y distribuciébn en cadena fria, las bacterias pueden estar
preferiblemente en forma de esporas. Desde el punto de vista del cumplimiento de las directrices de determinadas
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organizaciones de fabricacidén que no toleran la contaminacién por esporas en sus instalaciones, las bacterias
pueden producirse alternativamente (y luego administrarse) en forma de células vegetativas.

El término “sustancia fisiolégicamente activa derivada de bacterias pertenecientes a la clase Clostridia” de la
presente invencién incluye sustancias contenidas en las bacterias, productos de secrecién de las bacterias y
metabolitos de las bacterias. Una sustancia fisioldgicamente activa de este tipo puede identificarse purificando un
componente activo a partir de las bacterias, un sobrenadante de cultivo de las mismas, o el contenido del tracto
intestinal en el tracto intestinal de un ratén en el que sélo se colonizan bacterias pertenecientes a la clase Clostridia
mediante un método de purificaciéon ya conocido.

El “tratamiento con cloroformo” de una muestra fecal obtenida de un humano es un método que aisla las bacterias
en la muestra fecal que tienen la capacidad de formar esporas, y no estd particularmente limitado, siempre que la
fraccién formadora de esporas se obtenga tratando heces de un humano con cloroformo (por ejemplo, cloroformo al
3 %), y tenga el efecto de induccidén de proliferacién o acumulacién de células T reguladoras, incluyendo células T
reguladoras de mamifero tales como células T reguladoras murinas y células T reguladoras humanas.

Cuando las “bacterias pertenecientes a la clase Clostridia’ mencionadas anteriormente se cultivan en un medio, las
sustancias contenidas en las bacterias, los productos de secrecion y los metabolitos producidos por las bacterias se
liberan de las bacterias. El significado del principio activo “sobrenadante de cultivo de las bacterias” en la
composicibn de la presente invencién incluye tales sustancias, productos de secrecién y metabolitos. El
sobrenadante de cultivo no esta particularmente limitado, siempre que el sobrenadante de cultivo tenga el efecto de
induccién de proliferacién o acumulacién de células T reguladoras. Los ejemplos del sobrenadante de cultivo
incluyen una fraccién de proteinas del sobrenadante de cultivo, una fraccién de polisacaridos del sobrenadante de
cultivo, una fraccién de lipidos del sobrenadante de cultivo, y una fraccién de metabolitos de bajo peso molecular del
sobrenadante de cultivo.

La composiciébn bacteriana puede administrarse en forma de una composiciéon farmacéutica, un complemento
alimenticio, o un alimento o una bebida (que también puede ser un pienso), o puede usarse como reactivo para un
experimento de modelo animal. La composicién farmacéutica, el complemento alimenticio, el alimento o la bebida, y
el reactivo inducen proliferacion o acumulacién de células T reguladoras. Un ejemplo presentado en el presente
documento reveld que las células T reguladoras (células Treg) inducidas por bacterias o similares pertenecientes a
la clase Clostridia suprimieron la proliferacion de células T efectoras. La composicién de la presente invencién puede
usarse adecuadamente como composicién que tiene un efecto inmunosupresor. El efecto inmunosupresor puede
evaluarse, por ejemplo, de la siguiente manera. Se provoca que las células T reguladoras aisladas de un animal de
experimentacién, tal como un ratén, al que se le administra por via oral la composicién de la presente invencién,
actlen sobre las células T efectoras (células CD4* CD25°) aisladas del bazo, y se mide la capacidad de proliferacion
de las mismas usando la cantidad de ingesta de [*HJ-timidina como indice (véase el ejemplo 14).

La composicién bacteriana de la presente invencién puede usarse, por ejemplo, como composicién farmacéutica
para prevenir o tratar (reducir, de manera parcial o completa, los efectos adversos de) una enfermedad
autoinmunitaria, tal como enfermedad intestinal inflamatoria crénica, lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide,
esclerosis multiple, o enfermedad de Hashimoto; una enfermedad alérgica, tal como una alergia alimentaria, alergia
al polen, o asma; una enfermedad infecciosa, tal como una infeccién por Clostridium difficile; una enfermedad
inflamatoria tal como una enfermedad inflamatoria mediada por TNF (por ejemplo, una enfermedad inflamatoria del
tracto gastrointestinal, tal como reservoritis, una afeccién inflamatoria cardiovascular, tal como ateroesclerosis, o una
enfermedad pulmonar inflamatoria, tal como enfermedad pulmonar obstructiva crénica); una composicién
farmacéutica para suprimir el rechazo en trasplante de érganos u otras situaciones en las que podria ocurrir rechazo
de tejidos; un complemento, un alimento, o una bebida para mejorar las funciones inmunitarias; o un reactivo para
suprimir la proliferacién o funcién de células T efectoras.

Los ejemplos méas especificos de enfermedades diana para las que la composicién es Util para su tratamiento
(reduccién de efectos adversos o prevencién) incluyen enfermedades autoinmunitarias, enfermedades alérgicas,
enfermedades infecciosas, y rechazo en trasplantes de 6rganos, tales como enfermedad intestinal inflamatoria (Ell),
colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, esprie, artritis autoinmunitaria, artritis reumatoide, diabetes de tipo |,
esclerosis multiple, enfermedad de injerto contra huésped después de trasplante de médula ésea, artrosis, artritis
crdnica juvenil, artritis de Lyme, artritis psoriasica, artritis reactiva, espondiloartropatia, lupus eritematoso sistémico,
diabetes mellitus insulinodependiente, tiroiditis, asma, psoriasis, dermatitis, esclerodermia, dermatitis atépica,
enfermedad de injerto contra huésped, enfermedad inmunitaria aguda o crénica asociada con el trasplante de
organos, sarcoidosis, ateroesclerosis, coagulacién intravascular diseminada, enfermedad de Kawasaki, enfermedad
de Graves, sindrome nefrético, sindrome de fatiga crdnica, granulomatosis de Wegener, purpura de Henoch-
Schénlein, vasculitis microscépica de los rifiones, hepatitis activa crénica, uveitis, choque séptico, sindrome del
choque téxico, sindrome séptico, caquexia, sindrome de inmunodeficiencia adquirida, mielitis transversal aguda,
corea de Huntington, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, accidente cerebrovascular, cirrosis biliar
primaria, anemia hemolitica, sindrome de deficiencia poliglandular de tipo | y sindrome de deficiencia poliglandular
de tipo Il, sindrome de Schmidt, sindrome de dificultad respiratoria aguda (del adulto), alopecia, alopecia areata,
artropatia seronegativa, artropatia, enfermedad de Reiter, artropatia psoriasica, clamidia, artropatia asociada con
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Yersinia y Salmonella, espondiloartropatia, enfermedad ateromatosa/arterioesclerosis, colitis alérgica, alergia
atopica, alergias alimentarias tales como alergia al cacahuete, alergia a los frutos secos, alergia al huevo, alergia a
la leche, alergia a la soja, alergia al trigo, alergia al marisco, alergia a los crustaceos, o alergia a la semilla de
sésamo, enfermedad ampollosa autoinmunitaria, pénfigo vulgar, pénfigo folidceo, penfigoide, enfermedad por
depésitos lineales de IgA, anemia hemolitica autoinmunitaria, anemia hemolitica positiva para la prueba de Coombs,
anemia perniciosa adquirida, anemia perniciosa juvenil, encefalitis mialgica/enfermedad de Royal Free, candidiasis
mucocutanea crdnica, arteritis de células gigantes, hepatitis esclerosante primaria, hepatitis autoinmunitaria
criptogénica, sindrome de inmunodeficiencia adquirida, enfermedades relacionadas con la inmunodeficiencia
adquirida, hepatitis C, inmunodeficiencia variada comun (hipogammaglobulinemia variable comun), miocardiopatia
dilatada, enfermedad pulmonar fibrética, alveolitis fibrosante criptogénica, enfermedad pulmonar intersticial
posinflamatoria, neumonitis intersticial, enfermedad del tejido conjuntivo asociada con enfermedad pulmonar
intersticial, enfermedad mixta del tejido conjuntivo asociada con enfermedad pulmonar, esclerosis sistémica
asociada con enfermedad pulmonar intersticial, artritis reumatoide asociada con enfermedad pulmonar intersticial,
lupus eritematoso sistémico asociado con enfermedad pulmonar, dermatomiositis/polimiositis asociada con
enfermedad pulmonar, enfermedad de Sjdégren asociada con enfermedad pulmonar, espondilitis anquilosante
asociada con enfermedad pulmonar, enfermedad pulmonar difusa vasculitica, hemosiderosis asociada con
enfermedad pulmonar, enfermedad pulmonar intersticial inducida por farmacos, fibrosis por radiacién, bronquiolitis
obliterante, neumonia eosinofilica crénica, enfermedad pulmonar infiltrante linfocitica, enfermedad pulmonar
intersticial posinfecciosa, artritis gotosa, hepatitis autoinmunitaria, hepatitis autoinmunitaria de tipo 1 (hepatitis
lupoide o autoinmunitaria clasica), hepatitis autoinmunitaria de tipo 2 (hepatitis por anticuerpos anti-LKM),
hipoglucemia autoinmunomediada, resistencia a la insulina de tipo B con acantosis pigmentaria, hipoparatiroidismo,
enfermedad inmunitaria aguda asociada con trasplante de 4rganos, enfermedad inmunitaria crénica asociada con
trasplante de 6rganos, artrosis, colangitis esclerosante primaria, leucopenia idiopatica, neutropenia autoinmunitaria,
enfermedad renal sin especificar, glomerulonefritis, vasculitis microscépica de los rifiones, lupus eritematoso
discoide, infecundidad masculina idiopatica o sin especificar, autoinmunidad espermética, esclerosis multiple (todos
los subtipos), diabetes mellitus insulinodependiente, oftalmia simpatica, hipertensién pulmonar secundaria a
enfermedad del tejido conjuntivo, sindrome de Goodpasture, manifestaciéon pulmonar de poliarteritis nudosa, fiebre
reumatica aguda, espondilitis reumatoide, enfermedad de Still, esclerosis sistémica, arteritis/fenfermedad de
Takayasu, trombocitopenia autoinmunitaria, trombocitopenia idiopéatica, enfermedad tiroidea autoinmunitaria,
hipertiroidismo, hipotiroidismo autoinmunitario bociogénico (enfermedad de Hashimoto), hipotiroidismo
autoinmunitario atréfico, mixedema primario, uveitis facogénica, vasculitis primaria, vitiligo, rinitis alérgica (alergias al
polen), anafilaxis, alergias a las mascotas, alergias al latex, alergias a los farmacos, rinoconjuntivitis alérgica,
esofagitis eosinofilica, sindrome hipereosinofilico, gastroenteritis eosinofilica, lupus eritematoso cutédneo, esofagitis
eosinofilica, sindrome hipereosinofilico, y gastroenteritis eosinofilica, y diarrea.

Los ejemplos adicionales de enfermedades diana para las que la composicién es Util para su tratamiento incluyen
cancer de colon, fibrosis quistica, celiaquia, diabetes de tipo 2, e inmunopatologias relacionadas con el autismo.
Estas enfermedades se caracterizan por una reduccién de las agrupaciones IV y XIV de Clostridium en la microbiota
gastrointestinal.

Las composiciones descritas en el presente documento también pueden usarse como composicién farmacéutica
para prevenir o tratar enfermedades infecciosas en un individuo cuya resistencia a las enfermedades infecciosas
esta alterada, por ejemplo, debido a dafio que se debe a una inflamacién excesiva provocada por la inmunidad o
debido a una alteracién del microbioma del paciente. Los ejemplos de patégenos infecciosos que alteran el
mantenimiento o la recuperacién de la homeostasis de un huésped, y que eventualmente producen tal dafio tisular
inmunopatoldgico, incluyen Salimonella, Shigella, Clostridium difficile, Mycobacterium (que provocan la enfermedad
tuberculosis), protozoos (que provocan la malaria), nematodos filarias (que provocan la enfermedad filariasis),
Schistosoma (que provocan la esquistosomiasis), Toxoplasma (que provocan la enfermedad toxoplasmosis),
Leishmania (que provocan la enfermedad leishmaniosis), VHC y VHB (que provocan la enfermedad hepatitis C y
hepatitis B), y virus del herpes simple (que provocan la enfermedad herpes).

Las preparaciones farmacéuticas pueden formularse a partir de las composiciones bacterianas descritas mediante
métodos de formulacién de farmacos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, la composicién puede
usarse por via oral o parenteral en forma de capsulas, comprimidos, pastillas, sobres, liquidos, polvos, granulos,
gréanulos finos, preparaciones recubiertas con pelicula, microgranulos, trociscos, preparaciones sublinguales,
comprimidos masticables, preparaciones bucales, pastas, jarabes, suspensiones, elixires, emulsiones, linimentos,
pomadas, emplastos, cataplasmas, sistemas de absorcién transdérmica, lociones, inhalaciones, aerosoles,
inyecciones, supositorios, y similares.

Para formular estas preparaciones, las composiciones bacterianas pueden usarse en combinacién apropiada con
portadores que son farmacolégicamente aceptables o aceptables para su ingesta, tal como en un alimento o una
bebida, incluyendo uno o mas de los siguientes: agua estéril, solucién salina fisioldgica, aceite vegetal, disolvente,
un material de base, un emulsionante, un agente de suspensién, un tensioactivo, un estabilizador, un agente
aromatizante, un compuesto aromatico, un excipiente, un vehiculo, un conservante, un aglutinante, un diluyente, un
agente de ajuste de la tonicidad, un agente calmante, un agente de relleno, un agente disgregante, un agente
tampén, un agente de recubrimiento, un lubricante, un colorante, un edulcorante, un agente espesante, un corrector
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de aroma, un solubilizador, y otros aditivos.

Una preparacion o formulacién farmacéutica, y particularmente una preparacién farmacéutica para administracion
oral, comprende un componente adicional que permite la administracién eficiente de la composicién bacteriana de la
presente invencién al colon, con el fin de inducir més eficientemente la proliferacién o acumulacién de células T
reguladoras en el colon. Pueden usarse una variedad de preparaciones farmacéuticas que permiten la
administracién de la composicién bacteriana al colon. Los ejemplos de las mismas incluyen composiciones sensibles
al pH, mas especificamente, formulaciones de sobre tamponadas o polimeros entéricos que liberan sus contenidos
cuando el pH se vuelve alcalino después de que los polimeros entéricos pasen a través del estébmago. Cuando se
usa una composiciéon sensible al pH para formular la preparacién farmacéutica, la composicién sensible al pH es
preferiblemente un polimero cuyo umbral de pH de la descomposicién de la composicibn es de entre
aproximadamente 6,8 y aproximadamente 7,5. Un intervalo de valores numéricos de este tipo es un intervalo en el
que el pH se desplaza hacia el lado alcalino en una porcién distal del estémago y, por tanto, es un intervalo
adecuado para su uso en la administracién al colon.

Otra realizacién de una preparacién farmacéutica Util para la administracién de la composicién bacteriana al colon es
una que garantiza la administracién al colon retrasando la liberacién del contenido (por ejemplo, la composicién
bacteriana) en de aproximadamente 3 a 5 horas, que corresponde al tiempo de transito del intestino delgado. En una
realizacién de una preparacion farmacéutica para liberacién retardada, se usa un hidrogel como cubierta. El hidrogel
se hidrata y se hincha al entrar en contacto con el fluido gastrointestinal, con el resultado de que el contenido se
libera eficazmente (se libera predominantemente en el colon). Las unidades de dosificacién de liberacién retardada
incluyen composiciones que contienen farmaco que tienen un material que recubre o recubre selectivamente un
farmaco o principio activo que va a administrarse. Los ejemplos de un material de recubrimiento selectivo de este
tipo incluyen polimeros degradables in vivo, polimeros gradualmente hidrolizables, polimeros gradualmente solubles
en agua y/o polimeros degradables por enzimas. Se dispone de una amplia variedad de materiales de recubrimiento
para retrasar eficientemente la liberacién e incluyen, por ejemplo, polimeros basados en celulosa tales como
hidroxipropilcelulosa, polimeros y copolimeros de é&cido acrilico tales como polimeros y copolimeros de &cido
metacrilico, y polimeros y copolimeros de vinilo tales como polivinilpirrolidona.

Los ejemplos de la composicion que permite la administracién al colon incluyen ademéas composiciones
bioadhesivas que se adhieren especificamente a la membrana mucosa colénica (por ejemplo, un polimero descrito
en la memoria descriptiva de la patente estadounidense n.° 6.368.586) y composiciones en las que se incorpora un
inhibidor de proteasas para proteger particularmente una preparacién biofarmacéutica en los tractos
gastrointestinales frente a la descomposicién debida a una actividad de una proteasa.

Un ejemplo de un sistema que permite la administracién al colon es un sistema de administracién de una
composicién al colon por cambio de presién de tal manera que el contenido se libere utilizando un cambio de presién
provocado por la generaciéon de gas en la fermentacién bacteriana en una porcidn distal del estbmago. Un sistema
de este tipo no esta particularmente limitado, y un ejemplo mas especifico del mismo es una cépsula que tiene su
contenido disperso en una base para supositorios y que esta recubierta con un polimero hidréfobo (por ejemplo,
etilcelulosa).

Otro ejemplo del sistema que permite la administracién al colon es un sistema de administracién de una composicién
al colon, descomponiéndose especificamente el sistema por una enzima (por ejemplo, una carbohidrato hidrolasa o
una carbohidrato reductasa) presente en el colon. Un sistema de este tipo no esta particularmente limitado, y los
ejemplos més especificos del mismo incluyen sistemas que usan componentes alimenticios tales como polisacéridos
no amildceos, amilosa, goma xantana, y polimeros azoicos.

Cuando se usa como preparacién farmacéutica, la composicién bacteriana puede usarse en combinacién con una
composicién farmacéutica ya conocida para su uso en inmunosupresion. En algunas realizaciones, la preparacién
farmacéutica puede comprender tanto la composicién bacteriana como la composicién farmacéutica ya conocida.
Una composicién farmacéutica conocida de este tipo no estd particularmente limitada, y puede ser al menos una
composicién terapéutica seleccionada del grupo que consiste en corticoesteroides, mesalazina, mesalamina,
sulfasalazina, derivados de sulfasalazina, farmacos inmunosupresores, ciclosporina A, mercaptopurina, azatiopurina,
prednisona, metotrexato, antihistaminicos, glucocorticoides, epinefrina, teofilina, cromoglicato disédico,
antileucotrienos, farmacos anticolinérgicos para la rinitis, descongestivos anticolinérgicos, estabilizadores de
mastocitos, anticuerpos monoclonales anti-IgE, vacunas (preferiblemente vacunas usadas para vacunacién donde la
cantidad de un alérgeno se aumenta gradualmente), inhibidores anti-TNF tales como infliximab, adalimumab,
certolizumab pegol, golimumab o etanercept, y combinaciones de los mismos. Es preferible usar estas
composiciones terapéuticas en combinacién con la composicién bacteriana descrita en el presente documento. La
composicién bacteriana también puede usarse como adyuvante para mejorar la eficacia de una formulacién de
vacuna tal como una vacuna para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria o una enfermedad
alérgica.

La composicién bacteriana puede usarse como alimento o bebida, tal como un alimento o una bebida saludable, un
alimento o una bebida para lactantes, un alimento o una bebida para mujeres embarazadas, atletas, ancianos u otro
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grupo especificado, un alimento funcional, a bebida, un alimento o una bebida para uso saludable especificado, un
complemento alimenticio, un alimento o una bebida para pacientes, o un pienso. Los ejemplos especificos de los
alimentos y las bebidas incluyen diversas bebidas tales como zumos, refrescos, bebidas de té, preparaciones de
bebidas, bebidas de gelatina, y bebidas funcionales; bebidas alcohdlicas tales como cervezas; alimentos que
contienen hidratos de carbono tales como productos alimenticios de arroz, fideos, panes, y pastas; productos
pastosos tales como jamones de pescado, salchichas, productos pastosos de marisco; productos de bolsa de retorta
tales como curris, alimentos preparados con salsas amilaceas espesas, y sopas chinas; sopas; productos lacteos
tales como leche, bebidas lacteas, helados, quesos, y yogures; productos fermentados tales como pastas de soja
fermentadas, yogures, bebidas fermentadas, y encurtidos; productos de granos; diversos productos de confiteria
tales como productos de confiteria occidentales incluyendo panecillos, galletas, y similares, productos de confiteria
japoneses incluyendo bollos al vapor rellenos de mermelada de judias, gelatinas blandas de judias azuki, y
similares, dulces, chicles, gominolas, postres frios incluyendo gelatinas, caramelos cremosos, y postres congelados;
alimentos instantaneos tales como sopas instantdneas y sopas de soja instantaneas; alimentos para microondas; y
similares. Ademés, los ejemplos también incluyen alimentos y bebidas saludables preparados en forma de polvos,
granulos, comprimidos, capsulas, liquidos, pastas, y gelatinas. La composicién de la presente invencién puede
usarse para animales, incluyendo humanos. Los animales, distintos de los humanos, no estan particularmente
limitados, y la composicién puede usarse para diversos animales de ganado, aves de corral, mascotas, animales de
experimentacién, y similares. Los ejemplos especificos de los animales incluyen cerdos, ganado vacuno, caballos,
ovejas, cabras, pollos, patos silvestres, avestruces, patos domésticos, perros, gatos, conejos, hamsteres, ratones,
ratas, monos, y similares, pero los animales no se limitan a los mismos.

Sin querer restringirse a la teoria, aumenta mas el peso corporal en los individuos en los que son relativamente
abundantes las bacterias pertenecientes al grupo Firmicutes (el grupo al que pertenecen las agrupaciones IV y XIVa
de Clostridium) que en los individuos en los que son relativamente abundantes las bacterias pertenecientes al grupo
Bacteroidetes es grande. La composicién bacteriana es capaz de acondicionar la absorcién de nutrientes y mejorar
la eficiencia alimentaria. Desde un punto de vista de este tipo, la composicién bacteriana puede usarse para
fomentar el aumento de peso corporal, o para una alimentacién de alta eficiencia. Las enfermedades y afecciones
que se beneficiarian de un aumento de peso corporal incluyen, por ejemplo, inanicién, cancer, SIDA, trastornos
gastrointestinales (por ejemplo, celiaquia, Ulcera péptica, enfermedad intestinal inflamatoria (enfermedad de Crohn y
colitis ulcerosa), pancreatitis, gastritis, diarrea), hipertiroidismo, infeccién, enfermedad renal, enfermedad cardiaca,
enfermedad pulmonar, enfermedad del tejido conjuntivo, adelgazamiento provocado por medicamentos, anorexia,
enfermedad de Addison, demencia, depresién, hipercalcemia, enfermedad de Parkinson y tuberculosis.

La adicién de la composicién bacteriana a un pienso libre de antibiéticos hace posible aumentar el peso corporal de
un animal que ingiere el pienso hasta un nivel igual o superior al conseguido por el animal que ingiere piensos que
contienen antibiéticos, y también hace posible reducir las bacterias patégenas en el estémago hasta un nivel igual a
los animales que consumen piensos que contienen antibiéticos tipicos. La composicién bacteriana puede usarse
como componente de un pienso que no necesita la adicién de antibiéticos.

Ademas, a diferencia de las bacterias convencionales (Lactobacillus y Bifidobacteria) en uso comercial, que no son
faciles de incorporar en la produccién ganadera, la presente composiciéon bacteriana en forma de esporas puede
microgranularse, pulverizarse, o mezclarse facilmente con un pienso y también puede afiadirse al agua de beber.

