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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

DOMENIUL TEHNIC

Aceastd inventie este iIn domeniul compozitiilor cuprinzand tulpini bacteriene izolate din
tractul digestiv al mamiferelor si utilizarea unor astfel de compozitii in tratamentul bolilor, asa
cum s-a definit in revendicari.

FUNDALUL INVENTIEI

Se crede ca intestinul uman este steril in utero, dar este expus la o varietate larga de
microbi maternali §i din mediu imediat dupd nastere. Apoi, are loc o perioada dinamica de
colonizare microbiand §i succesiune, care este influentatd de factori cum ar fi modul de
administrare, mediu, dietd si genotipul gazdei, toate acestea avand impact asupra compozitiei
microbiotei intestinale, in special in timpul vietii timpurii. Ulterior, microbiota se stabilizeaza si
devine precum a adultului [1]. Microbiota intestinala umana contine mai mult de 1500 de filotipuri
diferite dominate in niveluri de abundenta de cétre doua diviziuni (increngaturi) bacteriene
majore, Bacteroidetes si Firmicutes [2]. Relatiile simbiotice de succes care se ivesc din colonizarea
bacteriana a intestinului uman au dat o varietate larga de functii benefice metabolice, structurale,
protectoare si altele. Activitdtile metabolice imbunatatite ale intestinului colonizat asigura o
degradare a componentelor dietetice altfel indigerabile cu eliberarea produselor secundare care
asigurd o sursd importanti de nutrienti pentru gazda si alte beneficii pentru sanitate. in mod
similar, importanta imunologicd a microbiotei intestinale este bine-recunoscutad si este
exemplificata la animalele fara germeni ce au un sistem imunitar alterat care este reconstituit
functional dupa introducerea bacteriilor comensale [3-5].

Modificari dramatice in compozitia microbiotei au fost documentate in tulburari
gastrointestinale cum ar fi boala inflamatorie intestinala (IBD). De exemplu, nivelurile bacteriilor
Clostridium cluster XIVa sunt reduse la subiectii cu IBD in timp ce numarul de E. coli este
crescut, sugerand o schimbare in echilibrul dintre simbiotii si patobiontii din intestin [6-9, 18].

Ca recunoastere a potentialului efect pozitiv pe care anumite tulpini bacteriene il pot
avea asupra intestinului animal, diferite tulpini au fost propuse pentru utilizare ca tratament in
diferite boli (vezi, de exemplu, [10-13]). Un numir de tulpini, incluzand mai ales tulpinile de
Lactobacillus si Bifidobacterium, au fost propuse pentru utilizare in tratarea diferitelor tulburari
intestinale (vezi [14] pentru o revedere si vezi [15]). Referinta [16] propune utilizarea tulpinilor
din genul Blautia pentru folosire in modularea echilibrului microbian al ecosistemului digestiv. In
contextul referintei 16, modularea se refera la promovarea activitatii florei bacteriene acetogene in
detrimentul bacteriilor metanogene si reducatoare de sulf. Acest document prin urmare invata
numai despre o crestere a bacteriilor acetogene. Nu exista nicio discutie referitoare la diversitatea
speciilor care apartin unui numdr de taxoni. Referinta [17] discuta utilizarea Blautia pentru
imbunitatirea supravietuirii la pacientii afectati de boala grefa versus gazda (GVDH). Ea
mentioneaza ca diversitatea bacteriand crescutd este asociatd cu mortalitate legatdi de GVDH
redusd si cd cantitatile crescute de bacterii din genul Blautia au fost asociate cu GVDH redusa.
Totusi, nu exista nicio sugestie ca administrarea de Blautia la un pacient efectueaza o crestere in
diversitatea microbiotei si/sau induce stabilitate a microbiotei la un subiect.

Relatia intre diferite tulpini bacteriene si diferite boli, si efectele precise ale particularelor
tulpini bacteriene asupra intestinului si la un nivel sistemic §i asupra oricaror tipuri particulare de
boli, sunt slab caracterizate si rezultatele pana in prezent sunt variabile si pun mai multe intrebari
decat furnizeaza raspunsuri [18].

Un semn distinctiv al multor boli la om legate de alterarea microbiotei este pierderea
diversitatii microbiotei. Spre deosebire de aga numita disbioza care este pur si simplu o compozitie
de microbiota modificatd in comparatie cu microbiota tipica agregatd de la subiectii sdnatosi,
pierderea diversitatii microbiotei poate fi cuantificata printr-o reducere masurabild a numarului de
clasificari bacteriene bazate pe secventd sau Unitagi Taxonomice Operationale (OTU) intr-0
mostrd, determinat de obicei prin metode de secventiere a ampliconului de ARNr de 16S.
Pierderea diversitatii este de asemenea masuratad prin reduceri in Indicele de Diversitate Shannon,
sau indicele Chao. Diversitatea redusd a microbiotei este raportata in studiile recente ale obezitatii,
bolii inflamatorii intestinale (IBD), sindromului de colon iritabil (IBS), diabetului de tip 2 si
oamenilor in varstd fragili [20]. Restabilirea microbiotei sanadtoase poate fi dificilda deoarece
bacteriile din intestin sunt rezistente la colonizare. Aceasta reprezintd o provocare atunci cand se
incearca tratarea microbiotei subiectilor nesdndtosi prin cresterea diversitatii microbiotei [19].
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Pierderea insotitoare a functiei metabolice microbiene se presupune a fi un factor care contribuie la
simptomele acestor patofiziologii. In contrast cu adultii sanitosi la care microbiota este stabila,
microbiota subiectilor nesdnatosi cum ar fi a celor care sufera de IBD, IBS si a subiectilor varstnici
fragili este instabila [18, 20].

Exista o cerintd pentru ca potentialele efecte ale bacteriilor intestinale sa fie caracterizate
astfel incat sd poata fi dezvoltate noi terapii care utilizeaza bacterii intestinale.

REZUMATUL INVENTIEI

Inventatorii au dezvoltat noi terapii pentru tratarea si prevenirea bolilor si tulburarilor
prin cresterea sau mentinerea diversitdtii microbiotei intestinale la un subiect. In particular,
inventatorii au identificat faptul ca tulpinile bacteriene din genul Blautia pot fi eficiente in
cresterea sau mentinerea numarului si/sau uniformitatii diferitelor tipuri de bacterii in intestinul
distal al unui subiect. Dupa cum s-a descris In exemple, administrarea orald de compozitii
cuprinzand Blautia hydrogenotrophica creste diversitatea microbiotei in fecale. Aceasta crestere a
diversitatii a fost observata la subiectii sanatosi si cu IBS. Totusi, subiectii cu IBS care au primit
placebo au prezentat o reducere semnnificativa statistic in diversitatea microbiomului in timpul
desfasurarii studiului. Suplimentar, exemplele arata ca tratamentul cu compozitii cuprinzand
Blautia hydrogenotrophica, dar nu placebo, a crescut stabilitatea microbiotei la subiectii cu IBS pe
parcursul studiului. Stabilitatea microbiotei la subiectii primind compozitia cuprinzand Blautia
hydrogenotrophica a fost comparabila cu cea a subiectilor sanétosi de control.

Prin urmare, intr-o prima realizare, inventia furnizeaza o compozitie cuprinzand o tulpind
bacteriand din specia Blautia hydrogenotrophica, pentru utilizare in tratarea sau prevenirea
sindromului de colon iritabil in care tratamentul sau prevenirea cuprinde cresterea diversitatii
microbiotei la subiect.

Termenul ,cresterea sau mentinerea diversitatii microbiotei” este utilizat in acest
document pentru a semnifica cresterea sau mentinerea numarului diferitelor tipuri de bacterii si/sau
uniformitatii diferitelor tipuri de bacterii in microbiota unui subiect. Diversitatea microbiotei este
crescuti. In unele realizari, numarul diferitelor genuri de bacterii in microbiotd este crescut. in
unele realizari, numarul diferitelor specii de bacterii in microbiota este crescut. in unele realiziri,
numirul diferitelor tulpini de bacterii in microbiotd este crescut. In unele realizari, diversitatea
microbiotei este mentinutd. in unele realizari, numarul diferitelor genuri de bacterii n microbiota
este mentinut. In unele realizari, numarul diferitelor specii de bacterii in microbiota este mentinut.
In unele realiziri, numarul diferitelor tulpini de bacterii in microbiotd este mentinut. in unele
realizari, numarul genurilor, speciilor si tulpinilor in microbiota este crescut sau mentinut.

Cresterea diversitatii microbiotei poate fi pentru bacteriile ne-acetogene. Aceasta poate fi
de asemenea atdt pentru bacteriile acetogene cat si ne-acetogene. Astfel de bacterii sunt bine
cunoscute in domeniu. Pe scurt, bacteriile acetogene produc acetat ca un produs final al respiratiei
anaerobe sau al fermentarii.

in unele realizari, pierderea, cresterea sau mentinerea diversitatii microbiotei poate fi
cuantificatd printr-o reducere, crestere sau mentinere masurabila, in mod respectiv, a numarului de
clasificari bacteriene pe baza secventei sau Unitdti Taxonomice Operationale (OTU) intr-o mostra,
de obicei determinate prin metode de secventiere a ampliconului de ARNr de 16S. in unele
realizdri, pierderea diversitatii poate fi masuratd prin reduceri in Indicele de Diversitate Shannon,
sau indicele Chao. Invers, in unele realizari, o crestere a diversitatii poate fi masuratd prin o
crestere in Indicele de Diversitate Shannon, sau indicele Chao. In mod similar, in unele realiziri,
mentinerea diversitatii poate fi masurata prin acelasi rezultat in Indicele de Diversitate Shannon,
sau indicele Chao.

in unele realizdri, uniformitatea diferitelor tipuri de bacterii este crescuti. in unele
realizdri, abundenta relativa a diferitelor tipuri de bacterii in microbiota devine mai mare chiar
dupa tratamentul sau prevenirea cu o compozitie a inventiei.

Inventatorii au dezvoltat de asemenea noi terapii pentru tratarea si prevenirea bolilor si
tulburarilor prin inducerea stabilitatii microbiotei intestinale. In particular, inventatorii au
identificat ca tulpinile bacteriene din genul Blautia induc stabilitate microbiotei intestinale. Prin
Hinduc stabilitate” se Intelege ca diversitatea microbiotei ramane stabila si de asemenea numarul
relativ al diferitelor Genuri in microbiotd ramane stabil. Acest lucru este important deoarece un
numar de boli si tulburari, incluzdnd IBS si IBD, sunt caracterizate prin stabilitate redusa a
microbiotei. Asa cum s-a descris in exemple, administrarea orald de compozitii cuprinzand Blautia
hydrogenotrophica induce stabilitate microbiotei din fecale. Prin urmare, intr-o realizare
suplimentara, divulgarea furnizeazi o compozitie cuprinzdnd o tulpind bacteriand din
genul Blautia, pentru utilizare intr-o metoda de inducere a stabilittii microbiotei la un subiect. in
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mod similar, existd de asemenea furnizatd o metoda de inducere a stabilitdtii microbiotei la un
subiect cuprinzand utilizarea unei tulpini bacteriene din genul Blautia.

In unele realiziri din divulgare, numarul relativ al diferitelor specii bacteriene in
microbiota unui subiect devine mai stabil dupa tratamentul sau prevenirea cu o compozitie din
divulgare, de exemplu la un subiect diagnosticat cu o boald sau tulburare caracterizatd prin o
reducere a diversititii microbiotei. In unele realizari din divulgare, numarul relativ al diferitelor
Genuri bacteriene in microbiota unui subiect devine mai stabil dupa tratamentul sau prevenirea cu
o compozitie din divulgare, de exemplu la un subiect diagnosticat cu o boald sau tulburare
caracterizata prin o reducere a diversitatii microbiotei. Stabilitatea microbiotei unui subiect poate fi
evaluatd prin compararea microbiomului de la subiect la doud momente diferite de timp. Daca
existd o diferentd in microbiom, aceasta poate indica o boald sau o tulburare ca fiind prezenta. in
unele realizari, cele doud momente de timp diferite sunt cel putin la trei zile distanta (de exemplu
la cel putin 1 siptimand, 2 saptimani, 1 luni, 3 luni, 6 luni, 1 an, 2 ani distanta). in unele realizari,
cele doua momente de timp diferite sunt la 3-7 zile distantd, 1-2 saptdmani distanta, 2-4 saptamani
distantd, 4-8 siptamani distanta, 8-24 saptamani distantd, 24-40 saptamani distanta, 40-52
saptimani distantd sau mai mult de 52 de saptimani distanta. in unele realizari, sunt utilizate mai
mult de doud momente de timp diferite, de exemplu trei, patru, cinci sau mai mult de cinci
momente de timp. Intervalele adecvate sunt alese intre diferitele momente de timp, de exemplu,
asa cum s-a stabilit mai sus.

Tulpina bacteriand este de Blautia hydrogenotrophica si este preferabil bacteria
depozitatd sub numarul de acces DSM 10507/14294.

In unele realizari, diversitatea microbiotei se referd la diversitatea microbiotei in fecalele
subiectului. in unele realizari, diversitatea microbiotei se refera la diversitatea microbiotei intr-o
mostra de fecale de la subiect. in unele realizari, diversitatea microbiotei se refera la diversitatea
microbiotei in intestinul distal al subiectului. in unele realizari, diversitatea microbiotei se refera la
diversitatea microbiotei in tractul gastrointestinal al subiectului. in unele realizari, diversitatea
microbiotei se refera la diversitatea microbiotei in cecum. In unele realizari, diversitatea
microbiotei se referd la diversitatea microbiotei in colon.

Inventia furnizeaza o compozitie cuprinzdnd o tulpind bacteriand din specia Blautia
hydrogenotrophica, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a sindromului de colon
iritabil in care tratamentul sau prevenirea cuprinde cresterea diversitatii microbiotei. In unele
realizari, tratamentul sau prevenirea utilizind o compozitie a inventiei conduce la cresterea
diversitatii microbiotei pana la nivelurile prezente la un individ sanatos. In unele realizari,
tratamentul sau prevenirea utilizind o compozitie a inventiei conduce la cresterea diversitatii
microbiotei pana la niveluri mai mari decat cele prezente la unii indivizi sinitosi. In unele
realizari, individul sandtos este de o varsta similard/aceeasi cu a subiectului si/sau este de o rasa
similard/aceeasi cu a subiectului. in mod similar, inventia furnizeazi de asemenea o metoda de
tratament sau prevenire a unei boli sau tulburari asociate cu un nivel de diversitate a microbiotei
care este redus fatd de diversitatea microbiotei unui subiect sdndtos in care metoda cuprinde
administrarea unei compozitii cuprinzand o tulpind bacteriand din genul Blautia. Exemplele de
boli sau tulburari asociate cu un nivel redus al diversitatii microbiotei includ dar nu sunt limitate
la: IBS, IBD [21], obezitate [22], diabet de tip 2, boli infectioase, boli alergice, boli autoimune si
boli/tulburari metabolice. Tratamentul sau prevenirea acestor boli si tulburari este cuprins de catre
inventie. In unele realiziri, boala sau tulburarea este IBS.