El pienso que comprende la composicién bacteriana puede alimentarse a una amplia variedad de tipos de animales
y animales de diversas edades y puede alimentarse a intervalos regulares o durante un cierto periodo (por ejemplo,
al nacer, durante el destete, o cuando el animal se reubica o traslada).

La composicién bacteriana puede usarse para fomentar el aumento de peso y potenciar la absorcién de energia en
humanos y no humanos (por ejemplo, animales de granja u otros animales de produccién).

Los componentes activos bacterianos de la composicién bacteriana pueden fabricarse usando técnicas de
fermentacién bien conocidas en la técnica. En una realizacién, los principios activos se fabrican usando
fermentadores anaerobios, que pueden soportar el rapido crecimiento de especies bacterianas que pertenecen a la
clase Clostridia. Los fermentadores anaerobios pueden ser, por ejemplo, reactores de tanque agitado o biorreactores
de ondas desechables. Pueden usarse medios de cultivo tales como medio BL y medio EG, o versiones similares de
estos medios desprovistos de componentes animales, para soportar el crecimiento de las especies bacterianas. El
producto bacteriano puede purificarse y concentrarse a partir del caldo de fermentacion mediante técnicas
tradicionales, tales como centrifugacién vy filtracién, y puede secarse vy liofilizarse opcionalmente mediante técnicas
bien conocidas en la técnica.

Un alimento o una bebida que comprende una composicién bacteriana descrita en el presente documento puede
fabricarse mediante técnicas de fabricacién bien conocidas en el campo técnico. Pueden afladirse uno o mas
componentes (por ejemplo, un nutriente) que son eficaces para la mejora de una funcién inmunitaria mediante un
efecto inmunosupresor al alimento o a la bebida. Ademés, el alimento o la bebida puede combinarse con otro
componente u otro alimento funcional que presente una funcién distinta de la funciéon de la mejora de una funcién
inmunitaria para servir de ese modo como alimento o bebida multifuncional.
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Ademas, la composicién bacteriana puede incorporarse en alimentos que requieren una etapa de procesamiento
que puede destruir cepas probibticas habituales. Especificamente, la mayoria de las cepas probiéticas utilizables
comercialmente no pueden incorporarse en alimentos que necesitan procesarse, por ejemplo, mediante tratamiento
térmico, almacenamiento a largo plazo, congelacion, tensidbn mecénica, o tratamiento a alta presiéon (por ejemplo,
formacién por extrusiéon o formacién por rodillo). Por otro lado, debido a la ventajosa naturaleza de formacién de
esporas, la composicién bacteriana descrita en la presente memoria puede incorporarse facilmente en tales
alimentos procesados. Por ejemplo, la composicién bacteriana en forma de esporas puede sobrevivir incluso en un
alimento seco, y puede permanecer viva incluso después de ingerirse. La composicién bacteriana puede soportar
procedimientos de esterilizaciéon a baja temperatura, normalmente procesos llevados a cabo a una temperatura de
desde aproximadamente 70 °C hasta aproximadamente 100 °C, ambos inclusive. La composicidén bacteriana puede
incorporarse en productos lacteos que requieren una etapa de pasteurizacién. Ademas, la composicién bacteriana
puede soportar almacenamiento a largo plazo de muchos afios; procesamiento a alta temperatura tal como coccidén
y ebullicién; procesamiento a baja temperatura tal como congelacién y almacenamiento en frio; y tratamientos a alta
presién tales como formacién por extrusién y formacién por rodillo.

Muchos tipos de alimentos que necesitan procesarse en tales condiciones rigurosas incluyen alimentos que
necesitan procesarse en un horno microondas para ser comestibles (por ejemplo, harina de avena), alimentos que
necesitan hornearse para ser comestibles (por ejemplo, una magdalena), alimentos que necesitan someterse a un
tratamiento de esterilizacién a alta temperatura durante un corto periodo de tiempo para ser comestibles (por
ejemplo, leche), y alimentos que necesitan calentarse para ser bebibles (por ejemplo, té caliente).

La cantidad de la composicién bacteriana que va a administrarse o ingerirse puede determinarse empiricamente,
teniendo en cuenta factores tales como la edad, el peso corporal, el género, los sintomas y las condiciones de salud
de un individuo que la recibira, asi como la clase de composicién bacteriana (un producto farmacéutico, un alimento
0 una bebida) que va a administrarse o ingerirse. Por ejemplo, la cantidad por administracién o ingestién es
generalmente de 0,01 mg/kg de peso corporal a 100 mg/kg de peso corporal, y, en realizaciones especificas, de
1 mg/kg de peso corporal a 10 mg/kg de peso corporal.

La composicién bacteriana puede administrarse a un individuo una sola vez, o puede administrarse mas de una vez.
Si la composicién se administra mas de una vez, puede administrarse de manera regular (por ejemplo, una vez al
dia, una vez cada dos dias, una vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez al mes, una vez cada
6 meses, o0 una vez al afio), o0 seglin sea necesario o de manera irregular. La frecuencia de administraciéon apropiada
(que puede depender de la genética del huésped, la edad, el género y el estado de salud o patolégico del sujeto,
entre otros factores) puede determinarse empiricamente. Por ejemplo, a un paciente puede administrarsele una
dosis de la composicién, y los niveles de las cepas bacterianas de la composicién en muestras fecales obtenidas del
paciente pueden medirse en diferentes momentos (por ejemplo, después de 1 dia, después de 2 dias, después de
1 semana, después de 2 semanas, después de 1 mes). Cuando los niveles de bacterias disminuyen, por ejemplo,
hasta la mitad de su valor méaximo, puede administrarse una segunda dosis, y asi sucesivamente.

Un producto que comprende la composicion bacteriana (un producto farmacéutico, un alimento o una bebida, o un
reactivo) o un manual del mismo puede ir acompafiado de un documento o una declaracién que explique que el
producto puede usarse para suprimir la inmunidad (incluyendo una declaracién de que el producto tiene un efecto
inmunosupresor y una declaracién de que el producto tiene un efecto de supresidén de la proliferacién o funcién de
células T efectoras). En este caso, la “provisiéon de la nota al producto o al manual del mismo” significa que el
documento o la declaracién se proporciona a un cuerpo principal, un recipiente, un envase, o similar, del producto, o
la nota se proporciona a un manual, un prospecto, un folleto, u otros objetos impresos, que divulgan informacion
sobre el producto.

<Induccién de proliferacién o acumulacién de células T reguladoras>

Tal como se describié anteriormente, y tal como se muestra en los ejemplos, la administracién de la composicién
bacteriana a un individuo hace posible inducir la proliferacién o acumulacién de células T reguladoras en el individuo.
Esto proporciona una composicién para su uso en un método de induccién de proliferacién o acumulacién de células
T reguladoras en un individuo, comprendiendo el método: administrar, al individuo, la composicién de la presente
invencién. La composicién bacteriana se administra (proporciona) al individuo en una cantidad suficiente para
producir el efecto deseado de induccién de proliferacién, acumulacién, o tanto proliferacién como acumulacién de
células T reguladoras. Puede administrarse a un individuo que necesita tratamiento, reduccién de la gravedad o
prevencién de al menos una enfermedad seleccionada de una enfermedad autoinmunitaria, una enfermedad
inflamatoria, una enfermedad alérgica, y una enfermedad infecciosa.

Obsérvese que el “individuo” o “sujeto” puede estar en un estado sano o un estado enfermo. El método puede
comprender ademas la etapa opcional de administrar al menos un antibiético (uno, uno o mas) antes de, o en
combinacién con, la composicién bacteriana. El antibiético administrado puede ser, por ejemplo, uno que facilita la
recolonizacién del intestino por bacterias Gram-positivas de la clase Clostridia, tal como un antibiético que reduce las
bacterias Gram-negativas. Los ejemplos de tales antibiéticos incluyen antibiéticos aminoglucésidos (amikacina,
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gentamicina, kanamicina, heomicina, netilmicina, tobramicina, y paromomicina), antibiéticos cefalosporinas (cefaclor,
cefamandol, cefoxitina, cefprozil, cefuroxima, cefixima, cefdinir, cefditoreno, cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima,
ceftibuteno, ceftizoxima, ceftriaxona, y cefoxotina), sulfonamidas, ampicilina, y estreptomicina.

Ademas, una composicién prebibtica tal como cascara de almendra, inulina, oligofructosa, rafinosa, lactulosa,
pectina, hemicelulosa (tal como xiloglucano y alfa-glucanos), amilopectina y almiddn resistente que no se
descomponen en el tracto gastrointestinal superior y fomentan el crecimiento de microbios intestinales en el tracto
intestinal, asi como factores de crecimiento tales como acetil-CoA, biotina, melaza de remolacha y extractos de
levadura, contribuyen preferentemente a la proliferacion de las especies bacterianas en la composicién
pertenecientes a la clase Clostridia. La induccién de proliferacion y/o acumulaciéon de células T reguladoras en un
individuo puede comprender administrar, al individuo, al menos una sustancia seleccionada de las anteriores en
combinacién con la composicién bacteriana. También se contempla en el presente documento una composicién que
comprende la composicién bacteriana y una composicién prebiética.

El antibiético descrito anteriormente y la composicion prebiética o el factor de crecimiento descritos anteriormente
pueden usarse en combinacién. Ademas, puede administrarse una composicién terapéutica a un individuo junto con
la composicién bacteriana sola 0 en combinacién con un antibiético, una composicién prebibtica y/o un factor de
crecimiento.

Una composicién terapéutica puede ser, por ejemplo, una composicién terapéutica seleccionada del grupo que
consiste en corticoesteroides, mesalazina, mesalamina, sulfasalazina, derivados de sulfasalazina, farmacos
inmunosupresores, ciclosporina A, mercaptopurina, azatiopurina, prednisona, metotrexato, antihistaminicos,
glucocorticoides, epinefrina, teofilina, cromoglicato disédico, antileucotrienos, farmacos anticolinérgicos para la rinitis,
descongestivos anticolinérgicos, estabilizadores de mastocitos, anticuerpos monoclonales anti-IgE, vacunas
(preferiblemente, vacunas usadas para vacunaciéon donde la cantidad de un alérgeno se aumenta gradualmente),
inhibidores anti-TNF tales como infliximab, adalimumab, certolizumab pegol, golimumab o etanercept, y
combinaciones de los mismos. Estas composiciones terapéuticas pueden administrarse antes de, en combinacién
con, o después de, la administracién de la composicién bacteriana y opcionalmente también en combinacién con un
antibiético, una composicién prebibtica, un factor de crecimiento, o cualquier combinacién de un antibidtico, una
composicién prebibtica y un factor de crecimiento.

No hay limitacién particular impuesta sobre el uso combinado de la composicién terapéutica con la composicién
bacteriana. Por ejemplo, la composicién bacteriana y la composiciéon terapéutica se administran por via oral o
parenteral a un individuo de manera simultadnea o secuencial/individual en cualquier momento apropiado.

Si la administracién de la composicién bacteriana induce la proliferacién y/o acumulaciéon de células T reguladoras
puede determinarse usando, como indice, el aumento o refuerzo de al menos uno de los siguientes: el niUmero de
células T reguladoras, la razén de células T reguladoras en el grupo de células T del colon, una funcién de las
células T reguladoras, o la expresién de un marcador de células T reguladoras. Como indice de la induccién de
proliferacién o acumulacién de células T reguladoras, un enfoque especifico es la medicién del recuento o
porcentaje de Treg que expresan Foxp3 en una muestra del paciente, tal como una biopsia 0 una muestra de
sangre, la promocién (potenciacién) de la expresién de IL-10, la promocién (potenciacién) de expresién de CTLA4, la
promocién (potenciaciéon) de la expresién de IDO, la supresiéon de la expresién de IL-4, o la colonizacién de un
individuo con la composicién bacteriana administrada.

Los métodos para detectar tal expresién incluyen transferencia de tipo Northern, RT-PCR y transferencia por puntos
para la deteccién de la expresion génica al nivel de transcripcidn; ELISA, radioinmunoensayos, inmunotransferencia,
inmunoprecipitacién y citometria de flujo para la deteccién de la expresién génica al nivel de traduccién.

Las muestras que pueden usarse para medir un indice de este tipo incluyen tejidos y fluidos obtenidos de un
individuo, tales como sangre, obtenidos en una biopsia, y una muestra fecal.

<Prediccién de la respuesta de un individuo a la composicién bacteriana mediante la monitorizacién de la respuesta
del individuo al tratamiento con la composicién>

Puede determinarse una cantidad (por ejemplo, recuento) o el porcentaje de al menos una especie bacteriana
seleccionada del grupo que consiste en: Clostridium saccharogumia, Clostridium ramosum JCM1298, Clostridium
ramosum, Flavonifractor plautii, Pseudoflavonifractor capillosus ATCC 29799, Clostridium hathewayi, Clostridium
saccharolyticum WM1, Bacteroides sp. MANG, Clostridium saccharolyticum, Clostridium scindens, Lachnospiraceae
bacterium 5_1_57FAA, Lachnospiraceae bacterium 6_1_63FAA, Clostridium sp. 14616, Clostridium bolteae ATCC
BAA-613, cf. Clostridium sp. MLGO055, Erysipelotrichaceae bacterium 2_2 44A, Clostridium indolis, Anaerostipes
caccae, Clostridium bolteae, Lachnospiraceae bacterium DJF_VP30, Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CTH1,
Anaerotruncus colihominis, Anaerotruncus colihominis DSM 17241, Ruminococcus sp. |D8, Lachnospiraceae
bacterium 2_1_46FAA, Clostridium lavalense, Clostridium asparagiforme DSM 15981, Clostridium symbiosum,
Clostridium symbiosum WAL-14163, Eubacterium contortum, Clostridium sp. D5, Oscillospiraceae bacterium NML
061048, Oscillibacter valericigenes, Lachnospiraceae bacterium A4, Clostridium sp. 316002/08, Clostridiales
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bacterium 1_7_47FAA, Blautia cocoides y Anaerostipes caccae DSM 14662 en una muestra del paciente (por
ejemplo, una biopsia colénica o una muestra fecal). Cuando el porcentaje o recuento de las bacterias seleccionadas
de la lista en un individuo es menor que un valor de nivel inicial obtenido realizando una determinacién similar en un
individuo sano (por ejemplo, un individuo que no tiene/no se ha identificado como que tiene una enfermedad o
afeccién para la que la composicién bacteriana es un posible tratamiento, tal como una enfermedad autoinmunitaria,
una afeccion alérgica, cancer, rechazo de 6rganos), se determina que es probable que el individuo sea sensible a la
composicién bacteriana. Esta determinaciéon puede usarse, por ejemplo, por un médico para determinar si es
probable que un individuo o paciente se beneficie del tratamiento con la composicién bacteriana, o para seleccionar
a un individuo o paciente para su inclusién en un ensayo clinico. El médico puede administrar entonces la
composicién bacteriana al individuo o paciente basandose en la determinacién de que es probable que el individuo o
paciente se beneficie del tratamiento. Esta determinacién también puede usarse para monitorizar la respuesta de un
individuo al tratamiento con las composiciones bacterianas descritas, en la que un mayor valor de la determinacion
después del tratamiento con la composicién bacteriana (en comparacién con una determinacién antes del
tratamiento) indica que el individuo ha respondido favorablemente al tratamiento (por ejemplo, es un indicador
positivo de colonizacién exitosa e inmunosupresién potenciada en el individuo). Opcionalmente, el pronéstico y la
monitorizacién pueden comprender ademas la etapa de medir, en las muestras del individuo, los porcentajes o
recuentos absolutos de otras especies comensales perteneciente a las agrupaciones IV y XIVa de Clostridium que
no estan presentes en la composicién bacteriana, en la que valores inferiores al nivel inicial antes del tratamiento
indican una mayor probabilidad de una respuesta positiva al tratamiento, y en la que un valor aumentado después
del tratamiento indica que el individuo ha respondido favorablemente al tratamiento. Pueden usarse una variedad de
métodos conocidos para determinar la composiciéon de la microbiota. Por ejemplo, puede usarse secuenciacién de
ARNTr 168.

<Composicién de adyuvante de vacuna y método para tratar o prevenir una enfermedad infecciosa o una
enfermedad autoinmunitaria usando la composicién de vacuna>

Tal como se describié anteriormente, y tal como se muestra en los ejemplos, la induccién de células Treg en el colon
por bacterias pertenecientes a la clase Clostridia tiene un papel importante en las respuestas inmunitarias sistémicas
y locales. La composicién bacteriana también puede usarse como adyuvante para mejorar la eficacia de una
formulaciéon de vacuna. En una realizacién, la composicién bacteriana puede usarse como adyuvante para una
vacuna para la profilaxis o el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria o una enfermedad alérgica (por
ejemplo, como adyuvante para un protocolo de vacunacién donde la cantidad de un alérgeno se aumenta
gradualmente).

Los ejemplos de enfermedades autoinmunitarias y enfermedades alérgicas incluyen las descritas como “ejemplos
especificos de enfermedades diana” en la seccién <Composicién que tiene efecto de induccién de proliferacién o
acumulacién de células T reguladoras>.

Otra realizacioén

La composicién bacteriana también puede administrarse a un individuo que también esté recibiendo un tratamiento
con antibidticos. Los presentes inventores han demostrado que los antibiéticos que actian contra bacterias Gram+,
tales como vancomicina o metronidazol, pueden eliminar eficazmente o reducir en gran medidas las especies
bacterianas pertenecientes a la clase Clostridia del tracto gastrointestinal de mamiferos y posteriormente disminuir
los niveles de células T reguladoras (ejemplo 5, figura 30). Sin querer restringirse a la teoria, el papel clave de las
bacterias pertenecientes a la clase Clostridia en la conservacién de la inmunotolerancia indica fuertemente que su
ausencia o niveles reducidos pueden desempefiar un papel clave en enfermedades autoinmunitarias caracterizadas
por fallos de inmunotolerancia. Por consiguiente, los individuos que se someten a series de antibiéticos contra las
bacterias Gram+ (por ejemplo, individuos que estan tratdndose de infecciones con patégenos tales como C. difficile y
Giardia), que estan un alto riesgo de experimentar una pérdida de las bacterias pertenecientes a la clase Clostridia
y, por tanto, experimentar déficits de inmunotolerancia, pueden “repoblarse” de manera preventiva a través del uso
de la composiciéon bacteriana. La composicién bacteriana puede administrarse antes de, simultaneamente con, o
después del tratamiento con antibidticos, pero preferiblemente se administra simultdneamente o después del
tratamiento con antibiéticos. La composicion bacteriana se administra preferiblemente en forma de esporas, para
mejorar su resistencia a los antibidticos residuales. Los antibiéticos contra bacterias Gram-positivas incluyen, pero
no se limitan a, vancomicina, metronidazol, linezolid, ramoplanina, fidaxomicina, antibiéticos cefalosporinas
(cefalexina, cefuroxima, cefadroxilo, cefazolina, cefalotina, cefaclor, cefamandol, cefoxitina, cefprozilo y ceftobiprol);
antibiéticos fluoroquinolonas (cipro, Levaquin, floxina, tequina, avelox y norflox); antibiéticos tetraciclinas (tetraciclina,
minociclina, oxitetraciclina y doxiciclina); antibidticos penicilinas (amoxicilina, ampicilina, penicilina V, dicloxacilina,
carbenicilina, vancomicina y meticilina); y antibiéticos carbapenémicos (ertapenem, doripenem, imipenem/cilastatina
y meropenem).

<Métodos para seleccionar organismos inductores de Treg>

Las bacterias capaces de inducir Treg que van a usarse en la composicién reivindicada pueden obtenerse mediante
(1) aislar la fraccién formadora de esporas bacteriana de una muestra fecal o de biopsia obtenida de un mamifero,
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preferiblemente un humano (por ejemplo, mediante tratamiento con cloroformo o mediante tratamiento térmico),
(2) opcionalmente, administrar por via oral la fraccién formadora de esporas a un mamifero no humano,
preferiblemente un mamifero no humano libre de gérmenes; (3) opcionalmente, obtener una muestra fecal del
mamifero no humano, diluir la muestra fecal (por ejemplo, diluirla en volumen en un factor de 10, 100, 1.000 6
10.000), produciendo de ese modo una muestra fecal diluida, y administrar por via oral la muestra diluida a un
segundo mamifero no humano libre de gérmenes, en la que la etapa (3) opcional puede repetirse mas de una vez,
(4) sembrar en placa diluciones en serie, en condiciones aerobias o condiciones estrictamente anaerobias, o bien de
la fraccién formadora de esporas obtenida en (1) o bien de una muestra del contenido intestinal del mamifero no
humano de (3), y (5) recoger una colonia individual de la placa de cultivo. La colonia puede evaluarse
adicionalmente para determinar la capacidad de las bacterias para inducir proliferacién de células T reguladoras y/o
acumulacién de células T reguladoras usando métodos conocidos, tales como los descritos en los ejemplos.

Lo siguiente son ejemplos, que describen aspectos especificos. No se pretende que sean limitativos en modo
alguno.

Obsérvese que los ratones usados en los ejemplos se prepararon o produjeron de la siguiente manera. En la
siguiente descripcién, los ratones pueden denominarse “SPF” o “GF”. “SPF” y “GF” indican que los ratones se
mantuvieron en ausencia de bacterias patdgenas especificas (libres de patégenos especificos, SPF) y que los
ratones se mantuvieron en condiciones libres de gérmenes (GF), respectivamente.

<Ratones>

Se adquirieron ratones C57BL/6, Balb/c e IQl mantenidos en condiciones SPF o GF de Sankyo Labo Service
Corporation, Inc. (Japdn), JAPAN SLC, INC. (Japén), CLEA Japan, Inc. (Japén), o The Jackson Laboratory
(EE. UU.). Se criaron ratones GF y ratones gnotobidticos y se mantuvieron dentro de la instalacién gnotobiética de la
Universidad de Tokio, Instituto Central Yakult para la Investigacién Microbiolégica, o Sankyo Labo Service
Corporation, Inc. Se produjeron ratones Myd88”", Rip2’ y Card9’ tal como se describe en NPL 1 a 3, y se
sometieron a retrocruzamiento durante 8 generaciones o mas, de modo que se logré un acervo genético C57BL/6.
Se adquirieron ratones Foxp3°°FP de The Jackson Laboratory.

<Ratones |[10Venus>

Para formar un locus bicistrénico que codificara tanto para 1110 como para Venus bajo el control de un promotor de
110, en primer lugar se cred un constructo de direccionamiento. Especificamente, se inserté un casete (casete IRES-
Venus-sefial de poliA de SV40, véase el documento no de patente 4), que se prepard a partir de un sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES), una proteina fluorescente amarilla (Venus) y una sefial de poliA de SV40 (poliA de
SV40) y que se dispuso préximo a un gen resistente a neomicina (neo), entre un codén de parada y una sefial de
poliA (exén 5) de un gen [110. A continuacién, se usé el constructo de direccionamiento obtenido para provocar
recombinacién homéloga con la regién de gen [110 en el genoma de ratones. Por tanto, se produjeron ratones
[11QVenus que tenian un alelo de |110VenUs (véase la figura 1). Obsérvese que, en la figura 1, “tk” representa un gen que
codifica para timidina cinasa, “neo” representa el gen resistente a neomicina, y “BamH1” representa un sitio de
escisién por la enzima de restriccién BamH1.