in unele realiziri, subiectul este un nou niscut sau copil cu o diversitate a microbiotei
redusd In comparatie cu a unui nou nascut sau copil sanatos, iIn mod respectiv. S-a observat ca unii
copii care dezvolta o boald alergica mai tarziu in viatd au o diversitate redusa a microbiotei fecale
asemeni nou nascutilor in varstd de 1 saptamana [23]. Astfel, in unele realizari, nou nascutul are
varsta mai mica de 1 saptdmand, are varsta mai mica de 2 saptamani, are varsta mai mica de o
luna, are varsta mai mica de doud luni sau are varsta mai mici de patru luni. In unele realizari,
subiectul este un nou nascut care nu a fost nascut printr-o nastere vaginald. De exemplu, in unele
realizari, subiectul este un nou nascut care a fost nascut prin sectiune cezariani. Diversitatea
redusd a microbiotei a fost de asemenea raportati la subiectii vrstnici fragili. In unele realizari,
prin urmare, subiectul este un subiect varstnic, de exemplu, un subiect varstnic fragil. In unele
realizari, subiectul este in varstd de 65 de ani sau mai mult (de exemplu 1n varstd de 70 de ani sau
mai mult, 75 sau mai mult, 80 sau mai mult, 85 sau mai mult sau 90 sau mai mult) [20].

S-a estimat cd un singur individ uman are aproximativ 101 specii bacteriene diferite si
195 de tulpini diferite in microbiota sa [24]. Corespunzator, in unele realizari, compozitia este
pentru utilizare in tratarea unui subiect avand mai putin de 101 specii bacteriene diferite (de
exemplu mai putin de 100, 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91, 90, 85, 80, 75 sau 70 de specii
bacteriene) si/sau mai putin de 195 de tulpini diferite (de exemplu mai putin de 194, 193, 192, 191,
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190, 189, 188, 187, 186, 185, 183, 180, 175, 170, 165, 160, 150, 140 de tulpini bacteriene) in
microbiota sa. In unele realizdri, tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea diversitatii
microbiotei pana la mai mult de 80 de specii bacteriene (de exemplu mai mult de 85, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 sau 100 de specii bacteriene) sau pana la 101 specii bacteriene. De
exemplu, in unele realizari, tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea diversitatii microbiotei
pana la mai mult de 90 de specii bacteriene. De exemplu, in unele realizari, tratamentul sau
prevenirea conduce la cresterea diversitatii microbiotei pand la mai mult de 95 de specii
bacteriene. De exemplu, in unele realizéri, tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea
diversitatii microbiotei pana la mai mult de 97 de specii bacteriene. De exemplu, in unele realizari,
tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea diversitatii microbiotei pand la mai mult de 99 de
specii bacteriene. In unele realizari, tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea diversitatii
microbiotei pand la mai mult de 160 de tulpini bacteriene (de exemplu mai mult de 165, 170, 185,
186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193 sau 194 de specii bacteriene) sau pana la 195 de tulpini
bacteriene. De exemplu, in unele realizari, tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea
diversitatii microbiotei pana la mai mult de 175 de tulpini bacteriene. De exemplu, in unele
realizari, tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea diversitatii microbiotei pana la mai mult
de 185 de tulpini bacteriene. De exemplu, in unele realizari, tratamentul sau prevenirea conduce la
cresterea diversitatii microbiotei pana la mai mult de 190 de tulpini bacteriene.

in unele realizari, tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea diversitatii microbiotei
cu cel putin un gen bacterian (de exemplu cu cel putin doud, trei, patru, cinci, sase, sapte, opt, noua
sau zece genuri bacteriene). In unele realiziri, tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea
diversitatii microbiotei cu cel putin o specie bacteriana (de exemplu cu cel putin doud, trei, patru,
cinci, sase, sapte, opt, noud, zece, 12, 15, 17 sau 20 de specii bacteriene). in unele realizari,
tratamentul sau prevenirea conduce la cresterea diversitatii microbiotei cu cel putin o tulpind
bacteriana (de exemplu cu cel putin doua, trei, patru, cinci, sase, sapte, opt, nouad, zece, 12, 15, 17,
20 sau 25 de tulpini bacteriene).

in unele realiziri, divulgarea furnizeazi o compozitie cuprinzand o tulpind bacteriana din
genul Blautia, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a unei boli sau tulburari
asociate cu stabilitate redusa a microbiotei in comparatie cu stabilitatea microbiotei la un subiect
sdndtos (sau in comparatic cu o populatie de subiecti sandtosi). Prin ,stabilitate redusd a
microbiotei” se intelege cd diversitatea microbiotei nu ramane asa de stabilda si de asemenea
numarul relativ al diferitelor Genuri in microbiotd nu ramane asa de stabil ca stabilitatea observata
la un subiect sinitos sau intr-o populatie de subiecti sinitosi. in unele realizari, inducerea
stabilitatii microbiotei conduce la o stabilitate indusd pana la un nivel similar celui care este
prezent la un subiect sandtos, sau intr-o populatie de subiecti sanitosi. In unele realizari, inducerea
stabilitatii microbiotei conduce la o stabilitate indusa pana la acelasi nivel ca cel care este prezent
la un subiect sanitos, sau intr-o populatie de subiecti sinitosi. In mod similar, divulgarea
furnizeaza o metoda de tratare sau prevenire a unei boli sau tulburari asociate cu stabilitate redusa
a microbiotei In care metoda cuprinde administrarea unei compozitii cuprinzdnd o tulpind
bacteriand din genul Blautia. De exemplu, patogeneza unor boli sau tulburari este caracterizata
prin stabilitate redusad a microbiotei. Exemplele de astfel de boli si tulburari sunt IBS, IBD, diabet
(de exemplu diabet de tip 2), boli alergice, boli autoimune si boli/tulburari metabolice.
Corespunzator, in unele realizari, divulgarea furnizeazd o compozitie cuprinzand o tulpind
bacteriand din genul Blautia, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a unei boli sau
tulburari asociate cu stabilitate redusd a microbiotei, in care tratamentul sau prevenirea cuprinde
inducerea stabilitatii microbiotei. in unele realizari, boala sau tulburarea este selectata dintre IBS,
IBD, diabet (de exemplu diabet de tip 2), boli alergice, boli autoimune si boli/tulburari metabolice.
In unele realiziri, boala sau tulburarea este IBS sau IBD. In unele realiziri, boala sau tulburarea
este IBS. Corespunzator, in unele realizari, divulgarea furnizeaza o compozitie cuprinzand o
tulpina bacteriana din genul Blautia, pentru utilizare intr-o metoda de tratare sau prevenire a 1BS
sau IBD, in care tratamentul sau prevenirea cuprinde inducerea stabilitatii microbiotei.

in unele realiziri, inventia furnizeazi o compozitie cuprinzand o tulpina bacteriani din
specia Blautia hydrogenotrophica, pentru utilizare in tratarea sau prevenirea sindromului de colon
iritabil in care tratamentul sau prevenirea cuprinde cresterea diversitatii microbiotei subiectului
cuprinzand 1n plus diagnosticarea unui subiect ca avand un nivel redus al diversitatii microbiotei si
apoi dacd un nivel redus de diversitate este descoperit ca fiind prezent, administrarea unei
compozitii cuprinzand o tulpind bacteriand din genul Blautia hydrogenotrophica cétre subiect.

in unele realiziri, divulgarea furnizeaza o metoda de tratament sau prevenire a unei boli
sau tulburari asociate cu stabilitate redusa a microbiotei fatd de stabilitatea microbiotei la un
subiect sanatos in care metoda cuprinde diagnosticarea unui subiect ca avand stabilitate redusa a
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microbiotei si apoi daca stabilitatea redusa este descoperita ca fiind prezentd, administrarea unei
compozitii cuprinzand o tulpind bacteriana din genul Blautia cétre subiect.