Se extrajeron ADN gendmicos a partir de los ratones [110Ve"s se trataron con BamH1, y se sometieron a
transferencia de tipo Southern mediante el uso de una sonda mostrada en la figura 1. La figura 2 muestra los
resultados obtenidos. Se detectaron alelos de tipo natural y de [110Ve"s como bandas que tenian tamafios de 19 kb y
5,5 kb, respectivamente. Por tanto, tal como resulta evidente a partir de los resultados obtenidos, se produjo
recombinacion homdloga en el genoma de los ratones_1110Venys,

Ademas, se clasificaron células CD4* Venus™ o células CD4* Venus* en la lamina propia del colon de los ratones
[11QVenus mediante el uso de un dispositivo FACS Aria. Luego, se llevo a cabo RT-PCR en tiempo real en un sistema
ABI 7300 mediante un método que se describird mas adelante, para determinar la cantidad de ARNm de IL-10
expresado. Se hallé que, puesto que el desarrollo del ARNm de IL-10 se detect6 sélo en las células CD4* Venus®, la
expresion de ARNm de IL-10 en los ratones [110Ve"s se reflej6 correctamente en la expresién de Venus. Obsérvese
que los estados libres de gérmenes de tales ratones 1110Ve"'s se establecieron en el Instituto Central para Animales
de Experimentacién (Kawasaki, Japon). Los ratones 1110Ve"s en los estados libres de gérmenes se mantuvieron en
dispositivos de aislamiento de vinilo en Sankyo Labo Service Corporation, Inc. (Tokio, Japén), y se usaron en los
siguientes ejemplos.

Los experimentos y los analisis en los ejemplos se llevaron a cabo de la siguiente manera.
<Método para la colonizacién de ratones con bacterias murinas y analisis de los mismos>
Segun la descripcidén en NPL 5 y 6, se produjeron ratones en los que se colonizaron SFB o Clostridium. Se

disolvieron los contenidos cecales o las heces de los ratones gnotobiéticos obtenidos en agua estéril o una
disoluciéon de diluciéon anaerobia. Se administraron por via oral a ratones GF los contenidos cecales o las heces
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disueltos como tales o después de un tratamiento con cloroformo. Se cultivaron independientemente entre si tres
cepas de Lactobacillus y 16 cepas de Bacteroides en un medio de agar BL o EG de manera anaerobia. Se
recogieron las bacterias cultivadas, se suspendieron en un caldo TS anaerobio, y se administraron por via oral de
manera forzada a ratones GF. Se evalud el estado de la colonizacién de las bacterias en los ratones mediante
observacion microscépica realizada en una preparacién de frotis de sedimentos fecales.

<Aislamiento de linfocitos de lamina propia intestinal y citometria de flujo>

Se recogieron el intestino delgado y el colon y se abrieron longitudinalmente. También se aislé el ciego, y el
contenido cecal se congelé directamente a -80 °C o se suspendié en 2 ml de PBS, luego se le afiadié glicerol al
40 % (concentracion final del 20 %), se ultracongelé en nitrégeno liquido y se almacené a -80 °C hasta su uso. Se
lavaron el colon y el intestino delgado en PBS para eliminar todo el contenido luminal y se agitaron en solucién
salina equilibrada de Hanks (HBSS) que contenia EDTA 5 mM durante 20 min a 37 °C. Después de retirar las
células epiteliales, las capas musculares y el tejido graso usando unas pinzas, se cortaron las capas de ldmina
propia en trozos pequefios y se incubaron con RPMI1640 que contenia suero bovino fetal al 4 %, colagenasa D
1 mg/ml, dispasa 0,5 mg/ml y ADNasa | 40 microgramos/ml (todos ellos de Roche Diagnostics) durante 1 h a 37 °C
en un bafio de agua con agitacién. Se lavaron los tejidos digeridos con HBSS que contenia EDTA 5 mM, se
resuspendieron en 5 ml de Percoll al 40 % (GE Healthcare) y se dispusieron en 2,5 ml de Percoll al 80 % en un tubo
Falcon de 15 ml. Se realizd separacién por gradiente de Percoll mediante centrifugaciéon a 800 g durante 20 min a
25 °C. Se recogieron los linfocitos de lamina propia de la interfase del gradiente de Percoll y se suspendieron en
PBS helada. Para el anélisis de células T reguladoras, se marcaron los linfocitos aislados con el kit de tincién de
células muertas LIVE/DEAD Fixable Violet (Invitrogen) para excluir las células muertas en el anélisis. Se lavaron las
células con tampdn de tincién que contenia PBS, FBS al 2 %, EDTA 2 mM y NaNs al 0,09 % y se tifi6 la superficie de
CD4 con Ac anti-CD4 marcado con PECy7 (RM4-5, BD Biosciences). Se realizé tincién intracelular de Foxp3 y
Helios usando el Ac anti-Foxp3 marcado con Alexa700 (FJK-16s, eBioscience), el Ac anti-Helios marcado con
Alexab47 (22F6, eBioscience) y el conjunto de tampén de tincion de Foxp3 (eBioscience). Para el analisis de células
Th1 y Th17, se estimularon los linfocitos aislados durante 4 horas con 12-miristato-13-acetato de forbol 50 ng/ml
(PMA, Sigma) y ionomicina 1 microgramo/ml (Sigma) en presencia de GolgiStop (BD Biosciences). Después de la
incubacién durante 4 horas, se lavaron las células en PBS, se marcaron con el kit de tincién de células muertas
LIVE/DEAD Fixable Violet y se tifid la superficie de CD4 con Ac anti-CD4 marcado con PECy7. Se lavaron las
células, se fijaron en Cytofix/Cytoperm, se permeabilizaron con tampén de permeacién/lavado (BD Biosciences), y
se tifleron con el Ac anti-IL-17 marcado con APC (eBio17B7, eBioscience) y el Ac anti-IFN-gamma marcado con
FITC (XMG1.2, BD Biosciences). Se analizaron las células tefiidas con Ac con un dispositivo LSR Fortessa (BD
Biosciences), y se analizaron los datos usando el software Flow Jo (Treestar).

<RT-PCR en tiempo real>

A partir de un ARN preparado usando el minikit RNeasy (Qiagen), se sintetizé un ADNc mediante el uso de una
transcriptasa inversa MMV (Promega KK). Se analizé el ADNc obtenido mediante RT-PCR en tiempo real usando la
mezcla maestra de PCR Power SYBR Green (Applied Biosystems) y el sistema de PCR en tiempo real ABI 7300
(Applied Biosystems), o RT-PCR en tiempo real usando SYBR Premix Ex Taq (TAKARA) y el dispositivo LightCycler
480. Para cada muestra, se normalizé un valor obtenido para la cantidad de GAPDH. Se disefié un conjunto de
cebadores mediante el uso de Primer Express versién 3.0 (Applied Biosystems), y se seleccionaron aquellos que
mostraban una identidad de secuencia del 90 % o superior en una evaluacién inicial. El conjunto de cebadores
usado fue de la siguiente manera:

Foxp3

5-“GGCAATAGTTCCTTCCCAGAGTT-3' (SEQ ID NO: 1)

5"GGGTCGCATATTGTGGTACTTG-3' (SEQ ID NO: 2)

CTLA4

5-CCTTTTGTAGCCCTGCTCACTCT-3 (SEQ 1D NO: 3)

5-GGGTCACCTGTATGGCTTCAG-3' (SEQ ID NO: 4)

GITR

S"“TCAGTGCAAGATCTGCAAGCA-3' (SEQ ID NO: 5)

5-ACACCGGAAGCCAAACACA-3' (SEQID NO: 6)
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IL-10

5-GATTTTAATAAGCTCCAAGACCAAGGT-3' (SEQID NO: 7)
5-CTTCTATGCAGTTGATGAAGATGTCAA-3' (SEQ ID NO: 8)
GAPDH

5-CCTCGTCCCGTAGACAAAATG-3" (SEQID NO: 9)
5-TCTCCACTTTGCCACTGCAA-3 (SEQ ID NO: 10)

Mmp2

5-“GGACATTGTCTTTGATGGCA-3' (SEQID NO: 1)
5S-CTTGTCACGTGGTGTCACTG-3' (SEQID NO: 12)

MmpY

5-TCTCTGGACGTCAAATGTGG-3' (SEQ ID NO: 13)
5-GCTGAACAGCAGAGCCTTC-3' (SEQ ID NO: 14)

Mmpi3

5-AGGTCTGGATCACTCCAAGG-3' (SEQ ID NO: 15)
5-TCGCCTGGACCATAAAGAA-3 (SEQ ID NO: 16)

ldol

S-AGAGGATGCGTGACTTTGTG-3' (SEQ ID NO: 17)
5-ATACAGCAGACCTTCTGGCA-3' (SEQ ID NO: 18).

<Preparacién y cultivo de células epiteliales del intestino grueso (IEC)>

En primer lugar, se recogié el colon, se cort6 longitudinalmente, y se enjuagé con PBS. Posteriormente, se tratd el
colon con ditiotreitol (DTT) 1 mM a 37 °C durante 30 minutos en un agitador, y luego se agité con vértice durante un
minuto para alterar la integridad epitelial. Se recogieron las células epiteliales intestinales (IEC) liberadas, y se
suspendieron en 5 ml de Percoll al 20 %. Se dispuso en capas la suspensiéon en 2,5 ml de Percoll al 80 % en un tubo
Falcon de 15 ml. Luego, se centrifugd el tubo a 25°C y 780 g durante 20 minutos para realizar la separacién de
células mediante centrifugacion por gradiente de densidad de Percoll. Se recogieron las células de la interfase, y se
usaron como IEC colénicas (pureza: 90 % o superior, viabilidad: 95 %). Se suspendieron las IEC obtenidas
recogidas en RPMI que contenia FBS al 10 %, y se cultivaron 1 x 105 células de las IEC en una placa de 24 pocillos
durante 24 horas. Después de eso, se recogid el sobrenadante de cultivo, y se midié para determinar el nivel de
TGF-beta1 activo mediante ELISA (Promega).

Mientras tanto, para cultivar las células T in vitro, se cultivaron 1,5 x 10° células T CD4* esplénicas purificadas
mediante MACS en cada pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo redondo, junto con un medio acondicionado al
50 % en el que se cultivaron |IEC aisladas de ratones GF o ratones colonizados con Clostridium, y con hlL-2 25 ng/ml
(Peprotech), en presencia o ausencia de 25 microgramos/ml de un anticuerpo anti-TGF-beta (R&D). Obsérvese que
se unieron 10 microgramos/ml de un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28 (BD Bioscience) a la placa de
fondo redondo. Después de un cultivo de 5 dias, se recogieron las células T CD4* y se sometieron a una PCR en
tiempo real.

<Modelo experimental de colitis>

Se administré por via oral una suspensién fecal procedente de ratones colonizados con Clostridium a ratones
CS57BL/6 (2 semanas de edad), que se criaron en un entorno convencional durante seis semanas.

Para preparar un modelo de colitis inducida por DSS, se administré6 DSS (calidad de reactivo, sal de DSS, peso
molecular = de 36 a 50 kD, fabricado por MP Biomedicals) al 2 % (p/v), junto con agua de beber, a los ratones
durante seis dias.

Mientras tanto, para preparar un modelo de colitis inducida por oxazolona, se sensibilizaron previamente los ratones
mediante la aplicacién transdérmica, a los ratones, de 150 microlitros de una disolucién de oxazolona
(4-etoximetilen-2-fenil-2-oxazolin-5-ona, Sigma-Aldrich) al 3 %/etanol al 100%. Cinco dias después, se
administraron por via intrarrectal 150 microlitros de una disolucién de oxazolona al 1 %/etanol al 50 % de nuevo a los
ratones previamente sensibilizados bajo una ligera anestesia. Obsérvese que la administracién intrarrectal se realiz
mediante el uso de un catéter 3.5F.
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Se analizé diariamente el peso corporal, la sangre oculta en heces, hemorragia visible a simple vista (sangre
macroscépica) y la dureza de las heces de cada ratén. Ademas, se evaluaron numéricamente el porcentaje de
pérdida de peso corporal, la hemorragia intestinal (sin hemorragia, sangre oculta en heces (prueba de sangre oculta
en heces positiva) 0 hemorragia visible a simple vista) y la dureza de las heces (heces normales, heces sueltas o
diarrea), y se calculd el indice de actividad de enfermedad (DAI) segun la descripciéon en “S. Wirtz, C. Neufert. B.
Weigmann, M. F. Neurath, Nat Protoc 2, 541 (2007)".

<Reaccién de IgE especifica de OVA>

A ratones SPF BALB/c se les inocul6 una suspensién fecal procedente de ratones colonizados con Clostridium
(2 semanas de edad), y se criaron en un entorno convencional. Luego, se inyectaron por via intraperitoneal
1 microgramo de OVA (grado V, Sigma) y 2 mg de alumbre (Thermo Scientific), 0,2 ml en total, a los ratones (a sus
edades de 4 semanas y 6 semanas). Se recogieron sueros cada semana de los ratones en la raiz de su cola, y se
midi6 la IgE especifica de OVA mediante ELISA (Chondrex). Luego, a sus edades de 8 semanas, se recogieron
células esplénicas, se inocularon en una placa de 96 pocillos a 1 x 108 células por pocillo, y se estimularon con OVA
(100 microgramos/ml) durante tres dias. Después de eso, se recogidé el sobrenadante de cultivo, y se midi6é para
determinar los niveles de IL-4 e IL-10 mediante ELISA (R&D).

<Anélisis estadistico>
Se evalud la diferencia entre los grupos de control y experimentales mediante la prueba de la t de Student.
<Tratamiento con cloroformo e inoculacién oral de muestras fecales en ratones GF>

Se suspendieron heces humanas (2 g) de un voluntario sano (japonés, varén, 29 afios) con 20 ml de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) y se hicieron pasar a través de un filtro celular de 70 micrémetros para eliminar
grumos y residuos. Luego, se mezcld la suspension fecal con o sin cloroformo (concentracion final del 3 %), y se
incub6 en un bafio de agua con agitacién durante 60 min. Se inocularon por via oral las suspensiones fecales sin
tratamiento con cloroformo en ratones libres de gérmenes (GF) (250 microlitros/ratén). Después de la evaporacion
del cloroformo mediante burbujeo con gas de N> durante 30 min, se inocularon las alicuotas que contenian fraccién
resistente a cloroformo (formadora de esporas) de bacterias intestinales humanas en ratones GF |1Ql. Cada grupo de
ratones ex-GF se mantuvo por separado en un dispositivo de aislamiento de vinilo durante 3 6 4 semanas.

<Experimento de coalojamiento>

Para evaluar si las bacterias humanas inductoras de Treg pueden transmitirse horizontalmente, se coalojaron
ratones GF 1Ql durante 4 semanas con ratones ex-GF colonizados con heces humanas tratadas con cloroformo
(ratones del ejemplo 21) en un dispositivo de aislamiento de vinilo (6 ratones, designados como ratén #D1 hasta
#DB).

<Inoculacién de contenido cecal diluido en ratones GF>

Se suspendié el contenido cecal congelado procedente de ratones ex-GF a los que se les inocularon heces
humanas tratadas con cloroformo (#C4) en 10 veces el volumen (p/v) de PBS, se hizo pasar a través de un filtro
celular de 70 micrémetros y se traté con cloroformo al 3 %. Luego, se diluyé la suspension 2000 veces (para
4 ratones, designados como ratén #E1 hasta #E4) o 20000 veces (para 8 ratones, designados como ratén #F1 hasta
#F8) con PBS y se inoculd por via oral en ratones GF 1Ql (2,5%10°% 6 2,5x10* células/250 microlitros/ratén). Después
de 4 semanas, se recogieron linfocitos del colon y el intestino delgado y se analizaron para determinar la proporcién
de células Treg Foxp3+ y su expresiéon de Helios. Se congel6 el contenido cecal y se almacend a -80 °C hasta su
uso.

<Experimentos de recolonizaciéon>

Se suspendié el contenido cecal congelado procedente de ratones ex-GF a los que se les inoculé dilucién de
20000 veces (#F3, 7 y 8) en 10 veces el volumen (p/v) de PBS, se hizo pasar a través de un filtro celular de 70
micrémetros y se traté con cloroformo al 3 %. Se inocularon por via oral las suspensiones en ratones GF 1Ql (5,4 6
4 ratones; designados como ratén #G1 hasta #G5, #H1 hasta #H4 o #|1 hasta #l4, respectivamente). Después de
4 semanas, se recogieron el colon y el intestino delgado y se analizaron para determinar la proporcién de células
Treg Foxp3+ y su expresiéon de Helios. Se suspendié el contenido cecal en disolucién de glicerol al 20 %, se
ultracongelé en nitrégeno liquido y se almacend a -80 °C.

<Experimentos de colonizacién de bacterias cultivadas>

Se diluyé la reserva en glicerol de contenido cecal del ratén #G2 con PBS y se sembré en una placa de agar BL.
Después de 48 horas, se recogieron todas las colonias bacterianas raspando las placas con un raspador de placas y
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se inocularon en ratones GF 1QIl (4 ratones, designados como raton #K1 hasta #K4). Se aislaron seis cepas
bacterianas de la reserva congelada de contenido cecal del ratén #F8 usando una placa de agar BL. Se inocularon
estas cepas aisladas en ratones GF QI (4 ratones, designados como ratén #J1 hasta #J4) (a continuacién se
describen los detalles del método de cultivo).

<Analisis por PCR cuantitativa de genes de ARNr 16S>

Usando un minikit QlAamp DNA Stool (QIAGEN), se aislé ADN gendmico bacteriano a partir de heces humanas de
un voluntario sano tal como se describid anteriormente (heces humanas), contenido cecal procedente de ratones GF
alimentados por sonda gastrica con heces humanas tratadas con cloroformo (contenido cecal del ratén #B4) o heces
procedentes de ratén SPF ICR (heces de ratén SPF). Se us6 el ADN aislado como molde para la PCR cuantitativa.
El programa de amplificacién consistia en un ciclo a 95 °C durante 1 min, seguido de 50 ciclos a 95 °C durante 10 s
y 60 °C durante 30 s. El analisis por PCR cuantitativa se llevé a cabo usando un dispositivo LightCycler 480 (Roche).
Se calculd la cantidad relativa mediante el método de delta Ct y se normalizé con respecto a la cantidad de bacterias
totales. Se usaron los siguientes conjuntos de cebadores: bacterias totales, 5-GGTGAATACGTTCCCGG-3' (SEQ ID
NO.: 45) y §-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3 (SEQ ID NO.: 46), agrupaciéon XlVa de Clostridium (subgrupo
Clostridium coccoides), 5-AAATGACGGTACCTGACTAA-3 (SEQ ID NO.: 47) y 5-CTTTGAGTTTCATTCTFGCGAA-
3’ (SEQ ID NO.: 48); agrupacion |V de Clostridium (Clostridium leptum) 5-CCTTCCGTGCCGSAGTTA-3 (SEQ ID
NO.: 49) y 5-GAATTAAACCACATACTCCACTGCTT-3 (SEQ ID NO.: 50); Bacteroides,
5-GAGAGGAAGGTCCCCCAC-3 (SEQ ID NO.: 51) y 5-CGCTACTTGGCTGGTTCAG-3 (SEQ ID NO.: 52);
Bifidobacterium, 5-CGGGTGAGTAATGCGTGACC-3 (SEQ ID NO.: 53) y 5-TGATAGGACGCGACCCCA-3 (SEQ
ID NO.: 54). Obsérvese que los ratones alimentados por sonda gastrica con heces humanas tratadas con cloroformo
mostraron altos niveles de bacterias formadoras de esporas, tales como las agrupaciones XIVa y |V de Clostridium, y
una grave disminucién de bacterias no formadoras de esporas, tales como Bacteroides y Bifidobacterium, en
comparacién con las heces humanas antes del tratamiento con cloroformo.

<Aislamiento de ADN procedente del contenido cecal para el analisis de metasecuencia de genes de ARNr 16S>

Se recogié el contenido cecal de A1-1, A2-4, B-4, E-3, E-7, E-8, F-2, G-3, H-3, |-3 y J-3 por centrifugacién a 5000 x g
durante 10 min a 4 °C, se suspendié en 10 ml de Tris-EDTA que contenia Tris-HClI 10 mM y EDTA 1 mM (pH 8), y
luego se usd para el aislamiento de ADN. Se afiadié lisozima (SIGMA, 15 mg/ml) a la suspensién celular. Después
de la incubacién a 37 °C durante 1 h con mezclado suave, se afiadié una acromopeptidasa purificada (Wako)
(2000 unidades/ml finales) y se incub6 a 37 °C durante 30 min. Luego, se afiadidé dodecilsulfato de sodio (1 % final) a
la suspension celular y se mezclé bien. Posteriormente, se afiadié proteinasa K (Merck) (1 mg/ml final) a la
suspensién y se incub6 la mezcla a 55 °C durante 1 h. Se aislé6 ADN de alto peso molecular y se purificé mediante
extraccién con fenol/cloroformo, etanol, y finalmente precipitacién con polietilenglicol.

<Metasecuencia de genes de ARNr 165>

Se usé una alicuota del ADN para la amplificacion por PCR y secuenciacién de genes de ARNr 16S bacterianos. Se
generaron amplicones de ~330 pb, que abarcaban la regién variable 1-2 (V1-2) del gen, mediante el uso de (i) el
cebador 8F modificado (5-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG+codigo de barras+agrgtttgatymtggcetcag-3’
(SEQ ID NO.: 55)) que consiste en la secuencia adaptadora 454 (subrayada), un cédigo de barras corrector de
errores especifico de muestra (10 bases, en negrita) y el cebador bacteriano universal 8F y (ii) el cebador 338R
modificado (5-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG+tgctgecteceegtaggagt-3 (SEQ ID NO.: 56)) que
contiene la secuencia adaptadora 454 (subrayada) y el cebador bacteriano 338R. Se realizaron reacciones en
cadena de la polimerasa para cada muestra de ADN fecal: cada reaccién de 50 microlitros contenia 40 ng de ADN,
5 microlitros de tampén 10 X Ex Tag (TAKARA), 5 microlitros de mezcla de dNTP 2,5 mM, 0,2 microlitros de Ex Taq
y 0,2 microM de cada cebador. Las condiciones de PCR consistian en una etapa de desnaturalizacion inicial
realizada a 96 °C durante 2 min, seguido de 20 ciclos de desnaturalizacién (96 °C, 30 s), hibridacién (55 °C, 45 s) y
amplificacién (72 °C, 1 min) y una etapa de amplificacién final realizada a 72 °C durante 10 min. Posteriormente se
purificaron los amplicones generados a partir de cada muestra usando AMPur XP (Beckman Coulter). Se cuantificd
la cantidad de ADN usando el kit de ensayo de ADNbc Quant-iT Picogreen (Invitrogen) y el fluorémetro TBS-380mini
(Turner Biosystems). Se us6 el ADN amplificado como molde para la pirosecuenciacién en el dispositivo GS Junior
454 (Roche). Las secuencias se realizaron usando el kit GS Junior Titanium emPCR Kit-Lib-L, el kit de
secuenciacién GS Junior Titanium y el kit GS Junior Titanium PicoTiterPlate (todos ellos de Roche) segln los
manuales del fabricante (GS Junior Titanium Series, emPCR Amplification Method Manual - Lib-L and Sequencing
Method Manual). Se clasificaron las secuencias resultantes (se produjeron 3400 lecturas para cada muestra) en
OTU basandose en la similitud de secuencia (>97 % de identidad). Se compararon secuencias representativas de
cada OTU con secuencias en bases de datos de acidos nucleicos (proyecto de base de datos ribosomal) usando
BLAST para determinar los parientes mas cercanos. Luego, se clasificaron las OTU en especies basandose en los
parientes més cercanos. Todos los datos de parientes cercanos y el nimero de lecturas se muestran en la tabla 1.