Tulpina bacteriand din compozitie este de Blautia hydrogenotrophica. Tulpinile strans
inrudite au o secventd de ARNr de 16s care este cel putin 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identicd cu secventa de ARNr de 16s a unei tulpini bacteriene de Blautia hydrogenotrophica.
Tulpina bacteriand poate avea o secventd de ARNr de 16s care este cel putin 97%, 98%, 99%,
99,5% sau 99,9% identica cu SEQ ID NO:5. Preferabil, tulpina bacteriana are secventa de ARNr
de 16s din SEQ ID NO:5. Cel mai preferabil, tulpina bacteriana din compozitie este tulpina de
Blautia hydrogenotrophica depozitatd sub numarul de acces DSM 10507/14294.

in anumite realiziri, compozitia inventiei este pentru administrare orald. Administrarea
orala a tulpinilor inventiei poate fi eficientd pentru cresterea diversitatii microbiotei si/sau
inducerea stabilitatii microbiotei. De asemenea, administrarea orald este convenabila pentru
subiecti si practicieni si permite administrarea si/sau colonizarea partiala sau totala a intestinului.

in anumite realizari, compozitia inventiei cuprinde unul sau mai multi excipienti sau
purtatori acceptabili farmaceutic.

in anumite realizdri, compozitia inventiei cuprinde o tulpini bacteriani care a fost
liofilizata. Liofilizarea este o tehnicd eficientd si convenabild pentru prepararea de compozitii
stabile care permit administratrea bacteriilor, si s-a ardtat cd furnizeazd compozitii eficiente in
exemple.

in anumite realiziri, inventia furnizeazi un produs alimentar cuprinzand compozitia cum
s-a definit in revendicari.

in anumite realizari, inventia furnizeaza o compozitie de vaccin cuprinzand compozitia
cum s-a definit in revendicari.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1: Comparatie a microbiotei la pacientii sanatosi si cu IBS.

Figura 2: Comparatie a diversitatii microbiotei intre Ziua 16 si Ziua 1 pentru pacientii sanatosi si
cu IBS dupa tratamentul cu BlautiX sau placebo.

Figura 3: A) Interconectivitatea microbiomului la pacientii sanatosi la Ziua 1, Ziua 16 si sfarsitul
studiului dupa tratamentul cu BlautiX, B) Interconectivitatea microbiomului la pacientii cu IBS la
Ziua 1, Ziva 16 si sfarsitul studiului dupa tratamentul cu BlautiX. Rezultatele interconectivitatii
Figura 3A sunt de asemenea prezentate in Figurile 3A1, 3A2 si 3A3, in mod respectiv. Rezultatele
interconectivitatii observate n Ziua 1, Ziua 16 si la Sfarsitul studiului pentru pacientii cu IBS care
sunt prezentate in Figura 3B sunt de asemenea prezentate in Figurile 3B1, 3B2 si 3B3, in mod
respectiv.

Figura 4: O comparatie a instabilitatii in profilurile microbiotei la pacientii sidnatosi si cu IBS
dupa tratamentul cu BlautiX sau placebo la A) Ziua 16 si Ziua 1, B) sfarsitul studiului si Ziua 1 si
C) sfarsitul studiului si Ziuva 16.

Figura 5: Comparatie a diversitatii microbiotei la diferite momente de timp pentru pacientii
sanatosi si cu IBS dupa tratamentul cu BlautiX.

Figura 6: A) Reteaua de excludere reciproca la pacientii sanatosi la Ziua 1, Ziua 16 si sfarsitul
studiului dupa tratamentul cu BlautiX, B) Reteaua de excludere reciproca la pacientii cu IBS la
Ziua 1, Ziua 16 si sfarsitul studiului dupa tratamentul cu BlautiX. Rezultatele excluderii reciproce
Figura 6A sunt de asemenea prezentate in Figurile 6A1, 6A2 si 6A3, in mod respectiv. Rezultatele
excluderii reciproce observate in Ziua 1, Ziua 16 si la Sfarsitul studiului pentru pacientii cu IBS
care sunt prezentate In Figura 6B sunt de asemenea prezentate in Figurile 6B1, 6B2 si 6B3, in mod
respectiv.

Figura 7: Gruparea ierarhica a microbiotei.

Figura 8: Comparatie a profilurilor microbiotei inainte (D14) (Ziua 14) si dupa (D32) tratamentul
cu Blautix pe baza deosebirilor Bray-Curtis.

Figura 9: (A) Vizualizare a profilurilor microbiotei din diferite grupuri la D-14 (Ziua 14) utilizand
PCoA pe baza deosebirilor Bray-Curtis. (B) Vizualizare a profilurilor microbiotei din grupuri la
D14 utilizand PCoA pe baza deosebirilor Bray-Curtis. (C) Diferenta semnificativa (valoarea
p=0,002) in profilurile microbiotei pentru grupul cu Blautix a fost observata peste punctele in
timp.

Figura 10: Comparatie a profilurilor microbiotei pentru tratamentul cu Blautix la punctele in timp
de studiu (D-14, D-1, D34) pe baza deosebirilor Bray-Curtis.
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DIVULGAREA INVENTIEI
Tulpinile bacteriene

Compozitiile pentru utilizare conform inventiei cuprind o tulpind bacteriana din genul
Blautia hydrogenotrophica. Exemplele demonstreazd céd bacteriile din aceste specii sunt utile
pentru cresterea diversitatii microbiotei si/sau inducerea stabilitdtii microbiotei. Cea mai preferata
este bacteria depozitata sub numarul de acces DSM 10507/14294.

Speciile Blautia sunt bacterii pozitive la reactia Gram, ne-mobile care pot fi fie cocoide
fie ovale si toate sunt obligat anaerobe care produc acid acetic ca produs final major al fermentarii
glucozei [25]. Blautia poate fi izolatd din intestinul uman, desi B. producta a fost izolata dintr-0
mostra cu septicemie.

Blautia hydrogenotrophica (cunoscuté anterior ca Ruminococcus hydrogeno-trophicus) a
fost izolata din intestinele mamiferelor, este strict anaeroba, si metabolizeaza H,/CO; la acetat,
care poate fi important pentru nutritia omului §i sdndtate. Tulpina tip de Blautia
hydrogenotrophica este S5a33 = DSM 10507 = JCM 14656. Numarul de acces al GenBank pentru
secventa genei ARNr de 16S a tulpinii de Blautia hydrogenotrophica S5a36 este X95624.1
(divulgatd in acest document ca SEQ ID NO:5). Aceasta tulpind exemplara de Blautia
hydrogenotrophica este descrisa in [25] si [26]. Tulpina S5a33 si tulpina S5a36 corespund la doud
subclone ale unei tulpini acetogene izolata dintr-o mostrd de fecale a unui subiect sanatos. Ele
prezintd morfologie, fiziologie si metabolism identice si au secvente identice de ARNr de 16S.
Astfel, in unele realizari, Blautia hydrogenotrophica pentru utilizare in inventie are secventa de
ARNr de 16s din SEQ ID NO:5.