<Aislamiento de cepas bacterianas>

Se aislaron cepas bacterianas del contenido cecal de #F8, #G2, #l1 y #K3 sembrando en placa diluciones en serie
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de las muestras cecales en condiciones aerobias o condiciones estrictamente anaerobias (el 80 % de No, el 10 % de
Ho, el 10 % de CO,) en placas de agar BL (Eiken Chemical) o agar EG que contenian medio con los siguientes
componentes (cantidades expresadas por litro): 500 ml de extracto de carne; proteosa-peptona n.° 3 (10,0 g, Difco),
extracto de levadura (5,0 g, Difco); Na;HPO4 (4,0 g); D(+)-glucosa (1,5 g); almidén soluble (0,5 g); L-cistina (0,2 g),
HCI de L-cisteina-H-O (0,5 g); Tween80 (0,5 g); agar Bacto (16,0 g, Difco); sangre equina desfibrinada (50 ml).
Después del cultivo a 37 °C durante 2 6 4 dias, se recogid cada colonia individual y se cultivd durante 2 6 4 dias
adicionales a 37 °C en placa de agar EG o caldo ABCM. Se recogieron las cepas aisladas en medio de reserva EG
(DMSO al 10 %) y se almacenaron a -80 °C. Para la suspensién de cepas aisladas para volver a inocular a los
ratones, se usé medio TS (27,5 g de caldo de tripticasa-soja sin dextrosa, 0,84 g de Na>,COs3, 0,5 g de HCI de
L-cisteina-H-O, 1000 ml de agua destilada, pH ajustado a 7,2 +/- 0,2 con NaOH, luego sometido a autoclave durante
15 minutos a 115 °C). Para identificar las cepas aisladas, se realizaron secuencias de genes codificantes de ARNr
16S. Se amplificaron los genes de ARNr 16S mediante PCR de colonias usando KOD FX (TOYOBO), pares de
cebadores especificos de genes de ARNr 16S: 8F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ (SEQ ID NO.: 57)) y 519R
(5-ATTACCGCGGCKGCTG-3' (SEQ ID NO.: 58)) para C. indolis, C. bolteae, Bacteroides sp. MANG, L. bacterium
DJF_VP30, A. colihominis, Ruminococcus sp. ID8, C. lavalense, C. symbiosum y E. contortum o 1513R
(5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3 (SEQ ID NO.: 59)) para C. saccharogumia, C. ramosum, F. plauti,
C. hathewayi, C. scindens, Clostridium sp. 2335, Clostridium sp. 14616 y cf Clostridium sp. MLGO055 y el sistema de
PCR GeneAmp 9700 (Applied Biosystems). El programa de amplificacién consistia en un ciclo a 98 °C durante
2 min, seguido de 40 ciclos a 98 °C durante 10 s, 57 °C durante 30 s y 68 °C durante 40 s. Se purific6 cada ADN
amplificado a partir de la mezcla de reaccién usando el kit de purificacién de banda de gel y ADN de PCR lllustra
GFX (GE Healthcare). Se realizé el analisis de secuencias usando el kit de secuenciacién de ciclos BigDye
Terminator V3.1 (Applied Biosystems) y el analizador de ADN Applied Biosystems 3730x| (Applied Biosystems). Se
compararon las secuencias resultantes con secuencias en bases de datos de acidos nucleicos usando BLAST para
determinar los parientes mas cercanos. Los parientes méas cercanos y el % identidad de todas las cepas aisladas, la
informacién de género-especie de los parientes mas cercanos, la agrupaciéon de Clostridium, la 1D de ratén del que
se derivd, la similitud méxima y el medio de cultivo de las cepas aisladas se resumen en la tabla 2.

Ejemplo 1

Ejemplo 1: en primer lugar, se investigé si la acumulacién de células T reguladoras (células Treg) en la lAmina propia
del colon dependia o no de las bacterias comensales. Especificamente, se aislaron linfocitos de los ganglios
linfaticos periféricos (pLN) de ratones Balb/c criados en ausencia de bacterias patégenas especificas (SPF) o de la
lamina propia del colon o el intestino delgado (SI) de los ratones. Se tifieron CD4 y Foxp3 con anticuerpos. Luego,
se analiz6 la razén de células Foxp3* en linfocitos CD4* mediante citometria de flujo. Los resultados mostraron que
las células Treg Foxp3* estaban presentes a una alta frecuencia en la [amina propia de los tractos gastrointestinales,
especialmente en la ldmina propia del colon, de los ratones mantenidos en el entorno libre de microorganismos
patégenos especificos (SPF). Ademas, también se hallé que el nimero de las células Treg Foxp3* en la lamina
propia del colon aumenté gradualmente hasta los tres meses después de su nacimiento, mientras que el nimero de
las células Treg Foxp3* en los ganglios linfaticos periféricos fue basicamente constante desde el tiempo de dos
semanas después de su nhacimiento.

Ejemplo 2

Ejemplo 2: a continuacién, se investigé si la acumulacién temporal de las células Treg en el colon tal como se
encuentra en el ejemplo 1 tenia o no una relacién con la colonizacién de la microbiota comensal intestinal.
Especificamente, se analizaron la expresién de CD4 y la expresiéon de Foxp3 en linfocitos aislados del intestino
delgado, el colon y los ganglios linfaticos periféricos de ratones criados en un entorno libre de gérmenes (GF) o SPF
(8 semanas de edad: ratones Balb/c, ratones QI y ratones C57BL/6). Se obtuvieron resultados similares en tres o
mas experimentos independientes.

Ademas, se recogieron linfocitos de lamina propia de ratones SPF y ratones GF (ratones Balb/c o ratones C57BL/6).
Se tifleron CD4 y Foxp3 con anticuerpos. Luego, se analizaron los linfocitos de lamina propia mediante FACS.

Ademas, se aislaron linfocitos de la lamina propia del colon, la lamina propia del intestino delgado (SI), placas de
Peyer (PP) y ganglios linfaticos mesentéricos (MLN) de ratones (ratones SPF C57BL/6) a los que se les
administraron por via oral antibiéticos con agua durante ocho semanas. Se tifieron CD4 y Foxp3 con anticuerpos.
Luego, se analizaron los linfocitos mediante FACS. Se obtuvieron resultados similares (la razdén de las células
Foxp3* en las células CD4* de un ratén individual) en dos o mas experimentos independientes. Obsérvese que se
usaron los siguientes antibiéticos en combinacién segln la descripcién en el siguiente documento:

ampicilina (A; 500 mg/l, Sigma)

vancomicina (V; 500 mg/l, NACALAI TESQUE, INC.)

metronidazol (M; 1 g/l, NACALAI TESQUE, INC.)
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neomicina (N; 1 g/l, NACALAI TESQUE, INC.)
Rakoff-Nahoum, J. Paglino, F. Eslami-Varzaneh, S. Edberg, R. Medzhitov, Cell 118, 229 (23 de julio de 2004)
Fagarasan et al., Science 298, 1424 (15 de noviembre de 2002)

Tal como resulta evidente a partir de los resultados, las frecuencias y los nimeros absolutos de células Foxp3* CD4*
en el intestino delgado y los ganglios linfaticos periféricos de los ratones GF fueron iguales o superiores a los de los
ratones SPF. Ademas, los nimeros de las células Treg en la ldmina propia del intestino delgado, las placas de Peyer
y los ganglios linfaticos mesentéricos de los ratones SPF a los que se les administraron por via oral antibiéticos
durante ocho semanas fueron iguales o superiores a los de los ratones SPF que no habian recibido antibidticos.
Mientras tanto, el nimero de las células Foxp3® CD4* en la lamina propia del colon de los ratones GF disminuyd
significativamente en comparacién con el de los ratones SPF. Esta disminucién se observdé habitualmente entre
ratones de acervos genéticos diferentes (Balb/c, IQl y C57BL/6), asi como entre ratones criados en instalaciones
para animales diferentes. Ademéas, también se mostré6 que disminuyé significativamente el nimero de células Treg
en la lamina propia del colon de los ratones SPF C57BL/6 a los que se les administraron antibiéticos.

Ejemplo 3

Ejemplo 3: a continuacién, se verificé directamente si la disminuciéon del nimero de las células Treg en la lamina
propia del colon de los ratones GF mostrada en el ejemplo 2 se atribuia o no a la ausencia de microbiota.
Especificamente, se administré por via oral una suspensién fecal de ratones SPF B6 adquiridos de The Jackson
Laboratory a ratones GF 1Ql (convencionalizaciéon). Tres semanas después de la administracién, se aislaron
linfocitos de la lamina propia del colon, y se analizé la expresién de Foxp3 en linfocitos CD4*. Los resultados
mostraron que el nimero de células Treg en la lamina propia del intestino delgado no cambié. Sin embargo, el
namero de las células Treg en la lamina propia del colon aumenté significativamente. Por tanto, se mostré que la
interaccién microbiana con el huésped desempefiaba un papel importante en la acumulacién de células Treg Foxp3*
en la lamina propia del colon, mientras que la acumulacién de las células Treg en la lamina propia del intestino
delgado tenia un mecanismo diferente.

Ejemplo 4

Ejemplo 4: a continuacién, se investigd la relacidén entre los tejidos linfoides asociados al intestino de ratones y el
namero de células Foxp3* en la [amina propia del colon de los ratones segin el método descrito en M. N. Kweon et
al., J Immunol 174, 4365 (1 de abril de 2005). Especificamente, se inyectaron por via intraperitoneal
100 microgramos de una proteina recombinante de dominio extracelular (una proteina de fusién (LT beta R-Ig) entre
un receptor de linfotoxina beta (LT beta R) y una regién Fc de IgG1 humana, véase Honda et al., J Exp Med 193,
621 (5 de marzo de 2001)) en ratonas C57BL/6 prefiadas 14 dias después de la concepcién. Se inyectd por via
intraperitoneal de nuevo LT beta R-Ig en los fetos obtenidos de tales ratonas, de modo que se produjeron ratones de
los que se retiraron por completo los foliculos linfoides aislados (ILF), las placas de Peyer (PP) y las placas colénicas
(CP). Luego, se analizaron las razones de células Foxp3*" en células CD4" en la lamina propia del colon de los
ratones tratados con LT beta R-Ig y los ratones tratados con IgG de rata (control) mediante FACS. Los resultados
muestran que la razén de las células Foxp3* en la lamina propia del colon de los ratones deficientes en foliculos
linfoides aislados, placas de Peyery placas coldnicas (los ratones tratados con LT beta R-lg) aumenté bastante. Por
consiguiente, se sugiri6 que la disminucién del namero de las células Treg en la ldmina propia del colon de los
ratones GF y los ratones tratados con los antibiéticos estaba provocada porque no se produjo la transmisién de
sefiales especificas que fomenta la acumulacién de células Treg en la ldmina propia del colon y que esta provocada
por los microbios intestinales, en lugar de simplemente debido a un efecto secundario de tejidos linfoides asociados
al intestino desorganizados.

Ejemplo 5

Ejemplo 5: para investigar si una flora intestinal especifica inducia o no la acumulacién de células Treg colénicas, se
administré vancomicina como antibidtico contra bacterias Gram-positivas o polimixina B como antibiético contra
bacterias Gram-negativas a ratones SPF (a partir de 4 semanas de edad) durante cuatro semanas, y se analiz6 para
determinar la razén de células Foxp3* en el grupo de células CD4* ([%] Foxp3* en CD4).

Los resultados muestran que el niUmero de células Treg en el colon de los ratones a los que se les administré
vancomicina disminuyé notablemente en comparacién con el del control. En cambio, no se observé ninguna
influencia en el niumero de células Treg de los ratones a los que se les administré polimixina B. Esos hechos

sugirieron que las bacterias comensales Gram-positivas desempefiaban un papel principal en la acumulaciéon de
células Treg.

Ejemplo 6

Ejemplo 6: un informe reciente ha sugerido que las bacterias formadoras de esporas desempefian un papel
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importante en la respuesta de células T intestinales (véase V. Gaboriau-Routhiau et al., Immunity 31, 677 (16 de
octubre de 2009)). A este respecto, se administraron por via oral microorganismos fecales (fraccién formadora de
esporas) resistentes a cloroformo al 3 % a ratones GF, que luego se analizaron para determinar la razén de células
Foxp3* en el grupo de células CD4* ([%] Foxp3* en CD4).

Tres semanas después de la administracion de las heces tratadas con cloroformo, el nimero de células Treg en los
ratones administrados aumenté notablemente hasta el mismo nivel que el de los ratones SPF y el de los ratones GF
a los que se les administraron de manera forzada heces sin tratar.

Por consiguiente, considerando los resultados mostrados en el ejemplo 5 en combinacién, se revelé que los
componentes especificos de la microbiota indigena tenian una alta probabilidad de pertenecer al grupo de bacterias
Gram-positivas, y que la fraccion formadora de esporas desempefiaba un papel importante en la induccién de
células Treg.

Ejemplo 7

Ejemplo 7: a continuacién, se identificaron las especies de la microbiota intestinal que inducian la acumulacién de
células Treg en el colon tal como se sugiere en los ejemplos 4 a 6. Especificamente, se administraron por via oral
bacterias filamentosas segmentadas (SFB), 16 cepas de Bacteroides spp. (Bactero. (6 cepas de B. vulgatus, 7 del
grupo 1 de B. acidifaciens y 3 del grupo 2 de B. acidifaciens)), 3 cepas de Lactobacillus (Lacto. (L. acidophilus,
L. fermentum y L. murinum)) y 46 cepas de Clostridium spp. (Clost., véase “Itoh, K., y Mitsuoka, T. Characterization
of Clostridia isolated from faeces of limited flora mice and their effect on caecal size when associated with germ-free
mice. Lab. Animals 19: 111-118 (1985)"), o microbiota recogida de ratones (SPF) criados en un entorno
convencional, a ratones GF Balb/c o ratones GF |QIl. Los ratones se mantuvieron en dispositivos de aislamiento de
vinilo durante tres semanas. Luego, se aislaron las células CD4 del colon y el intestino delgado de estos ratones. Se
analizaron los nimeros de células Treg en el colon y el intestino delgado mediante citometria de flujo.

Las bacterias pertenecientes al género Clostridium se clasifican mediante secuenciaciéon de genes de ARNr 16S, de
la siguiente manera. Especificamente, se amplificaron los genes de ARNr 16S de las bacterias mediante PCR
usando pares de cebadores especificos de genes de ARNr 16S: 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ (SEQ ID NO.:
60) y 5-ATTACCGCGGCKGCTG-3 (SEQ ID NO.: 61) (véase T. Aebischer et al., Vaccination prevents Helicobacter
pylori-induced alterations of the gastric flora in mice. FEMS Immunol. Med. Microbiol. 46,221-229(2006)). Luego se
introdujo el producto de PCR de 1,5 kb en el vector pCR-Blunt. Se secuenciaron los insertos y se alinearon usando
el programa de software ClustalW. Las secuencias resultantes de genes de ARNr 16S derivados de las cepas 1-41
de las 46 cepas de Clostridium spp. se muestran en las SEQ ID NO.: 21-61. Se construyé un arbol filogenético
mediante el método de unidén de vecinos con las secuencias resultantes de las 41 cepas de Clostridium y las de
bacterias conocidas obtenidas de la base de datos de Genbank usando el software Mega.

Los resultados mostraron que no se observé ningln efecto sobre el nimero de las células Treg en el colon en los
ratones GF en los que se colonizaron las bacterias filamentosas segmentadas (SFB). Ademas, los ratones en los
que se colonizé el coctel de tres cepas de Lactobacillus proporcionaron resultados similares. Por otro lado, se
mostré que la acumulacién de células Foxp3* en la lamina propia del colon se indujo fuertemente en los ratones en
los que se colonizaron las 46 cepas de Clostridium spp. De manera importante, tal acumulacién se fomentd
independientemente de los acervos genéticos de los ratones, y condujo al aumento del niumero similar al de los
ratones SPF, aunque se coloniz6é la microbiota intestinal sélo de un Unico género. También se mostrdé que la
colonizaciéon de Clostridium no cambié el nimero de células Treg en la lamina propia del intestino delgado.
Obsérvese que, cuando se colonizaron las 16 cepas de Bacteroides spp., el nUmero de células Treg en el colon
aumenté significativamente. Sin embargo, el grado del aumento variaba en funcién del acervo genético de los
ratones en los que se colonizaron las bacterias.

Ejemplo 8

Ejemplo 8: a continuacién, se analizaron la expresiéon de CD4, la expresion de Foxp3 y la expresién de Helios en
linfocitos LP de los timos y los célones de ratones SPF, ratones GF, ratones colonizados con Lactobacillus y ratones
colonizados con Clostridium mediante citometria de flujo.

Los resultados muestran que la mayoria de las células Foxp3* halladas en los ratones SPF o los ratones
colonizados con Clostridium no expresaban Helios. Obsérvese que Helios es un factor de transcripciéon que se sabe
que se expresa en células Treg naturales derivadas del timo (véase A. M. Thornton et a/., J Immunol 184, 3433 (1 de
abril de 2010)). Por consiguiente, se sugirié que la mayoria de las células Treg en los ratones SPF y los ratones
colonizados con Clostridium eran células Treg inducidas en porciones periféricas (las denominadas células iTreg).

Ejemplo 9

Ejemplo 9: a continuacién, se investigd si la colonizacién de Clostridium o similares tenia o no influencia sobre otras
células T. Especificamente, se colonizaron SFB, 16 cepas de Bacteroides spp. (Bactero.), 46 cepas de Clostridium

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 669 T3

spp. (Clost.) o microbiota recogida de ratones criados en un entorno convencional (SPF) en ratones GF IQl. Tres
semanas mas tarde, se aislaron linfocitos de la ldmina propia del colon a partir de estos ratones, y se estimularon
con PMA (50 ng/ml) e ionomicina (1 microgramo/ml) durante cuatro horas en presencia de Golgistop (BD
Bioscience). Después de proporcionar la estimulacién, se tifieron las citocinas intracelulares mediante el uso de un
anticuerpo anti-IL-17 marcado con PE (TC11-18H10) y un anticuerpo anti-IFN-g marcado con FITC (BD Bioscience)
segln el manual del kit Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience). Luego, se analizé la razén de células IFN-gamma* o
células IL-17* en leucocitos CD4* mediante citometria de flujo. Los resultados muestran que la colonizaciéon de
Clostridium no tuvo ninguna influencia sobre las células Th1 (células CD4* IFN-gamma®*) en el colon, y provocé sélo
un ligero aumento de las células Th17 (células CD4* IL-17*). Por consiguiente, se sugirié que el género Clostridium
era un género de bacterias que inducia especificamente las células Treg.

Ejemplo 10

Ejemplo 10: se ha notificado que 46 cepas de Clostridium spp. ejercen una influencia sobre la acumulacién de
linfocitos intraepiteliales (IEL) del tracto intestinal CD8" en el colon. Por consiguiente, es concebible que Clostridium
regule el sistema inmunitario en diversos aspectos, y que Clostridium muestre una notable capacidad para inducir y
mantener las células Treg especialmente en el colon, tal como se describid anteriormente. Ademas, se sabe que una
clase de citocinas, el factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta), desempefia un papel importante en la
regulacién de la generacion de células Treg.

A este respecto, se examiné si la colonizacién de Clostridium proporcionaba o no un enriquecimiento coldnico en
TGF-beta. Especificamente, en primer lugar, se cultivaron los c6lones completos de ratones GF, ratones colonizados
con Clostridium y ratones colonizados con Lactobacillus durante 24 horas, y se midieron los sobrenadantes de
cultivo de los mismos para determinar la concentracién de TGF-beta activo (TGF-beta1) mediante ELISA (el nimero
de ratones analizados fue de cuatro por grupo).

Los resultados muestran que la cantidad de TGF-beta producido en el colon de los ratones colonizados con
Clostridium fue significativamente mayor que la de los célones de los ratones GF y los ratones colonizados con
Lactobacillus.

A continuacién, se cultivaron células epiteliales intestinales (IEC) de ratones GF y ratones colonizados con
Clostridium durante 24 horas, y se midieron los sobrenadantes de cultivo de las mismas para determinar la
concentracion de TGF-beta activo (TGF-beta1) mediante ELISA (el niumero de ratones analizados fue de cuatro por

grupo).

Los resultados muestran que se detecté TGF-beta en el sobrenadante de cultivo de las IEC aisladas de los ratones
colonizados con Clostridium, mientras que no se detecté TGF-beta en el sobrenadante de cultivo de las IEC aisladas
de los ratones GF.

A continuacién, tal como se describié anteriormente, se cultivaron células T CD4" esplénicas durante cinco dias
junto con un medio acondicionado al 50 % en el que se cultivaron las IEC aisladas de los ratones GF o los ratones
colonizados con Clostridium, y con el anticuerpo anti-CD3, en presencia o ausencia de un anticuerpo anti-TGF-beta.
Luego, se recogieron las células T y se analizaron para determinar la expresion de Foxp3 mediante RT-PCR en
tiempo real.

Los resultados muestran que, cuando al sobrenadante de cultivo de las IEC derivadas de los ratones colonizados
con Clostridium se le afiadieron las células T CD4* esplénicas, se aceleré la diferenciacién en células que expresan
Foxp3. Mientras tanto, el anticuerpo anti-TGF-beta inhibi6 la diferenciacién en células Treg.

Se investigb la expresién de MMP2, MMP9 y MMP13, que se piensa que contribuyen a la activacién de TGF-beta
latente. También se investigé la expresién de indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), que se piensa que esta implicada
en la induccién de células Treg. Especificamente, se administraron por via oral 46 cepas bacterianas del género
Clostridium (Clost.) o tres cepas bacterianas del género Lactobacillus (Lacto.) a ratones libres de gérmenes
CS57BL/6. Tres semanas después de la administracién, se recogieron las IEC y se analizaron para determinar los
niveles de expresién de ARNm relativos de los genes MMP2, MMP9, MMP13 e IDO mediante RT-PCR en tiempo
real (el niUmero de ratones analizados fue de tres por grupo).

Para la relacién entre la activacion de TGF-beta latente y la MMP descrita anteriormente, véase D’Angelo et al,,
J. Biol. Chem. 276, 11347-11353, 2001; Heidinger et al., Biol. Chem. 387, 69-78, 2006; Yu et al., Genes Dev. i4, 163-
176, 2000. Para la relacion entre IDO y la induccién de células Treg, véase G. Matteoli et al., Gut 59, 595 (mayo de
2010).

Los resultados muestran, de acuerdo con la produccién de TGF-beta descrita anteriormente, que los productos de
transcripcién de los genes que codifican para MMP2, MMP9 y MMP13 se expresaron a niveles mas altos en las IEC
derivadas de los ratones colonizados con Clostridium que las de los ratones GF y las de los ratones colonizados con
Lactobacillus.
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Ademas, IDO se expres6 sélo en los ratones colonizados con Clostridium. Por consiguiente, se reveld que
Clostridium activé las IEC y condujo a la produccién de TGF-beta y otras moléculas inductoras de células Treg en el
colon.

Ejemplo 11

Ejemplo 11: a continuacién, se investigé si la acumulacién de células Treg inducida por la colonizacion de
Clostridium dependia o no de la transmisién de sefiales por receptores de reconocimiento de patrones moleculares
asociados con patégenos. Especificamente, se examinaron los nimeros de células Treg en la lamina propia del
colon de cada uno de los ratones SPF Myd88~ (deficientes en Myd88 (adaptador de sefializacidon para el receptor
similar a Toll)), Rip2” (deficientes en Rip2 (adaptador del receptor de tipo NOD)) y Card9” (deficientes en Card9
(factor de transmisiéon de sefiales esencial para la transmisién de sefiales de dectina-1)). Ademés, se provocé la
colonizacién de Clostridium spp. en los ratones GF Myd88”, y se investigd el cambi6 en el nimero de células Treg.
Los resultados muestran que el nimero de células Treg de cada clase de los ratones SPF deficientes en los factores
asociados de los receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados con patégenos no cambibé en
relaciéon con el de ratones de tipo natural de la misma camada, que sirvieron como control. Ademas, se hallé que,
cuando se colonizaron Clostridium spp. en ratones GF deficientes en Myd88, se indujo la acumulaciéon de células
Treg en la lamina propia del colon. Por consiguiente, se ha sugerido que el mecanismo de inducciéon de la
acumulacién de células Treg en la ldmina propia del colon no se basa en la activacién de la ruta de reconocimiento
para los principales patrones moleculares asociados con patdégenos tal como ocurre con la mayoria de bacterias,
sino que se basa en las especies bacterianas comensales especificas.

Ejemplo 12

Ejemplo 12: se sabe que las células Treg Foxp3* del tracto intestinal ejercen algunas funciones inmunosupresoras a
través de la produccion de IL-10 (véase NPL 9). Mientras tanto, se sabe que los animales que tienen células CD4*
Foxp3* a partir de las cuales se elimina especificamente IL-10 desarrollan enfermedad intestinal inflamatoria (véase
NPL 18). A este respecto, en primer lugar, se examind la expresién de IL-10 en linfocitos de diversos tejidos.
Especificamente, se aislaron linfocitos de diversos tejidos de ratones SPF [110Vemvs, y se analizaron la expresion de
CD4 y la expresion de Venus mediante citometria de flujo.

Se aislaron linfocitos de la lamina propia del colon de ratones 1110Ve"“s, y se detectd la expresion de la cadena beta
del receptor de células T (TCR beta) en las superficies de las células mediante FACS.

Se aislaron linfocitos de la lamina propia del colon de ratones 1110Ve"s. Se estimularon los linfocitos con PMA
(50 ng/ml) y ionomicina (1 microgramo/ml) durante cuatro horas en presencia de Golgistop (BD Bioscience). Luego,
después de proporcionar la estimulacion, se tifieron las citocinas intracelulares mediante el uso de un anticuerpo
anti-IL-17 marcado con PE, un anticuerpo anti-IL-4 marcado con APC (11B11) y un anticuerpo anti-IFN-g marcado
con FITC (BD Bioscience) segun el manual del kit Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience).

Ademas, se aislaron células Foxp3* CD4* y células Foxp3- CD4* del bazo (Spl) de ratones indicadores Foxp3sGFP, y
se aislaron células Venus* de la lamina propia del colon y la ldamina propia del intestino delgado (Sl) de ratones
[11QVenus . Se analizaron las células obtenidas en cuanto a la expresion de genes predeterminados. Se analizd la
expresidon génica mediante RT-PCR en tiempo real usando una mezcla maestra de PCR Power SYBR Green
(Applied Biosystems) y un sistema de PCR en tiempo real ABI 7300 (Applied Biosystems). En este caso, se
normalizé el valor para cada célula con respecto a la cantidad de GAPDH.

Los resultados muestran que casi no se detectaron células Venus® (células productoras de IL-10) en los ganglios
linfaticos cervicales (ganglios linfaticos periféricos), el timo, la sangre periférica, el pulmén y el higado de ratones
mantenidos en las condiciones SPF. Mientras tanto, en el bazo, las placas de Peyer y los ganglios linfaticos
mesentéricos de los mismos, se detectaron ligeramente células Venus*. Por otro lado, se hallaron muchas células
Venus* en los linfocitos de la lamina propia del intestino delgado y la ldmina propia del colon. Ademas, la mayoria de
las células Venus* en los intestinos eran positivas para CD4, y también positivas para la cadena beta del receptor de
células T (TCR beta). Se hallé que las células T Venus® CD4* expresaban Foxp3 y otros factores asociados con las
células Treg tales como un antigeno de linfocitos T citotéxicos (CTLA-4) y una proteina asociada con TNFR inducido
por glucocorticoides (GITR), aunque las células T Venus® CD4* no mostraron ninguno de los fenotipos de Th2
(productoras de IL-4) y Th17 (productoras de IL-17). Se mostrd que el nivel de expresién de CTLA-4 en las células
Venus* intestinales era mayor que en las células Treg GFP* esplénicas aisladas de los ratones indicadores
Foxp3sCFP,

Ejemplo 13
Ejemplo 13: las células Venus* pueden clasificarse en al menos dos subconjuntos, concretamente, células Treg

doblemente positivas (DP) Venus* Foxp3* y células Treg Venus* Foxp3- basandose en la expresién de Foxp3
intracelular. Las células de este Ultimo subconjunto corresponden a células T reguladoras de tipo 1 (Tr1) (véase NPL
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8 y 9). A este respecto, se investigaron las células Venus* (células productoras de IL-10) observadas en el ejemplo 8
en cuanto a la expresién de Foxp3. Especificamente, se analizé la expresién de CD4, Foxp3 y Venus en la ldmina
propia del colon y la lamina propia del intestino delgado de ratones [110Ve"s mantenidos en condiciones GF o SPF
mediante FACS, y se compararon los nimeros de células Venus® en la lamina propia del tracto intestinal entre
ratones SPF |110Vens y ratones GF |110Venys,

Ademas, se analizé la expresidn intracelular de Venus y Foxp3 en células CD4 en diversos tejidos de ratones SPF
[11QVenus mediante citometria de flujo.

Con el fin de investigar si la presencia de bacterias comensales tenia o no alguna influencia sobre la expresién de
IL-10 en células reguladoras en los tractos gastrointestinales, se prepararon ratones libre de gérmenes (GF)
[11QVenus | uego, se provocd la colonizacion de especies predeterminadas de bacterias en los ratones GF ||1QVenus
obtenidos. Tres semanas después de la colonizaciéon de las especies de bacterias, se analizé un grupo de células
CD4* (V*F, células Venus® Foxp3-; V*F*, células Venus* Foxp3*; y V- F*, células Venus Foxp3*) en el que se
expresaron Foxp3 y/o Venus en el colon y el intestino delgado mediante citometria de flujo.

Con el fin de verificar si la presencia de bacterias comensales tenia o no alguna influencia sobre la expresién de
IL-10 en células reguladoras en los tractos gastrointestinales, se administraron por via oral antibidticos con agua a
cinco o seis ratones 110V por grupo durante 10 semanas. Se usaron los siguientes antibiéticos en combinacién:

ampicilina (A; 500 mg/l, Sigma)

vancomicina (V; 500 mg/l, NACALAI TESQUE, INC.)
metronidazol (M; 1 g/l, NACALAI TESQUE, INC.)
neomicina (N; 1 g/l, NACALAI TESQUE, INC.)

Luego, se tifieron CD4 y Foxp3 de linfocitos de la lamina propia del colon, la lAmina propia del intestino delgado (Sl),
los ganglios linfaticos mesentéricos (MLN) y las placas de Peyer (PP) con anticuerpos, y se analizaron mediante
FACS. Se obtuvieron resultados de dos o méas experimentos independientes que proporcionaron resultados
similares.

Los resultados muestran que la lamina propia del intestino delgado era rica en células Venus® Foxp3,
concretamente, células similares a Tr1, y que las células Treg DP Venus* Foxp3" estaban presentes a una alta
frecuencia en el colon de los ratones SPF. En cambio, aunque también se observaron numeros suficientes de
células Foxp3* en otros tejidos, no se observd la expresiéon de Venus en casi ninguna de las células.

Ademas, se mostré que todas las fracciones de células T reguladoras de Venus* Foxp3-, Venus* Foxp3* y Venus
Foxp3* en el colon disminuyeron significativamente en las condiciones GF. Ademas, también se observd una
disminucién similar en células Venus* en los ratones SPF |110Vens tratados con los antibiéticos.

La colonizacién de Clostridium spp. Indujo fuertemente todas las fracciones de células T reguladoras de Venus*
Foxp3-, Venus* Foxp3* y Venus™ Foxp3* en el colon, y los grados de la induccién de las mismas fueron iguales a los
de los ratones SPF. Ademas, se hallé que la colonizacion de las tres cepas de Lactobacillus o la colonizacién de
SFB tuvo una influencia extremadamente pequefia sobre el nimero de células Venus® y/o Foxp3* en el colon.
Ademas, la colonizacién de 16 cepas de Bacteroides spp. también indujo las células Venus®, pero la influencia de la
colonizacion fue especifica para células similares a Tr1 Venus* Foxp3-. Por otro lado, se hallé que ninguna de las
especies bacterianas sometidas a prueba ejercié ninguna influencia significativa sobre el numero de células
productoras de IL-10 en la lamina propia del intestino delgado (véase la figura 26).

Por tanto, se mostré que el género Clostridium colonizado en el colon o una sustancia fisiolégicamente activa
derivada de las bacterias proporcionaba una sefial para inducir la acumulacién de células T reguladoras IL-10* en la
lamina propia del colon o la expresiéon de IL-10 en células T. Se mostrd que el nimero de células Venus® en el
intestino delgado no estaba significativamente influenciado por la situacién donde las bacterias comensales no
estaban presentes o las bacterias comensales estaban disminuidas, y que las células reguladoras IL-10" (células
similares a Tr1) se acumularon en la ldmina propia del intestino delgado independientemente de las bacterias
comensales.

Ejemplo 14

Ejemplo 14: se investigdé si las células Venus® inducidas por el género Clostridium tenian o no una funcién
inmunosupresora similar a la de las células Venus* en el colon de ratones SPF. Especificamente, se sembraron
células CD4* CD25 (células T efectoras, células Tef) aisladas del bazo en una placa de 6 pocillos de fondo plano a
2 x 10%pocillo, y se cultivaron durante tres dias junto con 2 x 10% células CD11c* esplénicas (células
representadoras de antigeno) sometidas a tratamiento de irradiacién por radiacién de 30 Gy, 0,5 microgramos/ml de

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 669 T3

un anticuerpo anti-CD3, y una gran cantidad de células Treg. Ademas, durante las Gltimas seis horas, se cultivaron
células CD4* CD25, a las que se les afiadié [*H]-timidina (1 microCi/pocillo). Obsérvese que las células Treg usadas
en el ejemplo 14 eran células T CD4* GFP* aisladas del bazo de ratones indicadores Foxp3°¢FP, o células T CD4*
Venus* de la lamina propia del colon de ratones GF 1110Ve"s en los que se colonizaron Clostridium spp. o ratones
SPF [110Venus. Luego, se determiné la proliferacion de las células basandose en la cantidad de captacion de [3H]-
timidina, y se representé mediante un valor de recuento por minuto (cpm).

Los resultados muestran que las células Venus® CD4" de los ratones en los que se colonizd el género Clostridium
suprimieron la proliferacion in vitro de células T activadas CD25 CD4*. La actividad de supresién fue ligeramente
inferior a la de las células GFP* aisladas de los ratones indicadores Foxp3¢C™", pero igual a la de las células Venus*
aisladas de los ratones SPF 1110Ve"s. Por consiguiente, se ha mostrado que el género Clostridium induce células T
que expresan IL-10 que tienen actividades inmunosupresores suficientes, y de ese modo desempefia un papel
critico en el mantenimiento de la homeostasis inmunitaria en el colon.

Ejemplo 15

Ejemplo 15: a continuacion, se investigaron la influencia de la colonizacién de un gran numero de Clostridium sobre
la respuesta inmunitaria local y la proliferacion resultante de células Treg.

<Modelo de colitis inducida por sulfato sédico de dextrano (DSS)>

En primer lugar, se prepar6 el modelo de colitis inducida por DSS tal como se describid anteriormente, y se investigd
la influencia sobre los ratones modelo de la inoculacién de Clostridium y la proliferacién de células Treg.
Especificamente, se trataron ratones de control y ratones a los que se les inocularon Clostridium con DSS al 2 %,
luego se observaron y midieron durante seis dias para determinar la pérdida de peso corporal, la dureza de las
heces y la hemorragia, y luego se evaluaron numéricamente. Ademés, el dia 6, se recogieron los célones, se
disecaron, y se analizar histolégicamente mediante tincién con H&E.

Los resultados muestran que se suprimieron significativamente los sintomas de la colitis tales como la pérdida de
peso corporal y la hemorragia rectal en los ratones que tenian un gran nimero de Clostridium (a continuacién en el
presente documento, también denominados “ratones abundantes en Clostridium”) en comparacién con los ratones
de control (ratones C57BL/6 criados en un entorno convencional durante seis semanas y a los que no se les inoculd
la suspensién fecal). Todas las caracteristicas tipicas de inflamacién crénica, tales como acortamiento del colon,
edema y hemorragia, se observaron notablemente en los ratones de control en comparacién con los ratones
abundantes en Clostridium. Ademas, las caracteristicas histologicas, tales como erosién de la mucosa, edema,
infiltracién celular y pérdida de cripta, fueron menos graves en los ratones abundantes en Clostridium tratados con
DSS que en los ratones de control.

<Modelo de colitis inducida por oxazolona>

A continuacién, se preparé el modelo de colitis inducida por oxazolona tal como se describié anteriormente, y se
investigé la influencia sobre los ratones modelo de la inoculacién de Clostridium y la proliferacién de células Treg.
Especificamente, se sensibilizaron ratones de control y ratones a los que se les inocularon Clostridium con
oxazolona, y posteriormente se traté el interior de sus rectos con una disolucién de oxazolona al 1 %/etanol al 50 %.
Luego, se observé y midié la pérdida de peso corporal. Ademas, se disecaron los cdlones, y se analizaron
histol6gicamente mediante tincién con H&E.

Los resultados muestran que la colitis avanzé junto con una pérdida de peso corporal persistente en los ratones de
control. Mientras tanto, se redujo la pérdida de peso corporal de los ratones abundantes en Clostridium. Ademas,
también se revelé que se redujeron las porciones que tenian enfermedades histologicas, tales como erosién de la
mucosa, edema, infiltracién celular y hemorragia, en el colon de los ratones abundantes en Clostridium.

Ejemplo 16

Ejemplo 16: a continuacion, se investigé la influencia, sobre la respuesta inmunitaria sistémica (produccién de IgE
sistémica), de la colonizacién de un gran numero de Clostridium y la proliferacién resultante de células Treg.
Especificamente, tal como se describié anteriormente, se inmunizaron ratones de control y ratones a los que se les
inocularon Clostridium mediante la administracién de ovoalbimina (OVA) absorbida sobre alumbre dos veces en un
intervalo de 2 semanas. Luego, se recogieron sueros de estos ratones, y se investigé el nivel de IgE especifica de
OVA de los mismos mediante ELISA. Ademés, se recogieron células esplénicas de los ratones en cada grupo, y se
investigé la produccién de IL-4 e IL-10 mediante la reestimulacién con OVA in vitro.

Los resultados muestran que el nivel de IgE era significativamente inferior en los ratones abundantes en Clostridium
que en los ratones de control. Ademas, se redujo la produccién de |L-4 mediante la reestimulacién con OVA y de ese
modo se aumentd la produccién de IL-10 en las células esplénicas de los ratones abundantes en Clostridium
sensibilizados con OVA y alumbre, en comparacién con las de los ratones de control.
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Por consiguiente, teniendo en cuenta los resultados mostrados en el ejemplo 15 en combinacién, la induccién de
células Treg por Clostridium en el colon desempefia un papel importante en las respuestas inmunitarias locales y
sistémicas.

Ejemplo 17

Ejemplo 17: a continuacién, se colonizaron ratones GF Balb/c con tres cepas de Clostridium pertenecientes a la
agrupacién |V (cepas 22, 23 y 32 enumeradas en la figura 49). Tres semanas mas tarde, se analizaron las células
Treg Foxp3* colénicas mediante FACS. Los resultados muestran que los ratones gnotobidticos colonizados con tres
cepas de Clostridium mostraron un patrén intermedio de induccién de Treg entre los ratones GF y los ratones a los
que se les inoculé la totalidad de las 46 cepas.

Ejemplo 18

Ejemplo 18: a continuacidn, se investigé si una fraccién formadora de esporas (por ejemplo, resistente a cloroformo)
de una muestra fecal obtenida de humanos tenia o no un efecto de induccién de proliferacién o acumulacién de
células T reguladoras similar a la fracciéon formadora de esporas de la muestra fecal obtenida de ratones.

Se suspendieron heces humanas de un voluntario sano (japonés, varén, 29 afios) con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS), se mezclaron con cloroformo (concentracidn final del 3 %), y luego se incubaron en un bafio de
agua con agitacion durante 60 min. Después de la evaporacién del cloroformo mediante burbujeo con gas de Ny, se
inocularon por via oral las alicuotas que contenian fraccién resistente a cloroformo (por ejemplo, formadora de
esporas) de bacterias intestinales humanas en ratones libres de gérmenes (GF) (IQl, 8 semanas de edad). Se
mantuvieron los ratones tratados en un dispositivo de aislamiento de vinilo durante 3 semanas. Se recogié el colon y
se abrié longitudinalmente, se lavé para eliminar el contenido fecal, y se agité en solucién salina equilibrada de
Hanks (HBSS) que contenia EDTA 5 mM durante 20 min a 37 °C. Después de retirar las células epiteliales y el tejido
graso, se cortd el colon en trozos pequefios y se incubé con RPMI1640 que contenia suero bovino fetal al 4 %,
colagenasa D 1 mg/ml, dispasa 0,5 mg/ml y ADNasa | 40 microgramos/ml (todos ellos fabricados por Roche
Diagnostics) durante 1 hora a 37 °C en una bafio de agua con agitacién. Se lavé el tejido digerido con HBSS que
contenia EDTA 5 mM, se resuspendié en 5 ml de Percoll al 40 % (fabricado por GE Healthcare) y se dispuso en
2,5 ml de Percoll al 80 % en un tubo Falcon de 15 ml. Se realiz6 separacién por gradiente de Percoll mediante
centrifugacién a 780 g durante 20 min a 25 °C. Se recogieron las células de la interfase y se suspendieron en
tampdn de tincién que contenia PBS, FBS al 2 %, EDTA 2 mM y NaNs al 0,09 % y se tifié la superficie de CD4 con
Ac anti-CD4 marcado con ficoeritrina (RM4-5, fabricado por BD Biosciences). Se realizé tincion intracelular de Foxp3
usando el Ac anti-Foxp3 marcado con Alexa647 (FJK-16s, fabricado por eBioscience) y el conjunto de tampén de
tincién de Foxp3 (fabricado por eBioscience). Se analizé el porcentaje de células positivas para Foxp3 dentro de la
poblacién de linfocitos positivos para CD4 mediante citometria de flujo.

Los resultados muestran que, cuando se colonizé la fraccién formadora de esporas (por ejemplo, resistente a
cloroformo) de bacterias intestinales humanas en ratones GF, se indujo la acumulacién de células T reguladoras
(Treg) Foxp3* en la lamina propia del colon de los ratones.

A continuacién, se investigd qué especies de bacterias crecieron mediante alimentacién por sonda gastrica con
heces humanas tratadas con cloroformo.

Especificamente, usando un minikit QlAamp DNA Stool (fabricado por QIAGEN), se aislé6 ADN genémico bacteriano
a partir de heces humanas de un voluntario sano tal como se describi6 anteriormente (heces humanas) o
sedimentos fecales de ratones GF alimentados por sonda géstrica con heces humanas tratadas con cloroformo
(GF+Cloro). Se llevé a cabo analisis por PCR cuantitativa usando un dispositivo LightCycler 480 (fabricado por
Roche). Se calcul6 la cantidad relativa mediante el método de delta Ct y se normalizé con respecto a la cantidad de
bacterias totales, dilucién y peso de la muestra. Se usaron los siguientes conjuntos de cebadores:

bacterias totales

5-GGTGAATACGTTCCCGG-3 (SEQ ID NO.: 62) y

5-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' (SEQ ID NO.: 63)

agrupacién XlVa de Clostridium (subgrupo Clostridium coccoides)

5-AAATGACGGTACCTGACTAA-3 (SEQID NO.: 64) y

5-CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA-3' (SEQ ID NO.: 65)

agrupacién IV de Clostridium (Clostridium leptum)

31



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 669 T3

5-GCACAAGCAGTGGAGT-3 (SEQ ID NO.: 66) y
5-CTTCCTCCGTTTTGTCAA-3 (SEQ ID NO.: 69)
Bacteroides

5-GAGAGGAAGGTCCCCCAC-3 (SEQID NO.: 87) y
5-CGCTACTTGGCTGGTTCAG-3’ (SEQ ID NO.: 68).

Los resultados muestran que los ratones alimentados por sonda gastrica con heces humanas tratadas con
cloroformo tenian grandes cantidades de bacterias formadoras de esporas, tales como las agrupaciones XlVa y |V
de Clostridium, y una grave disminucién de bacterias no formadoras de esporas, tales como Bacteroides, en
comparacién con las heces humanas antes del tratamiento con cloroformo.

Ejemplo 19

Ejemplo 19: se suspendieron heces humanas (2 g) de un voluntario sano (japonés, varén, 29 afios) con 20 ml de
solucién salina tamponada con fosfato (PBS), se mezclaron con o sin cloroformo (concentracién final del 3 %), y se
incubaron en un bafio de agua con agitacién durante 60 min. Luego se evaporé el cloroformo mediante burbujeo con
gas de N> durante 30 min. Se inocularon por via oral las suspensiones de heces humanas sin tratar (designadas
como “huUT”) y heces humanas tratadas con cloroformo (designadas como “huCloro”) en ratones libres de
gérmenes (GF) (1Ql, 8 semanas de edad) (250 microlitros/ratén). Se inoculé la suspensién de huUT en 4 ratones GF,
que se enumeraron desde #A1 hasta #A4, y se inoculé la de huCloro en 4 ratones GF enumerados desde #B1 hasta
#B4. Tales ratones GF a los que se les inocularon suspensiones de heces o similares también se denominan
‘ratones ex-GF” a continuacioén en el presente documento. Se mantuvo por separado cada grupo de ratones ex-GF
en un dispositivo de aislamiento de vinilo para evitar la contaminacién microbiana adicional. Después de 3 semanas,
se recogieron por separado linfocitos de la lamina propia del intestino delgado y del colon de cada ratén, y se
examinaron para determinar las expresiones de CD4 superficial y Foxp3, Helios, IL-17 e IFN-gamma intracelulares
mediante citometria de flujo. Para la tinciéon de IL-17 e IFN-gamma intracelulares, se estimularon in vitro linfocitos
aislados con PMA y ionomicina durante 4 horas. Foxp3 es el factor de transcripciéon esencial para la diferenciacion y
la funcién de las células Treg. Helios es un miembro de la familia de factores de transcripcién Ikaros, y se ha
sugerido que las células Treg Helios” Foxp3* son células Treg inducidas en la periferia [las denominadas células
Treg inducidas (iTreg)]. Tal como se muestra en las figuras 1A-D, se aumentaron los porcentajes de células Treg
Foxp3* dentro de las células T CD4" en lamina propia del intestino delgado y del colon de ambos grupos de ratones
ex-GF, en comparacién con los de los ratones GF. También se observaron notables aumentos del porcentaje de
células Helios™ entre las células Treg Foxp3* en el intestino delgado y el colon en ambos grupos de ratones ex-GF.
Notablemente, ademas de células Treg Foxp3*, se observé una acumulacién significativa de células CD4" que
expresan IL-17 (concretamente, células Th17) en los ratones exGF+huUT, mientras que sélo se observd
marginalmente en los ratones exGF+huCloro (figuras 1E, F). En ambos grupos de ratones, los porcentajes de
células IFN-gamma* en células CD4* permanecieron sin cambios (figuras 1E, G).