Bacteria Blautia hydrogenotrophica depozitata sub numarul de acces DSM 10507 si de
asemenea sub numarul de acces DSM 14294 a fost testatd in exemple si este de asemenea
mentionata 1n acest document ca tulpina BH. Tulpina BH a fost depozitata cu Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen [Colectia germana de microorganisme] (Mascheroder Weg 1b, 38124
Braunschweig, Germania) pe 10 mai 2001 ca ,,Ruminococcus hydrogenotrophicus® sub numarul
de acces DSM 10507 si de asemenea sub numarul de acces DSM 14294. Deponentul a fost INRA
Laboratoire de Microbiologie CR de Clermont-Ferrand/Theix 63122 Saint Genes Champanelle,
Franta. Proprietatea bacteriei depozitate ca DSM 10507 si DSM 14294 a trecut prin cesiune cétre
4D Pharma Plc.

Tulpinile bacteriene strans inrudite cu tulpina testatd in exemple sunt de asemenca
asteptate sa fie eficiente pentru cresterea diversitatii microbiotei si/sau inducerea stabilitatii
microbiotei. In anumite realizari, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie are o secvent de
ARNTr de 16s care este cel putin 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identica cu secventa de ARNr
de 16s a unei tulpini bacteriene de Blautia hydrogenotrophica. Preferabil, tulpina bacteriand pentru
utilizare in inventie are o secventd de ARNr de 16s care este cel putin 97%, 98%, 99%, 99,5% sau
99,9% identica cu SEQ ID NO:5. Preferabil, tulpina bacteriana pentru utilizare in inventie are o
secventda de ARNr de 16s care are secventa din SEQ ID NO:5.

Tulpinile de Blautia hydrogenotrophica care sunt biotipuri ale bacteriei depozitate sub
numarul de acces DSM 10507/14294 sunt de asemenea asteptate si fie eficiente pentru cresterea
diversitatii microbiotei si/sau inducerea stabilitatii microbiotei. Un biotip este o tulpind strans
inrudita care are aceleasi caracteristici fiziologice si biochimice sau foarte similare.

Tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depozitate sub numarul de acces DSM
10507/14294 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie pot fi identificate prin secventierea
altor secvente de nucleotide pentru o bacterie depozitata sub numarul de acces DSM 10507/14294.
De exemplu, substantial intregul genom poate fi secventiat si o tulpina biotip pentru utilizare in
inventie poate avea cel putin 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventa asupra a cel
putin 80% din intregul sdu genom (de exemplu asupra a cel putin 85%, 90%, 95% sau 99%, sau
asupra intregului sau genom). De exemplu, in unele realizari, o tulpind biotip are cel putin 98%
identitate de secventd asupra a cel putin 98% din genomul sau sau cel putin 99% identitate de
secventd asupra a 99% din genomul sdu. Alte secvente adecvate pentru utilizare in identificarea
tulpinilor biotip pot include hsp60 sau secvente repetitive cum ar fi BOX, ERIC, (GTG)s, sau REP
sau [28]. Tulpinile biotip pot avea secvente cu cel putin 97%, 98%, 99%, 99,5% sau 99,9%
identitate de secventa cu secventa corespunzatoare a unei bacterii depozitate sub numarul de acces
DSM 10507/14294. In unele realizari, o tulpina biotip are o secventa cu cel putin 97%, 98%, 99%,
99,5% sau 99,9% identitate de secventd cu secventa corespunzatoare a tulpinii de Blautia
hydrogenotrophica depozitata sub numarul de acces DSM 10507/14294 si cuprinde o secventa de
ARNr de 16s care este cel putin 99% identica (de exemplu cel putin 99,5% sau cel putin 99,9%
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identicd) cu SEQ ID NO:5. In unele realiziri, o tulpini biotip are o secventi cu cel putin 97%,
98%, 99%, 99,5% sau 99,9% identitate de secventa cu secventa corespunzatoare a tulpinii de
Blautia hydrogenotrophica depozitatad sub numarul de acces DSM 10507/14294 si are secventa de
ARNr de 16s din SEQ ID NO:5.

Alternativ, tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depozitate sub numarul de acces
DSM 10507/14294 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie pot fi identificate prin
utilizarea depozitului cu numarul de acces DSM 10507/14294 si analiza cu fragment de restrictie
si/sau analiza PCR, de exemplu prin utilizarea polimorfismului lungimii fragmentelor amplificat
fluorescent (FAFLP) si amprentarea prin PCR cu element de ADN repetitiv (rep), sau profilarea
proteinelor, sau secventierea partiali a ADNr de 16S sau 23s. In realizirile preferate, astfel de
tehnici pot fi utilizate pentru a identifica alte tulpini de Blautia hydrogenotrophica.

in anumite realizari, tulpinile care sunt biotipuri ale unei bacterii depozitate sub numarul
de acces DSM 10507/14294 si care sunt adecvate pentru utilizare in inventie sunt tulpini care
furnizeaza acelasi tipar cu o bacterie depozitatd sub numarul de acces DSM 10507/14294 cand s-a
analizat prin analiza de restrictie a ADN-ului ribozomal amplificat (ARDRA), de exemplu cand se
utilizeazd enzima de restrictie Sau3Al (pentru metode exemplare si Indrumare vezi, de
exemplu,[29]). Alternativ, tulpinile biotip sunt identificate ca tulpini care au aceleasi tipare de
fermentare a carbohidratilor precum o bacterie depozitatda sub numarul de acces DSM
10507/14294.

Alte tulpini de Blautia hydrogenotrophica care sunt utile in compozitiile si metodele
inventiei, cum ar fi biotipurile unei bacterii depozitate sub numarul de acces DSM 10507/14294,
pot fi identificate utilizdnd orice metoda sau strategie adecvata, incluzand testele descrise in
exemple. De exemplu, tulpinile pentru utilizare in inventie pot fi identificate prin cultivarea
bacteriilor si administrarea la sobolani pentru testare in testul de distensie. In particular, tulpinile
bacteriene care au tipare de crestere, tip metabolic si/sau antigeni de suprafatd similare cu o
bacterie depozitata sub numarul de acces DSM 10507/14294 pot fi utile in inventie. O tulpind utila
va avea o activitate modulatoare a microbiotei comparabila cu tulpina DSM 10507/14294. in
particular, o tulpina biotip va declansa efecte comparabile asupra microbiotei cu efectele
prezentate In Exemple, care pot fi identificate prin utilizarea protocoalelor de cultivare si
administrare descrise in Exemple.

O tulpina preferata in mod special a inventiei este tulpina de Blautia hydrogenotrophica
depozitatd sub numarul de acces DSM 10507/14294. Aceasta este tulpina de BH exemplara testata
in exemple si dovedita a fi eficientd pentru cresterea diversititii microbiotei si/sau inducerea
stabilitatii microbiotei. Prin urmare, inventia furnizeaza o celuld, cum ar fi o celuld izolatd, a
tulpinii de Blautia hydrogenotrophica depozitata sub numaérul de acces DSM 10507/14294, sau o
derivatd a acesteia, pentru utilizare in terapie, in particular pentru bolile si tulburarile descrise in
acest document.

O derivata a tulpinii depozitate sub numarul de acces DSM 10507/14294 poate fi o
tulpina fiica (descendentd) sau o tulpina cultivata (subclonatd) din cea originala. O derivata a unei
tulpini a inventiei poate fi modificatid, de exemplu la nivel genetic, fara a elimina activitatea
biologica. In particular, o tulpina derivata a inventiei este activa terapeutic. O tulpini derivati va
avea activitate modulatoare a microbiotei comparabila cu tulpina DSM 10507/14294 originald. in
particular, o tulpind derivatd va declansa efecte comparabile asupra microbiotei cu efectele
prezentate In Exemple, care pot fi identificate prin utilizarea protocoalelor de cultivare si
administrare descrise In Exemple. O derivata a tulpinii DSM 10507/14294 va fi in general un
biotip al tulpinii DSM 10507/14294.

Referirile la celulele din tulpina de Blautia hydrogenotrophica depozitata sub numarul de
acces DSM 10507/14294 cuprind orice celule care au aceleasi caracteristici de sigurantd si
eficacitate terapeuticd precum tulpinile depozitate sub numarul de acces DSM 10507/14294, si
astfel de celule sunt cuprinse de inventie.

in realizarile preferate, tulpinile bacteriene din compozitiile inventiei sunt viabile si
capabile sa colonizeze partial sau total intestinul.

Utilizarile terapeutice

Compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in cresterea diversitatii microbiotei, asa cum
s-a definit in revendicari. Diversitatea redusd a microbiotei este asociatd cu numeroase boli §i
tulburari patologice, si exemplele demonstreaza ca compozitiile inventiei pot fi eficiente pentru
cresterea diversitatii microbiotei. Corespunzator, boala sau tulburarea de tratat sau prevenit
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utilizdind o compozitie a inventiei este preferabil o boald sau tulburare asociatd cu un nivel de
diversitate a microbiotei care este redus fata de diversitatea microbiotei unui subiect sanatos, cum
s-a definit 1n revendicari. Astfel, in unele realizari, boala sau tulburarea poate fi asociatd cu un
nivel de diversitate a microbiotei care este redus fatd de diversitatea microbiotei unui subiect
sanatos si de asemenea poate fi asociatd cu o stabilitate redusa a microbiotei.

Compozitiile inventiei sunt pentru utilizare in tratarea sau prevenirea IBS. Tratamentul
sau prevenirea cuprinde cresterea diversitatii microbiotei si/sau inducerea stabilitatii microbiotei la
subiect.

in realizarile preferate, compozitiile inventiei cuprind bacteria depozitati sub numarul de
acces DSM 10507/14294 si sunt pentru utilizare in cresterea diversitatii microbiotei la subiect in
tratamentul IBS.

in anumite realiziri, compozitiile sunt pentru utilizare la subiectii care prezinti, sau sunt
de asteptat sa prezinte, niveluri reduse ale diversitatii microbiotei, de exemplu, atunci cand se
compara cu un subiect sandtos, sau o populatie de subiecti sandtosi. De exemplu, in unele realizari,
compozitia este pentru utilizare in tratarea unui subiect avand mai putin de 101 specii bacteriene
diferite (de exemplu mai putin de 100, 99, 98, 97, 96, 95, 93, 90, 85, 80, 75 sau 70 de specii
bacteriene) si/sau mai putin de 195 de tulpini diferite (de exemplu mai putin de 193, 190, 187, 185,
183, 180, 175, 170, 165, 160, 150, 140 de tulpini bacteriene) in microbiota sa. De exemplu, in
unele realizari, compozitia este pentru utilizare in tratarea unui subiect care are cel putin un gen
bacterian (de exemplu cel putin 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 genuri bacteriene) mai putin in
microbiota intestinald a sa in comparatie cu un subiect sanatos sau in comparatie cu o populatie de
subiecti sanatosi. In unele realizari, tratamentul sau prevenirea cuprinde o etapa de diagnosticare a
unui subiect ca avand un nivel redus al diversitatii microbiotei si apoi dacd un nivel redus de
diversitate este descoperit ca fiind prezent, subiectul este apoi tratat cu o compozitie conform
inventiei.

In anumite realiziri, subiectul este un nou niscut. In anumite realiziri, subiectul este un
copil. In anumite realiziri, subiectul este un adult.

in anumite realiziri, subiectul este un subiect sinitos. De exemplu, in unele realiziri in
care compozifia este utilizatad pentru prevenirea unei boli sau tulburari, subiectul este un subiect
sanatos, optional unul identificat ca fiind la risc de a dezvolta o boald sau tulburare caracterizata
prin o reducere a diversitatii microbiotei.

In anumite realizari, subiectul a primit anterior, primeste, sau va primi un tratament cu
antibiotic. Corespunzator, in unele realizari, tratamentul sau prevenirea cuprinde administrarea
compozitiei inventiei dupd, impreund cu, sau nainte de tratamentul cu antibiotic. Compozitia
inventiei si acel unul sau mai multe antibiotice poate fi pentru administrare separata, simultana sau
secventiala.

in unele realiziri, compozitia inventiei este pentru utilizare intr-o metoda de crestere a
diversitatii microbiotei la un subiect avand un nivel crescut de hidrogen in respiratia sa fata de un
subiect sanitos. In unele realiziri, compozitia inventiei este pentru utilizare in reducerea nivelului
de hidrogen in respiratia unui subiect care prezintd sau care este asteptat sa prezinte un nivel redus
de diversitate a microbiotei sale. Subiectul este preferabil un subiect diagnosticat ca avand IBS.
Tratamentul cu o compozitie a inventiei reduce nivelul de hidrogen detectat in testele de respiratie
pentru hidrogen. Corespunzator, nivelurile de hidrogen sunt preferabil evaluate utilizand un test al
respiratiei pentru hidrogen. Testul respiratiei pentru hidrogen este bine cunoscut in domeniu si
astfel persoana calificatd va sti cum si efectueze un astfel de test. In unele realiziri, subiectului 7
este administratd lactuloza ca substrat pentru test.

Testul respiratiei pentru hidrogen este de asemenea o unealta utild pentru monitorizarea
eficacitatii sau eficacitatii probabile a cresterii diversitatii microbiotei §i a tratamentului sau
prevenirii utilizdnd o compozitie a inventiei. De exemplu, o reducere a nivelului de hidrogen
detectat in respiratia unui subiect dupa tratamentul cu o compozitie a inventiei poate indica ca
tratamentul are un efect de crestere, stabilizare, terapeutic sau preventiv. Corespunzator, in unele
realizari utilizarile inventiei cuprind suplimentar monitorizarea nivelului de hidrogen in respiratia
unui subiect in timpul si/sau dupa tratamentul cu o compozitie a inventiei si prin urmare evaluarea
eficacitatii sau eficacitatii probabile a cresterii, stabilizarii, tratamentului sau prevenirii. De
exemplu, nivelurile de hidrogen pot fi monitorizate de una sau mai multe (de exemplu 1, 2, 3, 4
sau mai mult de 4) ori, de exemplu, incluzand inaintea tratamentului, la inceperea tratamentului, in
timpul tratamentului, la sfarsitul tratamentului si/sau dupa tratament, dupa cum se doreste. In unele
realizari, nivelul de hidrogen in respiratia subiectului la sfarsitul si/sau dupa perioada de dozare (in
timpul cdreia compozitia este administratd subiectului) este comparat cu nivelul de la inceputul
si/sau naintea perioadei de dozare si o reducere a nivelului indicad eficacitatea sau eficacitatea
probabila a cresterii, stabilizarii, tratamentului sau prevenirii. De exemplu, in realizérile in care
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perioada de dozare este de 16 zile, poate fi dezirabil sd se facd masuratori in ziua 1 si ziua 16, sau
de exemplu in ziua 1, ziua 2, ziua 15 si ziua 16. In unele realizari, sunt luate mai multe masuratori
si este obtinutd media acelor masuratori (de exemplu, media din ziua 1 si ziua 2 i media din ziua
15 si ziua 16). In unele realiziri, o reducere de cel putin 40 ppm a nivelului Cmax de hidrogen
indica faptul ca cresterea, stabilizarea, tratamentul sau prevenirea este eficienta sau probabila sa fie
eficienta. In unele realizari, nivelul de hidrogen in respiratia subiectului este masurat numai o dati,
de exemplu, la sfarsit sau dupa tratament, si descoperirea ca nivelul este la sau aproape de un nivel
predeterminat este indicator ca cresterea, stabilizarea, tratamentul sau prevenirea este probabila sa
fi fost eficientd. Testul respiratiei pentru hidrogen este un test standard si astfel nivelurile
predeterminate sunt cunoscute in domeniu.