Ejemplo 20

Ejemplo 20: para investigar si las bacterias muertas también tienen o no un efecto sobre la induccién de células
Treg, se someti6 a autoclave la suspension de heces humanas tratadas con cloroformo (121 °C durante 20 min) y se
inoculé por via oral en ratones GF (una vez a la semana durante 4 semanas). Después de 4 semanas, se
sacrificaron los ratones, y se examinaron los linfocitos de la lamina propia del colon de cada ratdn para determinar la
expresion de CD4, Foxp3 y Helios mediante citometria de flujo. Tal como se muestra en la figura 2, la inoculacién de
bacterias muertas no mostré ninguin efecto sobre los nimeros de células Foxp3* o células Helios- Foxp3*. Estos
resultados no descartan la posibilidad de que la cantidad de bacterias muertas inoculadas no era suficiente, pero
sugieren que se requieren bacterias vivas para la induccién de células Treg.

Ejemplo 21

Ejemplo 21: para confirmar la induccién de células Treg por bacterias resistentes a cloroformo, se obtuvieron otras
heces de la misma persona un dia diferente, se trataron con cloroformo, y se inocularon en ratones GF I1Ql
(7 ratones, enumerados desde #C1 hasta #C7). Después de 3-4 semanas, se sacrificaron los ratones desde #C1
hasta #C5, y se recogieron por separado linfocitos de la lamina propia del intestino delgado y del colon de cada
ratén, y se examinaron para determinar la expresién de CD4 y Foxp3 mediante citometria de flujo. De acuerdo con
los hallazgos en el ejemplo 19, la colonizacién con heces humanas tratadas con cloroformo indujo significativamente
la acumulacién de células Treg Foxp3* CD4" en la lamina propia del colon y del intestino delgado (figura 3). Estos
resultados respaldan ademéas la nocién de que las bacterias formadoras de esporas resistentes a cloroformo pueden
inducir diferenciacién, proliferacién y/o reclutamiento de células Treg en la lamina propia intestinal.
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Ejemplo 22

Ejemplo 22: para someter a prueba si la induccién de células Treg por la fraccién formadora de esporas resistente a
cloroformo de bacterias intestinales humanas es transmisible horizontalmente, se coalojaron ratones GF 1Ql
(6 ratones, enumerados desde #D1 hasta #D6) durante 4 semanas con ratones #C6 y #C7 en la misma jaula en un
dispositivo de aislamiento de vinilo. Se aislaron linfocitos de la ldmina propia del colon y del intestino delgado y se
examinaron para determinar CD4 y Foxp3. Los ratones coalojados mostraron un aumento significativo del porcentaje
de células Foxp3* entre las células CD4" (figura 4). Por tanto, la induccién de células Treg por bacterias intestinales
humanas es ftransmisible horizontalmente. Estos resultados permiten suponer un papel de componentes
prominentes de la microbiota intestinal, en lugar de componentes minoritarios, para la induccién de células Treg.

Ejemplo 23

Ejemplo 23: se descongelé la reserva congelada de contenido cecal del raton #C4, se suspendié en 10 veces su
volumen (p/v) de PBS, y se hizo pasar a través de un filtro celular de 70 micrémetros. Luego se trat6 la suspension
con cloroformo al 3 %, se diluyé 2000 é 20000 veces con PBS, y se inoculé por via oral en ratones GF 1Ql (2,5x10% 6
2,5x10* células bacterianas/250 microlitros/cabeza, respectivamente). Se inoculd por via oral la muestra diluida
2000 veces en 4 ratones (designados como exGF+2000, enumerados desde #E1 hasta #E4), mientras que se
inoculd la muestra diluida 20000 veces en 8 ratones (desighados como exGF+20000, enumerados desde #F1 hasta
#F8). Después de 3 semanas, se aislaron linfocitos de la ldmina propia intestinal y se examinaron para determinar
CD4, Foxp3 y Helios. Ambas muestras diluidas 2000 y 20000 veces indujeron de manera similar una notable
acumulacioén de células Foxp3* CD4* en la lamina propia intestinal (figura 5). Por tanto, la dosis de bacterias para la
inoculacion oral puede minimizarse a menos de 2,5x10% células bacterianas.

Ejemplo 24

Ejemplo 24: se suspendié la reserva congelada de contenido cecal del ratén #F3, #F7 o #F8 en 10 veces su
volumen (p/v) de PBS, se hizo pasar a través de un filtro celular de 70 micrometros, y se traté con cloroformo al 3 %.
Luego, se inoculé por via oral la suspensién fecal del ratén #F3 en 5 ratones GF (enumerados desde #G1 hasta
#G5), la del ratén #F7 en 4 ratones GF (enumerados desde #H1 hasta #H4), y la del ratén #F8 en 4 ratones GF
(enumerados desde #I1 hasta #l4). Después de 4 semanas, se aislaron linfocitos de la ldmina propia del colon y del
intestino delgado y se examinaron para determinar la expresion de CD4, Foxp3 y Helios mediante citometria de flujo.
Todos los ratones #F, #G y #H mostraron un aumento significativo del porcentaje de células Foxp3* entre las células
CD4* en la lamina propia intestinal en comparacién con los ratones GF sin tratar (figura 6). Por tanto, la induccién de
células Treg por bacterias intestinales humanas que colonizan en ratones exGF+20000 también es transmisible.
Ademas, tal como se muestra en los datos de metasecuenciacién de ADNr 16S posteriores (figura 8), estos ratones
habitualmente tenian bacterias que tienen similitudes de secuencia de ADNr 16S con similitudes de secuencia de
ADNTr 168 con 20 especies de bacterias conocidas (C. aminophilum, H. saccharovorans, E. fissicatena, H. filiformis,
C. clostridioforme, C. indolis, C. bolteae, Bacteroides sp. MANG, L. bacterium DJF_VP30, Ruminococcus sp. D8, C.
lavalense, C. symbiosum, E. contortum, C. saccharogumia, C. ramosum, F. plautii, C. scindens, Clostridium sp.
2335, Clostridium sp. 14616 y cf Clostridium sp. MLG055).

Ejemplo 25

Ejemplo 25: se diluyé en serie una reserva congelada del contenido cecal del raton #F8 con NaCl al 0,85 % en
condiciones aerobias y se sembrd en placa en agar BL. Después del cultivo a 37 °C durante 2 6 4 dias, se
observaron 50 colonias individuales. De las 50 colonias, se recogieron 29, se cultivaron durante 2 6 4 dias
adicionales a 37 °C en caldo ABCM, y se almacenaron en medio de reserva EG (DMSO al 10 %) a -80 °C. Se aisl6
el ADN genémico de cada colonia, y se analizé la secuencia génica codificante de ARNr 16S. La secuencia de ARNr
16S de cada colonia reveld que las 29 colonias observadas estaban representadas por tres cepas que tenian, cada
una, una similitud del 100 % con Clostridium ramosum, del 99,75 % con Clostridium saccharogumia, del 100 % con
Flavonifractor plautii, del 99,17 % con Clostridium hathewayi, del 99,23 % con Clostridium scindens o del 99,66 %
con Clostridium sp. 2335. Dentro de las 29 colonias que se seleccionaron a partir de las 50 colonias originales, sélo
estaban presentes Clostridium saccharogumia, Clostridium ramosum y Flavonifractor plautii (25, 3 y 1 colonias,
respectivamente). Estas 3 cepas aisladas se propagaron, mezclaron e inocularon en ratones GF IQl (4 ratones,
enumerados desde #J1 hasta #J4). Después de 3-4 semanas, se recogieron linfocitos de la lamina propia del colon,
y se examinaron para determinar las expresiones de CD4, Foxp3 y Helios mediante citometria de flujo. Las células
Foxp3* o las células Helios” no se indujeron o sélo se indujeron débilmente por la colonizacién de estas cepas de
bacterias en el colon (figura 7). Estos resultados sugieren que la combinacién de Clostridium saccharogumia y
Clostridium ramosum (ambas dentro de la agrupacién XVIII) era insuficiente para inducir las células Treg en el colon
de ratones. Los efectos de Flavonifractor plautii no estaban claros, puesto que la cepa sélo estaba representada por
1 de las 29 colonias que se seleccionaron.

Ejemplo 26

Ejemplo 26: se suspendid la reserva en glicerol congelada de contenido cecal del ratén #G2 con PBS, se sembré en
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una placa de agar BL, y se incub6 durante 48 horas, de manera similar al procedimiento realizado en el ejemplo 19.
A diferencia del ejemplo 19, se recogieron todas las bacterias de la placa mediante raspado con un raspador de
placas, se suspendieron en caldo TS y se inocularon en ratones GF QI (4 ratones, enumeracién desde #K1 hasta
#K4). Debe observarse que la suspensién bacteriana usada en este experimento incluia bacterias que no se
propagaron pero sobrevivieron en la placa. Después de 4 semanas, se aislaron linfocitos de la ldmina propia del
colon y del intestino delgado de los ratones K1-K4 y se examinaron para determinar la expresion de CD4, Foxp3 y
Helios. Los 4 ratones mostraron un aumento significativo de los porcentajes de células Foxp3* entre las células
CD4* (figuras 9A, 9B) y células Helios™ entre las células Treg Foxp3* (figuras 9A, 9C) en la lamina propia intestinal
en comparaciéon con ratones GF sin tratar. Teniendo en cuanta que la inoculacién de ratones con 6 cepas de
bacterias propagadas en la placa de agar BL no logré inducir las células Treg, las bacterias que no se propagaron
pero sobrevivieron en la placa podrian ser responsables de la induccién de células Treg.

Ejemplo 27

Ejemplo 27: se extrajo ADN bacteriano a partir del contenido cecal de los ratones #A1, #C4, #F8, #G2, #H3, #I3, #J3
y #K3. Se amplificé la regidn variable 1-2 (V1-2) en el gen codificante de ARNr 16S bacteriano mediante PCR y se
usé como molde para la metasecuenciaciéon. Se clasificaron las secuencias resultantes (3400 lecturas para cada
muestra) en unidades taxonémicas operativas (OTU) basandose en la similitud de secuencia (>97 % de identidad).
Se compararon secuencias representativas de cada OTU con secuencias en bases de datos de acidos nucleicos
usando BLAST para determinar sus parientes mas cercanos en las especies conocidas. Los numeros de lecturas
detectadas y los parientes mas cercanos para cada OTU se muestran en la tabla 1. Las abundancias relativas de
OTU que tienen el mismo pariente méas cercano en cada muestra cecal se muestran en la figura 8. En el ratén #A1,
se identificaron 153 OTU (sus parientes mas cercanos eran 93 especies) y la mitad de ellas estaban relacionadas
con la especie Bacteroides. En cambio, en el ratdn #C4, se identificaron 113 OTU y la mayoria de ellas estaban
relacionadas con especies pertenecientes a la familia Clostridiaceae. En los ratones #F8, #G2, #H3, #13, #J3 y #K3,
se identificaron 97-68 OTU. En estos ratones, en los que se observd acumulacién de células Treg en el intestino, la
mayoria de las bacterias consistian en bacterias que tenian similitudes de secuencia de ADNr 16S con
C. aminophilum, H. saccharovorans, E. fissicatena, H. filiformis, C. clostridioforme, C. indolis, C. bolteae, Bacteroides
sp. MANG, L. bacterium DJF_VP30, Ruminococcus sp. |D8, C. lavalense, C. symbiosum, E. contortum,
C. saccharogumia, C. ramosum, F. plautii, C. scindens, Clostridium sp. 2335, Clostridium sp. 14616 y cf Clostridium
sp. MLG055.

En el ratén #J3, en el que no se observd acumulacién de Treg, se detectaron 3 OTU. Cada una tiene similitud de
secuencia de ADNr 16S con C. saccharogumia, C. ramosum o F. plautii. Estos resultados sugieren que la
combinacién de estas tres especies es insuficiente para inducir la acumulacién de células Treg intestinales.

Ejemplo 28

Ejemplo 28: se aislaron cepas bacterianas del contenido cecal de los ratones #F8, #G2, #|1 y #K3 usando placas de
agar BL o agar EG. El solicitante recogié 144 colonias de las placas de agar EG y 116 colonias de las placas de agar
BL. La busqueda en BLAST de la secuencia codificante de ARNr 16S de estos clones revel6 que pertenecian a
17 especies, y cada una de ellas tenia similitudes del 93-100 % con C. indolis, C. bolteae, Bacteroides sp. MANG,
L. bacterium DJF_VP30, A. colihominis, Ruminococcus sp. |D8, C. lavalense, C. symbiosum, E. contortum,
C. saccharogumia, C. ramosum, F. plautii, C. hathewayi, C. scindens, Clostridium sp. 2335, Clostridium sp. 14616 y
cf Clostridium sp. MLGO055 (tabla 2). Todas ellas pertenecian a las agrupaciones IV, XIVa o XVIII de Clostridium
(2 especies de la agrupacién IV, 12 de la agrupacidén XIVa, 1 de la agrupacién XVIy 2 de la agrupacién XVIII).

Ejemplo 29

Ejemplo 29: de las colonias seleccionadas en el ejemplo 28, se recogieron y aislaron colonias adicionales y se
cultivaron estas cepas usando medio EG y BL. La busqueda en BLAST la secuencia codificante de ARNr 16S de
estos clones reveld que pertenecia a un total de 31 especies (incluyendo las especies mencionadas en el ejemplo
28), y cada una de ellas tenia similitudes del 93-100 % con Clostridium saccharogumia, Clostridium ramosum
JCM1298, Clostridium ramosum, Flavonifractor plautii, Pseudoflavonifractor capillosus ATCC 29799, Clostridium
hathewayi, Clostridium saccharolyticum WMA1, Bacteroides sp. MANG, Clostridium saccharolyticum, Clostridium
scindens, Lachnospiraceae bacterium 5_1_S57FAA, Lachnospiraceae bacterium 6_1_63FAA, Clostridium sp. 14616,
Clostridium bolteae ATCC BAA-613, cf Clostridium sp. MLG0SS, Erysipelotrichaceae bacterium 2_2 44A,
Clostridium indolis, Anaerostipes caccae, Clostridium bolteae, Lachnospiraceae bacterium DJF_VP30,
Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CT1, Anaerotruncus colihominis, Anaerotruncus colihominis DSM 17241,
Ruminococcus sp. D8, Lachnospiraceae bacterium 2_1_46FAA, Clostridium lavalense, Clostridium asparagiforme
DSM 15981, Clostridium symbiosum, Clostridium symbiosum WAL-14163, Eubacterium contortum, Clostridium sp.
D5, Oscillospiraceae bacterium NML 061048, Oscillibacter valericigenes, Lachnospiraceae bacterium A4, Clostridium
sp. 316002/08, Clostridiales bacterium 1_7_47FAA, Blautia cocoides y Anaerostipes caccae DSM 14662 (tabla 3).
Se almacenaron las reservas de cepas bacterianas en reserva en glicerol al 10 % mas el medio usado para hacer
crecer los cultivos, y se almacenaron tubos en un congelador a -80 °C.
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Ejemplo 30

Ejemplo 30: para investigar si las cepas en el ejemplo 29 tienen la capacidad de inducir Treg en ratones GF, se
mezclaron 31 cepas de la tabla 3 en cantidades iguales de volumen de medio usando medio TS y se inocularon en
ratones GF. Un andlisis detallado de las secuencias de ARNr 16S revelé que 8 de las 31 cepas se solapaban con
otras cepas (véase la tabla 3, indicado por un asterisco), dando como resultado 23 cepas bacterianas distintas. Tal
como se muestra en la figura 10, cuando se administré por via oral a ratones GF, la mezcla de las 23 cepas (23-mix)
indujo niveles muy fuertes de Treg (35-40 % en la lamina propia del colon, >10 % en el intestino delgado; figura 10).
Estas Treg observadas con colonizacién por 23-mix eran mayormente Helios™.

Ejemplo 31

Ejemplo 31: para investigar si los miembros abundantes de la microbiota intestinal en la fraccion resistente a
cloroformo de bacterias intestinales humanas, en lugar de los miembros minoritarios, impulsan la induccién de
células Treg, a ratones GF adultos se les inocularon muestras cecales diluidas procedentes de ratones a los que se
les habia inoculado la fraccién resistente a cloroformo de bacterias intestinales humanas (ratones +huCloro) tal
como se describié en el ejemplo 19. Tal como se muestra en la figura 11, incluso cuando se diluyeron las muestras
cecales de ratones huCloro (diluidas 2x10% y 2x10°) para crear ratones +2x10* y ratones 2x10° respectivamente, se
indujeron Treg en estos ratones GF adultos.

Ejemplo 32

Ejemplo 32: para investigar si la mezcla de 23 cepas en el ejemplo 30 tiene la capacidad de inducir Treg en ratones
GF 1QI adultos més eficazmente que Faecalibacterium prausnitzii, una cepa de Clostridia humana bien conocida
caracterizada por potenciar las funciones de células reguladoras, se mezclaron 23 cepas de la tabla 4 en cantidades
iguales con medio para preparar un céctel, que luego se administré a ratones GF IQl adultos. A modo de
comparacién, se administré Faecalibacterium prausnitzii a otro grupo de ratones GF IQl. Tal como se muestra en la
figura 12, cuando se administra por via oral a ratones GF QI adultos, la mezcla de las 23 cepas (23-mix) indujo
niveles de Treg mayores que Faecalibacterium prausnitzii. Faecalibacterium prausnitzii (+Faecali.) mostré niveles de
induccién de Treg insignificantes.

Ejemplo 33

Ejemplo 33: para investigar si las comunidades de la microbiota en los ratones +2x10% descritos en el ejemplo 31,
eran estables, se realiz6 inoculacién oral en serie de ratones GF adultos para crear ratones +2x10%re (inoculacion
secundaria) y +2x10%re-re (inoculacion terciaria). Tal como se muestra en la figura 13, hubo una induccion
significativa de Treg tanto en los ratones +2x10%re como en los ratones +2x10*re-re. Para eliminar adicionalmente
los componentes no esenciales de la microbiota para la induccién de células Treg, se diluy6é de nuevo 2x10* veces
el contenido cecal de ratones +2x10* descritos en el ejemplo 31, y se inoculdé por via oral en otro conjunto de
ratones GF adultos (ratones +(2x10%)?). Tal como se muestra en la figura 13, los ratones +(2x10%)> mostraron una
notable acumulacién de células Treg en el colon.

Ejemplo 34

Ejemplo 34: para evaluar la composicién de la microbiota intestinal en +huUT (+hu), +huCloro, +2x10% +2x10%re y
+(2x10%2, descritos en el ejemplo 19, el ejemplo 31 y el ejemplo 33, se extrajo ADN bacteriano a partir del contenido
cecal de estos ratones adultos. Se amplificé la regién variable (V1-V2) del ADN ribosomal (ADNr) 16S bacteriano y
se realizé6 metasecuenciaciéon usando un secuenciador 454. Se clasificaron las secuencias resultantes (3400 lecturas
para cada muestra) en unidades taxonémicas operativas (OTU) basandose en la similitud de secuencia (>96 % de
identidad). Se compararon secuencias representativas de cada OTU con secuencias depositadas en bases de datos
de genoma y 16S disponibles publicamente usando BLAST para determinar su especie méas cercana. Tal como se
muestra en la figura 14, en ratones +hu, las OTU pertenecientes a Bacteroidetes representaban aproximadamente el
50 % de la comunidad microbiana cecal. En cambio, la mayoria de las OTU en el ratdén +huCloro estaban
relacionadas con especies pertenecientes a Clostridia. En ratones +2x10% +2x10%re y +(2x10%?, la mayoria de las
bacterias consistian en bacterias que tenian similitudes de secuencia de ADNr 16S con aproximadamente
20 especies de Clostridia pertenecientes a la agrupacién XIVa (también denominada grupo C. leptum), IV, XVI y
XVIII, enumeradas en la figura 14.

Ejemplo 35

Ejemplo 35: un metaanalisis de ADNr 16S del contenido cecal de ratones a los que se les inocularon las 23 cepas
aisladas en el ejemplo 30 (ratones +23-mix) confirmd la presencia de 17 de las 23 cepas enumeradas en la figura 14
y la tabla 4. Para determinar si estas 17 cepas podian inducir células Treg, se inoculé una mezcla de estas 17 cepas
en ratones GF adultos (ratones +17-mix). Se cultivd cada cepa bacteriana en 2 ml de medio liquido EG y se hizo
crecer hasta la confluencia, y luego se mezclaron estos cultivos iniciadores en un tubo de 50 ml (2 ml x 17 cepas =
34 ml). Se centrifugaron las bacterias para dar un sedimento y se resuspendieron en 10 ml de PBS. Se usé una
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alicuota de 200 pl, que contenia ~1x10%-1x107 de cada cepa, para inocular los ratones GF adultos. Tal como se
muestra en la figura 15, cuando se administré por via oral a ratones |Ql, BALB y B6 adultos, la mezcla de 17 cepas
fue capaz de inducir Treg en estos tres modelos de ratén.

Ejemplo 36

Ejemplo 36: para investigar si cada de una las 17 cepas definidas en el ejemplo 35 podia inducir individualmente
Treg, se monocolonizaron ratones GF adultos con una de cada una de las 17 cepas. Tal como se muestra en la
figura 16, los ratones GF adultos monocolonizados con una Unica cepa mostraron niveles de Treg de bajos a
intermedios. De manera importante, ninguna cepa individual indujo Treg en la misma mediad que la mezcla de
17 cepas.

Ejemplo 37

Ejemplo 37: para investigar si subconjuntos de las 17 cepas descritas en el ejemplo 35 podian inducir Treg, se
realizaron combinaciones de 3-5 cepas seleccionadas aleatoriamente: 3-mix, 5-mix-A, 5-mix-B y 5-mix-C, tal como
se muestra en la tabla 4, y se usaron para inocular ratones GF adultos. Tal como se muestra en la figura 17, sélo las
mezclas de 5 especies indujeron aumentos significativos de la frecuencia de células Treg, cuya magnitud era
intermedia en comparacién con la observada en ratones +17-mix.

Ejemplo 38

Ejemplo 38: para investigar los beneficios de la administracién de la mezcla de las 17 cepas descritas en el ejemplo
35 (17-mix), a ratones SPF adultos se les inoculé por via oral o bien 17-mix o bien medio de control, y se evaluaron
para determinar la induccién de células Treg Foxp3* tres semanas més tarde. Tal como se muestra en la figura 18,
hubo un aumento significativo de la frecuencia de células Treg Foxp3* (CD4) colénicas después de tres semanas de
tratamiento.

Ejemplo 39

Ejemplo 39: para evaluar el beneficio de la administracién de 17-mix en un modelo animal de diarrea alérgica, a
ratones SPF adultos se les inoculé por via oral 17-mix o medio de control mientras se trataban con ovoalbimina
(OVA), un inductor de diarrea alérgica. Tal como se muestra en la figura 19, la aparicién y gravedad de la diarrea
(puntuacién de diarrea) se redujo significativamente en ratones alimentados con 17-mix en relacién con los ratones
de control.

Ejemplo 40

Ejemplo 40: para evaluar el beneficio de la administracién de 17-mix en un modelo animal de colitis, a ratones SPF
adultos se les inoculd por via oral o bien 17-mix o bien medio de control mientras se trataban con acido
trinitrobencenosulfénico (TNBS), un inductor experimental de colitis usado con frecuencia. Tal como se muestra en
la figura 20, los ratones SPF 17-mix demostraron una mortalidad mas baja que los ratones de control con la
exposicion a TNBS.