Tratamentul sau prevenirea se poate referi la, de exemplu, o ameliorare a severitatii
simptomelor sau o reducere a frecventei exacerbdrilor sau a gamei de declansatoare care sunt o
problema pentru subiect.

Bacteriile din microbiotd pot fi detectate in fecalele de la un subiect, utilizand tehnici
standard, cum ar fi tehnicile gPCR utilizate in exemple.

Modurile de administrare

Preferabil, compozitiile inventiei trebuie sa fie administrate tractului gastrointestinal
pentru a permite distribuirea la nivelul si/sau colonizarea partiala sau totald a intestinului cu
tulpina bacteriana a inventiei, cum s-a definit in revendicari. In general, compozitiile inventiei sunt
administrate oral, dar acestea pot fi administrate rectal, intranazal, sau pe caile bucald sau
sublinguala.

in anumite realizari, compozitiile inventiei pot fi administrate ca o spumid, ca o
pulverizare sau un gel.

in anumite realiziri, compozitiile inventiei pot fi administrate ca supozitor, cum ar fi un
supozitor rectal, de exemplu sub forma unei compozitii de ulei de Theobroma (unt de cacao),
grasime tare sintetica (de exemplu Suppocire, Witepsol), glicero-gelatina, polietilen glicol, sau
glicerina de sapun.

in anumite realizari, compozitia inventiei este administrati tractului gastrointestinal
printr-un tub, cum ar fi un tub nasogastric, tub orogastric, tub gastric, tub de jejunostomie (tub J),
gastrostomie endoscopica percutanata (PEG), sau un port, cum ar fi un port de perete toracic care
furnizeaza acces la stomac, jejun si alte porturi de acces adecvate.

Compozitiile inventiei pot fi administrate o datd, sau pot fi administrate secvential ca
parte a unui regim de tratament. In anumite realiziri, compozitiile inventiei trebuie si fie
administrate zilnic. Exemplele demonstreaza ca administrarea zilnica furnizeaza o colonizare cu
succes si beneficii clinice.

In anumite realizari, compozitiile inventiei sunt administrate regulat, cum ar fi zilnic, la
fiecare doua zile, sau saptamanal, pentru o perioada extinsa de timp, cum ar fi timp de cel putin o
sdptamand, doua saptimani, o luna, doua luni, sase luni, sau un an. Exemplele demonstreaza ca
administrarea de B. hydrogenotrophica nu poate conduce la colonizarea permanenta a intestinului,
astfel administrarea regulatd pentru perioade extinse de timp poate furniza beneficii terapeutice
si/sau profilactice mai mari.

In anumite realizari ale inventiei, tratamentul conform inventiei este insotit de evaluarea
microbiotei intestinale a pacientului. Tratamentul poate fi repetat daca distribuirea si/sau
colonizarea partiala sau totald cu tulpina inventiei nu este obtinutd astfel incét eficacitatea nu este
observata, sau tratamentul poate fi incetat daca distribuirea si/sau colonizarea partiald sau totala
este cu succes si eficacitatea este observata.

in anumite realizdri, compozitia inventiei poate fi administratd unui animal gestant, de
exemplu un mamifer cum ar fi un om pentru a preveni nivelurile reduse de diversitate in
microbiota si/sau stabilitatea redusa a microbiotei care se dezvolta la copilul ei in utero si/sau dupa
ce acesta este ndscut.

Compozitiile inventiei pot fi administrate unui subiect care a fost diagnosticat cu
diversitate redusa a microbiotei fata de un subiect sanatos si/sau stabilitate redusa a microbiotei
sau o boala sau tulburare asociata cu diversitate redusa a microbiotei fata de un subiect sanatos
si/sau stabilitate redusd a microbiotei, sau care a fost identificat ca fiind la risc de diversitate
redusd a microbiotei fatd de un subiect sanatos si/sau stabilitate redusa a microbiotei. Compozitiile
pot fi de asemenea administrate ca o masura profilactici pentru a preveni dezvoltarea de
diversitate redusa a microbiotei fatd de un subiect sanatos si/sau stabilitate redusa a microbiotei la
un subiect sanatos.
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Compozitiile inventiei pot fi administrate la un subiect care a fost identificat ca avand o
microbiotd anormala in intestin. De exemplu, subiectul poate avea o colonizare redusa sau absenta
cu Blautia, si in particular Blautia hydrogenotrophica, Blautia stercoris sau Blautia wexlerae.

Compozitiile inventiei pot fi administrate ca un produs alimentar, cum ar fi un supliment
nutritional.

in general, compozitiile inventiei sunt pentru tratamentul oamenilor, desi ele pot fi
utilizate pentru a trata animale incluzand mamifere monogastrice cum ar fi pasari de curte, porci,
pisici, caini, cai sau iepuri. Compozitiile inventiei pot fi utile pentru amplificarea cresterii si
performantei animalelor. Daca sunt administrate la animale, poate fi utilizat gavajul oral.

Comporzitiile

in general, compozitia inventiei cuprinde bacterii, asa cum sunt definite in revendicari. In
realizarile preferate ale inventiei, compozitia este formulatd sub forma criodesicatd. De exemplu,
compozitia inventiei poate cuprinde granule sau capsule de gelatind, de exemplu capsule de
gelatina tari, cuprinzand o tulpina bacteriana inventiei.

Preferabil, compozitia inventiei cuprinde bacterii liofilizate. Liofilizarea bacteriilor este o
procedura bine-stabilitd si indrumarea relevanta este disponibild in, de exemplu, referintele [30-
32]. Exemplele demonstreaza ca compozitiile liofilizate sunt eficiente in mod special.

Alternativ, compozitia inventiei poate cuprinde o culturd bacteriana vie, activa.

in unele realizari, tulpina bacteriand din compozitia inventiei nu a fost inactivati, de
exemplu, nu a fost inactivatd prin cildura. In unele realiziri, tulpina bacteriand din compozitia
inventiei nu a fost omoratd, de exemplu, nu a fost omorata prin cildurd. in unele realizari, tulpina
bacteriana din compozitia inventiei nu a fost atenuata, de exemplu, nu a fost atenuata prin caldura.
De exemplu, in unele realiziri, tulpina bacteriand din compozitia inventiei nu a fost omorata,
inactivata si/sau atenuatd. De exemplu, in unele realizari, tulpina bacteriand din compozitia
inventiei este vie. De exemplu, in unele realizari, tulpina bacteriana din compozitia inventiei este
viabila. De exemplu, in unele realizari, tulpina bacteriand din compozitia inventiei este capabila sa
colonizeze partial sau total intestinul. De exemplu, in unele realizari, tulpina bacteriana din
compozitia inventiei este viabila si capabild sd colonizeze partial sau total intestinul.

in unele realizari, compozitia cuprinde un amestec de tulpini bacteriene vii si tulpini
bacteriene care au fost omorate.

in realizarile preferate, compozitia inventiei este incapsulati pentru a permite distribuirea
tulpinii bacteriene intestinului. Incapsularea protejeaza compozitia de degradare pana la distribuire
la locul tintei prin, de exemplu, rupere cu stimuli chimici sau fizici cum ar fi presiune, activitate
enzimaticd, sau dezintegrare fizica, care poate fi declansata de modificarile in pH. Orice metoda
adecvatd de incapsulare poate fi utilizata. Tehnicile exemplare de incapsulare includ capturarea
intr-o matrice poroasd, atagarea sau adsorbtia pe suprafete solide purtatoare, auto-agregarea prin
floculare sau cu agenti de reticulare, si izolarea mecanica in spatele unei membrane microporoase
sau o microcapsuld. Indrumarea asupra incapsuldrii care poate fi utili pentru prepararea
compozitiilor inventiei este disponibild, de exemplu, in referintele [33] si [34].