Ejemplo 41

Ejemplo 41: para evaluar la utilidad de las cepas representadas en 17-mix como herramienta de diagnostico y
monitorizacién para la colitis ulcerosa, se examiné la abundancia relativa de las 17 cepas en sujetos humanos sanos
y con colitis ulcerosa (CU) usando secuencias genémicas preliminares de las 17 cepas y genomas de microbioma
fecal humano disponibles publicamente a través del proyecto europeo MetaHIT. Los sujetos con CU (N=20)
mostraron una reduccién de las 17 cepas en comparacién con los sujetos sanos (N=15), tal como se muestra en la
figura 21.

SEQ ID NO.: OTU136; OTU46; OTU221; OTU9; OTU296; OTU21; OTU166; OTU73; OTU174; OTU14; OTU55;
OTU337; OTU314; OTU195; OTU306; OTU87; OTU86; OTU152; OTU253; OTU259; OTU281; OTU288; OTU334;
OTU359; OTU362; u OTU367 son las SEQ ID NO.: 19-44, respectivamente.

Aplicabilidad industrial

Tal como se ha descrito anteriormente, las composiciones y los métodos descritos en el presente documento hacen
posible proporcionar una composicién excelente y bien caracterizada para inducir la proliferacién o acumulacién de
células T reguladoras (células Treg) utilizando determinadas bacterias derivadas de humano pertenecientes a la
clase Clostridia o una sustancia fisiolégicamente activa o similar derivada de las bacterias. Puesto que la
composicion bacteriana tiene efectos inmunosupresores, la composicion bacteriana puede usarse, por ejemplo, para
prevenir o tratar enfermedades autoinmunitarias o enfermedades alérgicas, asi como para suprimir el rechazo
inmunolégico en el trasplante de érganos, o similares. Ademas, los individuos sanos pueden ingerir de manera facil y
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rutinaria la composicién bacteriana, tal como en un alimento o una bebida (por ejemplo, un alimento saludable), para

mejorar sus funciones inmunitarias.
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[Tabla 1B-2]
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[Tabla 2]

Tabla 2

cepad OTLH48 Clostdidfium romosum 0D Pt #E GBI BLEG
cepal OTURY Flavonifactor plauti 100 1 #Fggee 0 0N
cepad OTUS Closirigion hathewayl 98 Hiva #F8, 852 BL
cepad OTLRER Clostriium soindens 98 Xiva #FG - BL
cepaf Tt Closiridiifep. 238 W@ Xiva RFB, 852 B
cepa T OTUISE Cloghidion sp 14818 8¢ Xiva G2 BL
ITURBT
cepati TS o Clostidiamep MEGOSS o8 K #42 -
cepa$ OTLHI4 Clostadium Indels 89 Xive 8623 EG
cepatl QTURE Clostidiem sp. 14818 & Xiva # EG
OTU184 Clostidivn bolless 88
cepati ST Hacleroides sp. MANG 88 Xa B £Q
cepat? QLSS Lachnospiracess hactedom  §8 X &/ EG
DUE VP30
cepa 13 OTURT Anzerctruncus Cofiiomings oY W #1 &3
cepaid QU Fuminogoceus 8p. 108 99 Kiva #1 ga
cepall OTHRS Clostridhim lovalense 83 Xivs #4 EG
copa 13 QTUCE Closfidium symbiosum 80 Hiva 4 £
cepaty OTue7 Eubacterhin contortun. 99 Xiva k- £
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OTU3 (SEQ ID NO.: 70)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCACTA
AGACGGATTTIC '

TTCGGATTGAAGTCTTTGTGACTGAGCGGCGGACGGTCGAGTAACGCGTGG
GTAACCTGCC :

TCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGGACCGC »

ATGGTCTGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTGAT
TAGCTAGTTG

GAGGGTAACGGCCCACCGAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TGAACGGCCAC - -
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAG

OTU9 (SEQ ID NO.: 22)

GATGAACGCTGGCGGCGGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGOGTT
TCGAGTGAAG
TTTTGGATGGAATTGAAATTGACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGTAACCTIG
CCTTACACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGGGCC
GCATGGTCTGOTGCCGAAAAACTCCGOGTGGTGTAAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGGTAGT
TGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGACCGGCC

ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU14 (SEQ ID NO.: 28)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGGTT
TCAATGAAGTT

TTCGGATGGAATTGAAATTGACTTAGCCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGGTAACCTGC

CTTACACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGGCCG

CATGGTCTGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTGTAAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGGTAGTT

GOTOGOGGTAACGGCCACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGACCGGCCAC

ATTGGGGACTCGAGACACGGCCCA

OTU15 (SEQ ID NO.: 71)
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GATGAACGCTGGCOGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCATTA
AGACAGATTTIC

TTCGCGATTGAAGTCTTTGTGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGTAACCTIGC

CTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGGCCG

CATGCTCTGGTGTGAAAAACTCCGOTGOGTGTAAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGGTAGTT

GOGTGGGGTAACGGCCCACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGACCGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU21 (SEQ ID NO.: 24)

GATGAACGCTGGCGGCOTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTA
AGACAGATTIC

TTCGGATTGAAGTCTTTGTGGCTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCOTG
GGTAACCTGC

CTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGACCG

CATGGTCTGGTGTCGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGCTAGTT

GOAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGAACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU23 (SEQ ID NO.: 72)

GATGAACGCTGGCGGCOTGCTITAACACATGCAAGTCCAACGAAGCATTIT
GGAAGGAAGT

TTTCGGATGGAATTCCTTAATGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCG
TGGGGAACCT

CCCTACTACAGGGGAGTAACAGCTGGAACGGACTGCTAATACCGCATAA
GCGCACAGAAT

CGCATCGATTCGGTGTGAAAGCTCCGGCAGTATAGGATGGTCCCGCGTCTG
ATTAGCTGGT

TGGCGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCTTGAGAGA
GTGGACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU38 (SEQ ID NO.: 73)
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GATGAACGCTGGCGGUCOTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGGTT
TCAATGAAGTT

TTCGGATGGAATTGAAATTGACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGGTAACCTGC

CTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGACCG

CATGCTCTGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATCAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGCTAGTT

GCAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACCGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGAACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCAG

OTU46 (SEQ ID NO.: 20)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCCGAGCACT

TGTGCTCGAGT
GGCGAACGGGTOGAGTAATACATAAGTAACCTGCCCTAGACAGGGGGATAA
CTATTGGAAA
CGATAGCTAAGACCGCATAGGTACGGACACTGCATGGTCGACCGTATTAAA
GTGCCTCAAA
GCACTGGTAGAGGATGGACTTATGGCGCATTAGCTGGTTGGCGGGGTAAC
GGCCCACCAA
GGCGACGATGCOGTAGCCCACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCC

CAG

OTU49 (SEQ ID NO.: 74)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACACGCAAGCACGAACGAAGCAATT
AAAATCGAAGTT

TTCGGATGGATTTTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GATAACCTGC

CTCACACTGGOGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAG
CGCACAGTACC

GCATGGTACGTGTCGAAAACTACCGGTGGTGTCGAGATGGAGTCCCGCGICT
GATTAGCCAG

TTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGA
GGGTCGACCGGC

CACATTGGGGACTGAGACACGGGCCCAA

OTUS5 (SEQ ID NO.: 29)
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GATGAACGCTGGCGOCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTTACA
CGGAGGAAGTT

TTCGGATGGAATCGGTATAACTTAGTGGCGGACGGGTCGAGTAACGCGTG
GGAAACCIGCC

CTGTACCGGOGGATAACACTTAGAAATAGOGTGCTAATACCGCATAAGCG
CACGGAACCGC

ATGGTTCCGTGTGAAAAACTACCGGTGGTACAGGATGCGTCCCGCGTCTGA
TTAGCCAGTT

GOCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTCGAGAGG
GTGAACGGCCA

CATTGGGACTCAGACACAGCCCA

OTUS7 (SEQ ID NO.: 75)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGOGTT
TCGATGAAGTT
TTCGGATGGATTTGAAATCGACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT

GGOTAACCTGC
CTTACACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGCGC
ACAGGGCCG
CATGGTICTGGTGCGAAAAACTCCGGTGGTGTAAGATGCGACCCGCGTCTGAT
TAGCCAGTT
GGCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TGAACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU73 (SEQ ID NO.: 26)

GATGAACGCTGGCOGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAGTGAAGA
TAGCTTGCTA
TCGGAGCTTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAGATAACCTGCCTGTAT
GACCGGGAT
AACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATAGGCAGAGAGGAGGCATCTC
TTCTCTGTTA
AAGTTGGGATACAACGCAAACAGATGGATCTGCGGTGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAAC
GGCCCACCAAGGCGATGATGCATAGCCGGCUTGAGAGGGCGAACGGCCAC
ATTGGGACTG

AGACACGGCCCAA

OTU86 (SEQ ID NO.: 35)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATTIN
TTGGAAGGAAG

TTITCGGATGGAATTCCTTAATCGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCG
TGOGOGGAACCT

ACCCTATACAGGGGGATAACAGCTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAA
GCGCACAGAAT

COCATCGATTCGCTGTGAAAAGCTCCGGCAGTATAGGATGGTCCCGCGTCT
GATTAGCTGG

TTGGCGGCTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCTTGAGAG
AGTGGACGGCC

ACATTGGCGACTGAGACACGGCCCAA

OTU87 (SEQ ID NO.: 34)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTT
TACTTAGATTT

CTTCGGATTGAAAGTTTTGCGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGGTAACCTG

CCTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAG

ACCACAGTACC
GCATGGTACAGTGGGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTG
ATTAGCTAGT
TGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGACCGGCC

ACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU89 (SEQ ID NO.: 76)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATTTT
GGAAGGAAGT

TTTCGGATGGAATCGGTATAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGAAACCTIGC

CCTGTACCGGGGGATAACACTTAGAAATAGGTGCTAACACCGCATAAGT
GCACGGAACCG

CATGGTTCTGTGTGAAAAAACTCCGOTGGTACAGGATGGTCCCGCGTCTIC
ATTAGCCAGT

TGGCGAGGGTAACGGCCTACCAAAGACGACGATCAGTAGCCGGCCTGAG
AGGGTGAACGG

CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTUO2 (SEQID NO.: 77)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTTATG
CAGAGGAAGTT

TTCGGATGGAATCGGCGTAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGAAACCTGCC

CTGTACCGGGUGGATAACACTTAGAAATAGGTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGCTTCAC

ATGAGGCAGTGTGAAAAACTCCOGTGGTGTAAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGGTAGTTG

GTGGGGTAACGGCCCACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGACCGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU101 (SEQ ID NO.: 78)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATT
AAGATGAAGTT
TTCGGATGOGAATCTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GATAACCTGC
CTCACACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGTGCCG
CATGGCAGTGTGTGAAAAACTCCGGTGGTGTGAGATGGATCCGCGTCTGA

TTAGCCAGTT
GGCGGGGTAACGGCCACCOGAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGACCGGCCA

CACTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU111 (SEQ ID NO.: 79)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTTACA
CAGAGGAAGTT

TTCGGATGGAATCGGTATAACTTAGTGGUGGACGGGTCGAGTAACGCGTG
GGAAACCTIGCC

CTGTACCGGGGGATAACACTTAGAAATAGGTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGCTTCAC

ATGAAGCAGTGTCGAAAAACTCCGGTGCTACAGGATOGTCCCGCGTCTGA
TTAGCTGGTTG

GCGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCTTGAGAGAG
TGGACGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU114 (SEQ ID NO.: 80)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCOAGCGAAGCGCTG
TTITCAGAATC

TTCGGAGGAAGAGGACAGTGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGGCAACCTGC

CTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGACCG

CATGGTGTAGTGTGAAAAACTCCGGTGOTATGAGATCOACCCGCGTCTGA
TTAGCCAGTT

GGCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGAACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCA
OTU119 (SEQ ID NO.: 81)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATT
AACATGAAGTT
TTCGGATGGAATCTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTCGAGTAACGCGTG
GATAACCTGC
CTCACACTGGCGGGATAACAGTTAGAAATGACTCGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGTGCCG
CATGGCAGTGTGTCGAAAAACTCCGGTGGTGTGAGATCGATCCGCGTCTGA
TTAGCCAGTT
GCGGGGTAACGGCCCCACCAAAGCGACGGATCAGTAGCCGACCTGAGAG

GGTNACCGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU125 (SEQ ID NO.: 82)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTG
TTTTCAGAATC

TTCGGAGGAAGAGGACAGTGACTGAGUGGCGCGACGGGTGAGTAACGCOT
GGGCAACCTGC

CTCATACAGGOGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGACCG

CATGGTGTAGTIGTGAAAAACTCCGGTGGTATCGAGATCGGACCCGCGTCTGA
TTAGGTAGTT

GOTGGGTAAAGGCTACCGAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGACGAGG
GTGACCGGCCA

CGATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU131 (SEQ ID NO.: 83)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATT
AAGATGAAGTT

TTCGGATGGAATCTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GATAACCTGC

CTCACACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGTGCCG

CATGGCAGTCTGTGAAAAACTCCGGTGGTGTGAGATGCATCCGCGTCTGA
TTAGCCAGTT

GCGGGTAACGGCCACCGAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGACGAGGG
TNACCGGCACA

TIGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU136 (SEQ ID NO.: 19)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCCAACGCGAGCACT
TOGTGCTCGAGT

GGCCAACGGGTGAGTAATACATAAGTAACCTGCCCTTTACAGGGGGATA
ACTATTGGAAA

CGATAGCTAAGACCGCATAGGTAAAGATACCGCATGGTAAGTTTATTAA
AAGTGCCAAGG

CACTGCTAGAGGATGGACTTATGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGCGTAACG
GCTCACCAAG

GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCC

AG

OTU137 (SEQ ID NO.: 84)

GATGAACGCTGGCGOCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATT
AAGATGAAGTT

TTCGGATGGAATCTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GATAACCTGC

CTCACACTGGGGOGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAG
CGCACAGTGCC

GCATGGCAGTGTGTGAAAAACTCCGGTGGTGTCGAGATGGATCCGCGTCTG
ATTAGGTAGT

TGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGCCGACGATCAGTAGCCCACCTGAGAG
GGTGACCGGCC

ACATTGGGACTCGAGACACGGCCCAA
OTU144 (SEQ ID NO.: 85)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCCGAGCGAAGCGGTT
TCGATGAAGTT

TTTGGATGGAATTGAAATTGACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCAGT
GGGTAACCTGC

CTTACACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTOCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGGCCG

CATGGTCTGGTGCGAAAAACTCCGGTGGTGTAAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGGTAGTT

GOTGGGGTAACGGCCCACCGAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGACCGGCA

CATTGGGACCTCAGACACGGGCCCA

OTU152 (SEQ ID NO.: 36)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTTAGA
CAGAGGAAGTT

TTCGGATGGAATCGGTATAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGAAACCTIGCC

CTGTACCGGGGGATAACACTTAGAAATAGGTCGCTAATACCGCATAAGCG
CACGGAACCGC

ATGGGTTCTGTGTCGAAAACTCCOCGTGGTACAGGATGGTCCCGCGTCTGAT
TAGCCAGTTG

GCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGCAGGG
TGAACGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU161 (SEQ ID NO.: 86)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATIT

TAGATGAAGTT
TTCGGATGGATTCTGAGATGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GATAACCTGC
CTCACACTGGGGGACAACAGTTAGAAATCGACTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGTACCG
CATGGTACGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTACAGGATGGTCCCGCGTCTGAT
TAGCCAGTT
GGCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TGAACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU163 (SEQ ID NO.: 87)

56



10

ES 2993 669 T3

GATGAACGCTGGCGGUGTCGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTTACAC
GGAGGAAGTT

TTCGGATGGAATCGOGTATAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTIGG
GAAACCTIGCC

CTGTACCGGGGGCATAACACTTAGAAATAGGTGCTAATACCGCATAAGCGC
ACGGAACCGC

ATGOTICCOGTGTGAAAAACTCCOGGTGGTACAGGATGGTCCCGCGTCTGATT
AGGTAGTTG

GTGGGGTAACGGUCCACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GACCGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU165 (SEQ ID NO.: 88)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGCACCCT
TGACTGAGGT

TTCGGCCAAATGATAGGAATGCTTAGTGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTG
AGGAACCTAC
CTTCCAGAGGGGACGAACAGTTGGAACGACTGCTAATACCGCATGACGCA
TGACCGGGGC
GATCCCGGGCCGATGTCAAAGATTTTATTCGCTGGAAGATGGCCTCGCGTC
TGATTAGCT

AGATGGTGGGGTAACGGCCCACCATGGCCACGATCAGTAGCCGGACTGAG
AGGTTGACCG
GCCACATTGGGACTCGAGATACGGCCCA

OTU166 (SEQ ID NO.: 25)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATTA
AAATGAAGTT

TCGGATGGATTTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGAT
AACCTGCCT

CACACTGGGGOATAACAGTTAGAAATCGACTGCTAATACCGCATAAGCGCA
CAGTACCGCA

TGGTACGGTGTGAAAAACTCCGOTGGTGTCGAGATGCGATCCGCGTCTGATTA
GCCAGTTGG

CGGGOGTAACGGCCCACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGOTG
ACCGGCCACG
ATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU173 (SEQ ID NO.: 123)
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GACGAACGCTGGCGGCGCGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTTGTG
TTGAAAGCTTG

CTGGATATACAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCT
GCCTCATACAG

GOGGATAACAGTTAGAAATCGACTCGCTAATACCGCATAAGCGCACAGGAT
CGCATGGTICTG

GTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTCATTAACTAGT
TGGAGGGGTA

ACGGCCCACCAAGGCGACGAGTICAGTAGCCGGUCTGAGAGGGTIGAACGG
CCACGATTGGG

ACTGAGACACGGCCCAG

OTU174 (SEQ ID NO.: 27)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATTIT
GGAAGGAAGT

TTTCGGATGGAATTCCTTAATGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCG
TGGGGAACCT

GCCCTATACAGGGGGATAACAGCTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAA
GCGCACAGAAT

CGCATCGATTCGGTGTCGAAAAGCTCCGGCAGTATAGGATGGTCCCGCOTCT
GATTAGCTGG

TTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAGGCCACGATCAGTAGCCGGCTTGAGA
GAGTGGACGGC

CACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU181 (SEQ ID NO.: 89)

GATGAACGCTGGCGGCOGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATT
TAAAATGAAGT

TTTCGGATGGATTTTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGATAACCTG

CCTCACGACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAA
GCGCACAGTAC
CGCATGGTACGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTGTGAGATGGATCCGCGTCTG
ATTAGCCAG
TTGCGGGGTAACGGCCCACCGAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAG
GOGTGACCGGO
CACATTGGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU182 (SEQ ID NO.: 90)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGGGCAGCA
ATGCCCGAGT
GGCGAACGGGTGAGTAATACATAAGTAACCTGCCCTTITACAGGGGGATAA
CTATTGGAAA
COGATAGCTAAGACCGCATAGGTAAAGATACCGCATGGTAAGTTTATTAAA
AGTGCCAAGG
CACTACGAGGGAGTAGTGATATGCGCATAGCTAGTTGGTGAGOTAACGGC
TCACCAAGGC
GACGATGCOTAGCCGACCTGAGAGGGTCGACCGOCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAG

OTU189 (SEQ ID NO.: 91)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATTIT
AGATCAAGTT
TTCGGATGGATTCTGAGATGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GATAACCTGC
CTCACACTGGGGGACACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGCGC
ACAGCTTCAC
ATGAAGCAGTGTGAAAAACTCCGUTGGTACAGCGATGGTCCCGCOTCTGATT
AGCCAGTTG
GCAGGGTAACGGCCTACCAAAGUCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GAACGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCAG

OTU195 (SEQ ID NO.: 32)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATIT
TAGATGAAGTT

TTCGGATGGATTCTGAGATGACTGAGTCOCGCGACGGGTCGAGTAACACGT
GUATAACCTGC

CTCACACTGGGGGACGAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAG
CGCACAGTACC

GCATGGTACGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTGTGAGATGCGATCCGCGTCTG
ATTAGCCAGT

TGGCGGGTAACGGCCCACCGAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGACCGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU196 (SEQ ID NO.: 92)
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GACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGCACCCC
TCGAATGAGGT
TTCGGCCAAAGGAAGGGAATGCTTAGTGGCGGACTGGTGAGTAACGCGTG
AGGAACCTGC
CTTTCAGAGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATGACACA
TGAATGGGGC
ATCCCATTGATGTCAAAGATTTATCGCTGAAAGATGGCCTCGCGTCCCATT
AGCTAGTAG
GCGGGOTAACGGCCCACCTAGGCGACGATGGGTAGCCGGACTGAGAGGTT
GACCGGCCAC

ATTGGGACTGAGATACGGCCCA

OTU199 (SEQ ID NO.: 93)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGAGCACTT
GTGCTCGAGT
GGCGAACGGGTGAGTAATACATAAGTAACCTGCCCTAGACAGGGGGAGTA
ACTATTGGAA
CGATAGCTAAGACCGCATAGGTACGGACACTGCGTGGTGACCGTATTAAA
AGTAGCCICA
AAGACACTGGTAGAGGATGGACTTATGGCGCATTAGCTGGTTIGGCGGGGET
AACGGCCCAC
CCAAGGCOGACGATGCOTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGOG
ACTGAGACAC

GGCCCAG

OTU202 (SEQ ID NO.: 94)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATT
TAACGGAAGTT

TTCGGATGGAAGTTGAATTCGACTGAGTGGCGGACGGGTCAGTAACGCGT
GGGTAACCTGC

CTTIGTACTGGGGGACAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGTATCG

CATGATACAGTGTCGAAAAACTCCGGTGGTACAAGATGGACCCGCGTCTG
ATTAGCTAGTT

GGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGAACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCAG
OTU204 (SEQ ID NO.: 95)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCACTAA
GACGGATTIC
TTCGGATTGAAGTCTTTGTGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGG
GTAACCTGC
CTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGAC
CACAGTACCG
CATGGTACAGTGGGAAAAACTCCOGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGCTAGTT
GGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGACCGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU211 (SEQ ID NO.: 96)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGGTTIT
CGATGAAGTT
TTCGGATGGATTTGAAATCCGACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGTAACCIGC
CTTACACTGGGGGATAACAGCTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGAATCG
CATGATTCGGTGCGAAAAGCTCCGGCAGTATAGGATGGTCCCGCGTCTGAT
TAGCTGGTT
GGCGGGOTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCTIGAGAGAG
TGGACGGCCA
CATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
OTU214 (SEQ ID NO.: 97)
GATGAACGCTGGCOGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATT
AAGATGAAGTT
TTCGGATGGAATCTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGTAACCTIGC
CTCATACAGGGGGAGTAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAG
CGCACAGGGCT
GCATGGCCTGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGCGACCCGCGTCTIG
ATTAGCTAGT
TGCAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAG
GGTGAACGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU221 (SEQ ID NO.: 21)
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GATGAACGCTGOGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGGTGCTCA
TGACGGAGGA
TTCGTCCAACGGATTGAGTTACCCAGTGGCGGACGGOTCGAGTAACGCGTGA
GGAACCTGC
CTTGGAGAGGGGAATAACACTCCGAAAGGAGTGCTAATACCGCATGATGC
AGTTGCGTCG
CATGGCTCTGACTGCCAAAGATTTATCGCTCTGAGATOGCCTCOGCOGTCTGA
TTAGCTAGT
AGGCGOGGTAACGOCCCACCTAGGCGACGATCAGTAGCCGOACTGAGAGG
TTGACCGGCC

ACATTGGGACTCGAGACACGGCCCA

OTU224 (SEQ ID NO.: 98)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCACCTIT
GGCGGATTIC
TTCGGATTGAAGCCTTGGTGACTGAGCGGCGCGACGGGTGAGTAACGCGTG
GOTAACCTGC
CCTGTACCGGGGGATAACACTTAGAAATAGGTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGCTTCA
CATGAAGCAGTGTGAAAAACTCCGGCGGTACAGGATGGTCCCGCGTCTGA
TTAGCCAGTIT
GACAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TGAACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU225 (SEQ ID NO.: 99)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAAGTTATG
CAGAGGAAGT
TTTCGGTATGGAATCGGCGTAACTTAGTGGCGOACGGGTGAGTAACGCGTG
GGAAACCTG
CCCTGTACCGGGGGAGTAACACTTAGAATAGGTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGCTTC
ACATGAGGCAGTGTGAAAAACTCCGOGTGGTACAGGATGGTCCCGCGTCTIG
ATTAGCCAGT
TGGCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGAACGGCC

ACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU237 (SEQ ID NO.: 100)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATOCAAGTCGAACGAAGCAATT
GAAGGAAGTTT
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TCGGATGGAATTCGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGA
TAACCTGCCT
CACACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGCGCA
CAGTGCCGCA
TGGTACGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTGTGAGATGGATCCOGCGTCTGATTA
GCCAGTTGG
COUGGTAACGGCCCACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACA

TTGGOGACTGAGACACGGCCCAA

OTU246 (SEQ ID NO.: 101)

GATCGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTTATGC
AGAGGAAGTT
TTCGGATGGAATCGGCGTAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTIGG
GAAACCTIGCC
CTATACAGGGGGATAACAGCTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAGCGC
ACAGAATCGC
ATGATTCGGTGTGAAAAGCTCCGGCAGTATAGGATGGTCCCGCGTCTIGATT
AGCTGGTIG
GCGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCTTGAGAGAGT
GGACGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU253 (SEQ ID NO.: 37)

GACGAACGCTGGUGOCGTGCTTAACACATGCAAATCGAACGGAGCACCCT
TGACTGAGGT
TTCGGCCAAATGATAGGAATGCTTAGTCGCOGGACTGGTGAGTAACGCGTG
AGGAACCTGC
CTTCCAGAGGOGUGOACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATGACGC
ATGACCGGGG
CATCCCGGGCATGTCAAAGATITTATCGCTGGAAGATGGCCTCGCGTCTGA
TTAGCTAGA
TGGTGGGGTAACGGCCCACCATGGCGACGATCAGTAGCCGGACTGAGAGE
TTGACCGGCC

ACATTGGGACTGAGATACGGGCCCAG

OTU259 (SEQ ID NO.: 38)

GATGAACGCTGOCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTTT
ACTTAGATTT
CTTCGGATTGAAAAGTTTTGCGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGOTAACCT

GCCTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAG
ACCACGGTAC
CGCATGGTACAGTGGGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCT
GATTAGCTAG
TTGGTAAGOTAACGGCTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGACCGGC

ACATTGGGACCTCGAGACACGGCCCAA
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OTU262 (SEQ ID NO.: 102)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATIT
TAGATGAAGTT

TTCGGATGGATTCTGAGATGACTCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGATAACCTGC

CTCACACTGGGGGACAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGTACCG

CATGGCTACAGTGTCGAAAAACTCCGGTGGTGTGAGATGGATCCGCGTCTGA
TTAGCCAGTT

GGCGGGGTAACGGCCCACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGACCGGCCA

CATTGGGGACCTGAGACACGGCCCA
OTU268 (SEQ ID NO.: 103)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTC
TTITTCAGAATC

TTCGGAGGAAGAGGACAGTGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGGCAACCTGC

CTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGACCG

CATGGTGTAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGCACCCGCGTCTGA
TTAGGTAGTT

GOTGGGGTAAAGGCCTACCAAGCCCACGATCAGTAGCCGACCTIGAGACG
GGTGACCGGCA

CATTGGGGACTGAGACACGGGCCCAA

OTU269 (SEQ ID NO.: 104)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATTT
TAGATGAAGTT

TTCGGATGGATTCTGAGATCGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGATAACCTGC

CTCACACTGGGGGACGAACAGTTAGAAATAGACTGCTAATACCGCATAA
GCGCACAGTAC
CGCATGGTACAGTGTGAAAAACTACCGGTGGTGTGAGATGGATCCGCGCT
GATTAGTCCA
GTTGGCGGOGGTAACGGCCGACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGACCGG
CCGACAGTTGGGACTCGAGACACGGCCCAA

OTU277 (SEQ ID NO.: 105)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCACTA
AGACGGATTTC

TTTGGATIGAAGTCTTTGTGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGLGTG
GGTAACCTGC

CTCATACAGGGGUGATAACAGTTAGAAATCGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGATCG

CATGGTCTGGTGTGGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGCACCCGCGTICTG
ATTAGCTAGT

TGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAG
GOGTGAACGGCC

ACGATTGGGACTGAGACACGGCCCAG

OTU279 (SEQ ID NO.: 106)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTTAGA
CAGAGGAAGTT

TTCGGATGCGAATCGGTATAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGAACCTGCCC

TGTACCGGGGGAGTAACACTTAGAAATAGGTGCTAATACCGCATAAGCG
CACGGAACCGC

ATGGTTCTGTGTGAAAAACTACCGGTOOTACAGGATGGTCCCGCGTCTGA
TTAGCCAGTT

GGCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGOCCTGAGAGG
GTGAACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU280 (SEQ ID NO.: 107)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCCAACGCTTTGTAAA
GGAGCTTGCT

TCTTTACGAGGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATAAGCAATCTGCCC
ATCGGCCTGGG

ATAACAGTTGCGAAACGACTGCTAATACCGGATAGGTTAGTTTCTGGCATC
AGGGACTAAT

TAAAGTTGOGATACAACACGGATCGCGATCGAGCTTATGGCGTATTAGCTAGT
AGGTGAGGTA

ACGGCCCACCTAGGCGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCC
ACATTGGGAC
TGAGACACGGCCCAA

OTU281 (SEQ ID NO.: 39)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCGCTTC
CGCCTGATTT
TCTTCGGAGATGAAGGUGGUTGCGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACG
CGTGGGCAAC
CTGCCTTGCACTGGGGGATAACAGCCAGAAATGGCTGCTAATACCGCATAA
GACCGAAGC
GCCGCATGGCGCTGCGGCCAAAGCCCCGGCGUTGCAAGATGGOGCCCGCGT
CTGATTAGGT
AGTTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAG
AGGGTGACCG

GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU286 (SEQ ID NO.: 108)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCACTA
AGACGGATTIC

TTCGGATTCGAAGTCTTTGTGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GOTAACCTGC

CTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGATCG

CATGGTCTGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGCCAGTT

GGCAGGGTAACGUGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGAACGGCCA

CATTGGGACTGAGACACGGGUCCAA
OTU287 (SEQ ID NO.: 109)

GACCGAACGCTGGCGGCGCGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGACACATC
CGACGGAATAG

CTTGCTAGGAAGATCGGATGTTGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GAGCAACCTGC

CTCGGAGTGGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGG
TGGTCGGGGGA

CATCCCCTGGCCAAGAAAGGATTATATCCGCTCTGAGATGGGCTCGCGTC
TGATTAGCTA

GTTGGCGGGTAATCGGCCCGACCGAAGGCAACGATCAGTAGCCGGACTGA
GAGGTTGAACG

GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCCAG

OTU288 (SEQ ID NO.: 40)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTITATGC

AGAGGAAGTT
TTCGOGATGGAATCGGCGTAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCOTGE
GAAACCTGCC
CTGTACCGGUOGGATAACACTTAGAAATAGGTGUTAATACCGCATAAGCGU
ACAGCTTCAC

ATGAAGCAGIGTGAAAAACTCCGGTGOTACAGGATGGTCCCGCGTCTGATT
AGCCAGTTG
GCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GAACGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU296 (SEQ ID NO.: 23)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCCGAACGAAGCGCCTG
GCCCCGACTT
CTTCGGAACCGAGGAGCCTTGCGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCG
TGGGCAACCT
GCCTTGCACTGGGGGATAACAGCCAGAAATGGCTGCTAATACCGCATAAG
ACCGAAGCGC
COCATGGCGCAGCGGCCAAAGCCCCGGCGGTGCAAGATGGGCCCGCGTCT
GATTAGGTAG
TTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGACCGGC
CACATTGGGACTGAGACACGGCCCA
OTU297 (SEQ ID NO.: 110)
GATGAACGCTGGUGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATCT
TATAGGAAGTT
TTCGGATGGAATATGGGATGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGATAACCTGC
CTCACACTGGGGGAGTAACAGTTAGAAATGGCTGCTAATACCCCACTAA
GCGCACGGTAC
CGCATGGTACGGTGTGAAAAACCCAGGTGGTGTGAGATGGATCCGCGTC
TGATTAGCCAG
TTGGCGGGGTAACGGCCCGACCAAACGCGACGATCAGTAGCCGACCTGA
GAGGGTGACCG
GCCGACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU303 (SEQ ID NO.: 111)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATTIT
AGATGAAGTT
TTCGGATGGATTCTGAGATGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GATAACCTGC
CTCACACTGGGGGACAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGTACCG
CATGGTACAGCGTGAAAAACTCCOGGTGGTGTGAGATGGATCCGCGTCTGAT
TAGCCAGTT
GGCGGGGTAACGGCCCACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGACCGGCAC

ATTGGGGACTCGAGACCACGGGCCCAA

OTU304 (SEQ ID NO.: 112)

ATTGAACGCTOGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGA
AGCAGCTTGC
TGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCCG
ATGGAGGGE
GATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACCGTCGCAAGACCAAA
GAGGGGGACC
TTAGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGG
GGTAAAGGC
TCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATCGACCAGCCACACTG
GAACTGAGA

CACGGTCCAG

OTU306 (SEQ ID NO.: 33)

GATGAACGCTGOGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCGACTT
AACGGAAGTT
TTCGGATGGAAGTTGAATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGTAACCTGC
CTTGTACTGGGGGACGAACAGTTAGAAATGACTGUTAATACCGCATAAGC
GCACAGTATC
GCATGATACAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTACAAGATGCGACCCGCGTCTG
ATTAGCTAGT
TGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGACCGGLC

ACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU307 (SEQ ID NO.: 113)

GATGAACGCTGGCGOCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATCT
TATAGGAAGTT
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TTCGGATGGAATATGGGATGACTGAGTOGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GAGTAACCTG
CCTCACACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGGCTGCTAATACCCCATAAGCG
CACAGTACC
GCATGGTACGGTGTGAAAAACCCAGGTGGTGTCGAGATGGATCCGCGTCTG
ATTAGCCAGT
TGGCGGGTAACGGCCGACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGACCGGCAC

GATTGGGACCTGAGACACGGGLCCA

OTU312 (SEQ ID NO.: 114)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTTATAT
CGAGGAAGTT
TTCGCGATGGAATCAGTATAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGG
GAAACCTGCC
CTGTACCGGGGGATAACACTTAGAAATAGCGTGCTAATACCGCATAAGCGC
ACAGCTTCAC
ATGAAGCAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTGATT
AGCTAGTTG
GAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GAACGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCAG

OTU313 (SEQ ID NO.: 119)

GATGAACGCTGGCGGOGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGGGCAGCA
ATGCCCGAGT
GGCGAACGGGTGAGTAATACATAAGTAACCTGCCCTTTACAGGGGGATAA
CTATTGGAAA
COATAGCTAAGACCGCATAGGTAAAGATACCGCATGGTAAGTTTATTAAA
GTGCCAAGGC
ACTGGTAGAGGATGGACTTATGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT AACGGC
TCACCAAGG
CGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTCGACCGGCCACACTGGCACTGAG
ACACGGCCCA

A

OTU314 (SEQ ID NO.: 31)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTGT
TTTCAGAATC
TTCGGAGGAAGAGGACAGTGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGCAACCTGC

CTCATACAGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGGACCG
CATGGTGTAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTGAT
TAGGTAGTT
GOTGCOGOTAAGGCCGTACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGACCGGCCA

CATTGGGGACTGAGACACGGCCCA
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OTU319 (SEQ ID NO.: 116)

GATGAACGCTGOCGGCGTGUCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTTAGA
CAGAGGAAGTT

TTCGGATGGAATCGGTATAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGAAACCTGCC

CTGTACCGGGGGATAACACTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGTACCGC

ATGGTACAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTGTGAGATGGATCCGCGTCTGAT
TAGCCAGTTG

GCGCGGGTAACGGCCCACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGACCGGCACA

TTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU326 (SEQ ID NO.: 117)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATT
AAAATGAAGTT

TTCGGATGGATTTTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GATAACCTGC

CTCACACTGGGGGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGCTTCA

CATGAAGCAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTACAGGATOOLTCCCGCGTCTG
ATTAGCCAGTT

GGCAGGGTAACGGUCTACCAAAGCCGACGATCAGTAGCCGOCCTGAGAGG
GTGAACGGCCA

CATTGGGACTOGAGACACGGCCCAA

OTU328 (SEQ ID NO.: 118)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTGCCT
TAGAAAGAGGA

TTCGTCCAATTGATAAGGTTACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
AGGAACCTGC

CTCGGAGTGGGGAATAACAGACCGAAAGGTCTGCTAATACCGCATGATG
CAGTTGGACCG
CATGGTCCTGACTGCCAAAGATTTATCGCTCTGAGATGGCCTCOGCGTCTGA
TTAGCTTGT
TGGCGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGACTGAGAGEG
TTGGCCGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU333 (SEQ ID NO.: 119)
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GATGAACGCTCGCGOCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTGCTICA
TGACAGAGGA

TTICGTCCAATGGAGTGAGT TACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGA
GTAACCTGC
CTTGCGAGTGGUGAATAACAGOGTGOGAAACATCTGCTAATACCCGCATGATGL
AGTTGGGTCG
CATGGCTCTGACTGCCAAAGATTTATCGCTCTGAGATGCGACTCGCGTCTGA
TTAGCTGGT
TGGCGGGTAACGGCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGACTGAGAGGTT
GGCCGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCAG

OTU334 (SEQ ID NO.: 41)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCATCCC
ATAGGAAGTT
TTCGGATGGAATATGGGATCGACTGAGTGGCGGACGGOTCGAGTAACGCGTG
GATAACCTGC
CTCACACTGGGOGGATAACAGTTAGAAATGGCTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGTACCG
CATGGTACGGTOTGAAAAACCCAGGTOGGTOGTCAGATGGATCCGCGTCTOGAT
TAGCCAGTT
GGCGGGGTAACGGCCCACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGG
TGACCGGCCA

CATTGGGGACTGAGACACGGCCCA

OTU337 (SEQ ID NO.: 30)

GACGAACGCTGGCGGCGCGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAGCTTAC
OTTTTGAAGTT

TICGGATGGATGAATGTAAGCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
AGCAACCTGCCC

TTTCAGAGGGGGATAACAGCCGGAAACGGCTGCTAATACCGCATGATGT
TGCGGGGGCAC

ATGCCCCTGCAACCAAAGGAGCAATCCGCTGAAAGATGGGCTCGCGTCC
GATTAGCCAGT

TGGCGGGGTAACGGCCCACCAAAGCGACGATCGGTAGCCGGACTGAGAGG
TTGAACGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAG

OTU339 (SEQ ID NO.: 120)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGCAATTA
AAATCAAGTT
TTCGGATGGATITTTGATTGACTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGEGTGE
ATAACCTGC
CTCACACTGGGOGATAACAGTTAGAAATCGACTOCTAATACCGCATAAGCGC
ACAGTACCGC
ATGGTACGGTCTGAAAAACTCCGGTGGTGTGAGATGCGATCCGCGTCTGATT
AGCCAGTTG
CGGOGTAACGGUCCGACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCGTGAGAGGTG
ACCGGCCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCAA

OTU340 (SEQ ID NO.: 121)

GACGAACGCTGGCGGCGCGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTICGTGT
TGAAAGCTTG
CTGGATATACAACTTAGTGGCGGACGGGTGACTAACACGTGAGTAACCTG
CCTICICAGAG
TGGAATAACGTTTGGAAACGAACGCTAATACCGCATAACGTGAGAAGAGG
GCATCCTICTT
TTTACCAAAGATTTATCGCTGAGAGATGGOGCTCGCGGCCGATTAGGTAGTT
GGTGAGATA
ACAGCCCACCAAGCCGACGATCGGTAGCCOGGACTGAGAGGTTGATCGGCC
ACATTGGGAC

TGAGACACGGCCCAG

OTU353 (SEQ ID NO.: 122)

GATGAACGCTGGCGGCGTGUTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCACCTT
GACGGATTCT
TCGGATTGAAGCCTTGGTGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTIGG
GTAACCTGCC
TCATACAGGGGGGATAAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGC
GCACAGGACC
GCATGGTCTGGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGATGGACCCGCGTCTGA
TTAGCTAGT
TGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGG
GTGAACGGCC

ACATTGGGACTGAGGACACGGCCCA
OTU359 (SEQ ID NO.: 42)
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GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTTATA
TCGAGGAAGTT

TTCGGATGGAATCAGTATAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGAAACCTGCC

CIGTACCGGGGGATAACACTTAGAAATAGGTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGCTTCAC

ATGAAAGCAGTGTGAAAAACTCCGOGTGGTACAGGATOGTCCCGCGTCTG
ATTAGCCAGTT

GGCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGLCCTGGAGAG
GGTGAACGGCC

ACATTGGGACTGAGACACGGCCCG
OTU362 (SEQ ID NO.: 43)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGGTT
TCGATGAAGTT

TTCGGATGGATTTGAAATCGACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGT
GGGTAACCTGC

CTTACACTGGGCGATAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGCATAAGCGC
ACAGGGCCGC

ATGGTCCGOTCTGAAAACTCCGGTGGTGCTAAGATGCACCCGCGTCTGATT
AGGTAGTTIGG

TGGGTAACGGCCCACCAAGCCGACGATCAGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ACCGGCCACAT

TGGOGACTGAGACACGGCCCAA

OTU367 (SEQ ID NO.: 44)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTTACA
CAGAGGAAGTT

TTCGGATGGAATCGGTATAACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTG
GGAAACCCGCC

CTGTACCGGGGGATAACACTTAGAAATAGGTGCTAATACCGCATAAGCG
CACAGCTTCAC

ATGAAGCAGTGTGAAAACTCCGGTAGGTACAGGATGGTCCCGCGTCTGA
TTAGCCAGTTG

GCAGGGTAACGGCCTACCAAAGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGG
TCAACGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCAA
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REIVINDICACIONES

Composicién que induce proliferacién y/o acumulacién de células T reguladoras, consistiendo la
composicibn en una combinacién de 5-17 cepas bacterianas pertenecientes a 5-17 de las siguientes
unidades taxonémicas operativas (OTU):

OoTU SEQ ID NO ESPECIE MAS CERCANA
136 19 Clostridium saccharogumia
Clostridium ramosum JCM1298
46 20 Clostridium ramosum
221 21 Flavonifractor plautii
Pseudoflavonifractor capillosus ATCC 29799
9 29 Clostridium hathewayi
Clostridium saccharolyticum WM1
21 24 Blautia coccoides
Lachnospiraceae bacterium 6_1_63FAA
166 25 Clostridium sp.
Clostridium bolteae ATCC BAA-613
73 6 Clostridium sp. MLG055
Erysipelotrichaceae bacterium 2_2_44A
174 57 Clostridium indolis
Anaerostipes caccae DSM 14662
337 30 Anaerotruncus colihominis
Anaerotruncus colihominis DSM 17241
314 31 Ruminococcus sp. ID8
Lachnispiraceae bacterium 2_1_46FAA
195 30 Clostridium lavalense
Clostridium asparagiforme DSM 15981
306 33 Clostridium symbiosum
Clostridium symbiosum WAL-14163
Eubacterium contortum
87 34 Clostridium sp. DS
281 39 Clostridium scindens
Lachnospiraceae bacterium 5_1_57FAA
288 40 Lachnospiraceae bacterium A4
Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CT1
334 41 Clostridium sp. 316002/08
Clostridiales bacterium 1_7_47FAA
359 42 Lachnospiraceae bacterium A4
Lachnospiraceae bacterium 3_1_57FAA_CT1.

Composicién segun la reivindicacidén 1, en la que: (a) las células T reguladoras son células T reguladoras
positivas para factor de transcripcidén Foxp3, células T reguladoras productoras de IL-10, o células T
reguladoras negativas para Helios y positivas para Foxp3; y/o (b) la composicién tiene un efecto
inmunosupresor.

Composicién segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que comprende ademas una sustancia
seleccionada del grupo que consiste en cascara de almendra, inulina, oligofructosa, rafinosa, lactulosa,
pectina, hemicelulosa, amilopectina, acetil-CoA, biotina, melaza de remolacha, extractos de levadura,
almidén resistente, corticoesteroides, mesalazina, mesalamina, sulfasalazina, derivados de sulfasalazina,
farmacos inmunosupresores, ciclosporina A, mercaptopurina, azatiopurina, prednisona, metotrexato,
antihistaminicos, glucocorticoides, epinefrina, teofilina, cromoglicato disédico, antileucotrienos, farmacos
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anticolinérgicos para la rinitis, descongestivos anticolinérgicos, estabilizadores de mastocitos, anticuerpos
monoclonales anti-IgE, vacunas, inhibidores anti-TNF, y combinaciones de los mismos.

Composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la composicién consiste en una
combinacién de 10-17 cepas bacterianas.

Composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la composicién consiste en una
combinacién de 15-17 cepas bacterianas.

Composicién farmacéutica que comprende la composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-5
y un portador farmacolégicamente aceptable.

Composicién farmacéutica segun la reivindicacidn 6, en la que el portador farmacolégicamente aceptable se
selecciona de uno o mas de los siguientes: agua estéril, solucién salina fisiolégica, aceite vegetal,
disolvente, un material de base, un emulsionante, un agente de suspensién, un tensioactivo, un
estabilizador, un agente aromatizante, un compuesto aromatico, un excipiente, un vehiculo, un conservante,
un aglutinante, un diluyente, un agente de ajuste de la tonicidad, un agente calmante, un agente de relleno,
un agente disgregante, un agente tampdn, un agente de recubrimiento, un lubricante, un colorante, un
edulcorante, un agente espesante, un corrector de aroma y un solubilizador.

Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, para su uso en terapia o profilaxis.

Composicién seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, para su uso en un método de induccién de
proliferacién, acumulacién, o tanto proliferacién como acumulacién de células T reguladoras en un individuo
que lo necesita.

Composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, para su uso en un método de tratamiento,
apoyo en el tratamiento, reduccidén de la gravedad, o prevencién de una enfermedad autoinmunitaria en un
individuo que lo necesita.

Composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, para su uso en un método de tratamiento,
apoyo en el tratamiento, reduccién de la gravedad, o prevencién de una enfermedad inflamatoria en un
individuo que lo necesita.

Composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, para su uso en un método de tratamiento,
apoyo en el tratamiento, reduccién de la gravedad, o prevencién de una enfermedad alérgica en un
individuo que lo necesita.

Composicién segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, para su uso en un método de tratamiento,

apoyo en el tratamiento, reduccién de la gravedad, o prevencién de una enfermedad infecciosa en un
individuo que lo necesita.
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