Compozitia poate fi administratd oral si poate fi sub forma unei tablete, capsule sau a
unei pulberi. Produsele incapsulate sunt preferate deoarece Blautia sunt anaerobe. Alte ingrediente
(cum ar fi vitamina C, de exemplu), pot fi incluse precum captatori de oxigen si substraturi
prebiotice pentru a imbunatati distribuirea si/sau colonizarea partiald sau totald si supravietuirea in
vivo. Alternativ, compozitia de probiotic a inventiei poate fi administratd oral ca un produs
alimentar sau nutritional, cum ar fi un produs lactat fermentat pe bazd de lapte sau zer, sau ca un
produs farmaceutic.

Compozitia poate fi formulata ca probiotic.

O compozitie a inventiei include o cantitate eficienta terapeutic dintr-o tulpina bacteriana
a inventiei, cum s-a definit in revendicari. O cantitate eficientd terapeutic dintr-o tulpina bacteriana
este suficientd pentru a exercita un efect benefic asupra unui subiect. O cantitate eficienta
terapeutic dintr-o tulpind bacteriand poate fi suficientd pentru a conduce la distribuirea in si/sau
colonizarea partiald sau totald a intestinului subiectului.

O doza zilnica adecvatd din bacterii, de exemplu pentru un om adult, poate fi de la
aproximativ 1 x 10° pana la aproximativ 1 x 10! unititi formatoare de colonii (CFU); de exemplu,

de la aproximativ 1 x 107 pani la aproximativ 1 x 10'° CFU; intr-un alt exemplu de la
aproximativ 1 x 107 pand la aproximativ 1 x 10 CFU; intr-un alt exemplu de la
aproximativ 1 x 108 pana la aproximativ 1 x 10° CFU; intr-un alt exemplu de la
aproximativ 1 x 10® pani la aproximativ 1 x 101* CFU; intr-un alt exemplu de la aproximativ

1 x 10° pana la aproximativ 1 x 10%° CFU.
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in anumite realizari, doza de bacterii este de cel putin 10° celule per zi, cum ar fi cel putin
109, cel putin 10*, sau cel putin 10*2 celule per zi.

in anumite realizari, compozitia contine tulpina bacteriani intr-0 cantitate de la
aproximativ 1 x 10° pani la aproximativ 1 x 10 CFU/g, raportat la greutatea compozitiei; de
exemplu, de la aproximativ 1 x 108 pana la aproximativ 1 x 10 CFU/g. Doza poate fi, de
exemplu, 1 g, 3g, 5g, si 10g.

De obicei, un probiotic, cum ar fi compozitia inventiei, este combinat optional cu cel
putin un compus prebiotic adecvat. Un compus prebiotic este uzual un carbohidrat ne-digerabil
cum ar fi o oligo- sau polizaharida, sau un alcool din zahdr, care nu este degradat sau absorbit in
tractul digestiv superior. Prebioticele cunoscute includ produse comerciale cum ar fi inulina si
transgalacto-oligozaharidele.

in anumite realizari, compozitia de probiotic a prezentei inventii include un compus
prebiotic intr-o cantitate de la aproximativ 1 pand la aproximativ 30% din masd, raportat la
greutatea totala a compozitiei, (de exemplu de la 5 pana la 20% din masa). Carbohidratii pot fi
selectati din grupul constand din: fructo-oligozaharide (sau FOS), fructo-oligozaharide cu catena
scurtd, inulind, izomalt-oligozaharide, pectine, xilo-oligozaharide (sau XOS), chitosan-
oligozaharide (sau COS), beta-glucani, guma arabicd modificatd si amidonuri rezistente,
polidextroza, D-tagatozi, fibre de acacia, fibre de roscova, oviz, si citrice. Intr-un aspect,
prebioticele sunt fructo-oligozaharide cu catend scurta (pentru simplitate prezentate in acest
document mai jos ca FOS-c.c); mentionatele FOS-c.c. nu sunt carbohidrati digerabili, obtinuti in
general prin conversia zahdrului din sfecla si incluzand o moleculd de zaharoza la care sunt legate
trei molecule de glucoza.

Compozitiile inventiei pot cuprinde excipienti sau purtatori acceptabili farmaceutic.
Exemplele de astfel de excipienti adecvati pot fi gasite in referinta [35]. Purtatorii sau diluantii
acceptabili pentru utilizare terapeutica sunt bine cunoscuti in domeniul farmaceutic si sunt descrisi,
de exemplu, in referinta [36]. Exemplele de purtatori adecvati includ lactoza, amidon, glucoza,
metil celuloza, stearat de magneziu, manitol, sorbitol si altii asemenea. Exemplele de diluanti
adecvati includ etanol, glicerol si apa. Alegerea purtatorului farmaceutic, a excipientului sau a
diluantului poate fi selectatd in functie de calea de administrare intentionatd si de practica
farmaceutica standard. Compozitiile farmaceutice pot cuprinde ca, sau in plus fatd de, purtator,
excipient sau diluant orice liant(ti) adecvat, lubrifiant(ti), agent(ti) de punere in suspensie, agent(i)
de acoperire, agent(ti) de solubilizare. Exemplele de lianti adecvati includ amidon, gelatina,
zaharuri naturale cum ar fi glucoza, lactozd anhidrd, lactoza cu curgere liberd, beta-lactoza,
indulcitori din porumb, gume naturale si sintetice, cum ar fi de acacia, tragacanta sau alginat de
sodiu, carboximetil celuloza si polietilen glicol. Exemplele de lubrifianti adecvati includ oleat de
sodiu, stearat de sodiu, stearat de magneziu, benzoat de sodiu, acetat de sodiu, clorura de sodiu si
altii asemenea. Conservanti, stabilizatori, coloranti si chiar agenti de aromatizare pot fi prevazuti
in compozitia farmaceuticd. Exemplele de conservanti includ benzoat de sodiu, acid sorbic,
cisteina si esteri de acid p-hidroxibenzoic. Pot fi utilizati de asemenea antioxidanti si agenti de
punere in suspensie. Un exemplu suplimentar de purtator adecvat este zaharoza. Un exemplu
suplimentar de conservant este cisteina.

Compozitiile inventiei pot fi formulate ca produs alimentar. De exemplu, un produs
alimentar poate furniza un beneficiu nutritional in plus fata de efectul terapeutic al inventiei, cum
ar fi intr-un supliment nutritional. in mod similar, un produs alimentar poate fi formulat pentru a
ameliora gustul compozitiei inventiei sau pentru a face compozitia mai atractiva pentru consum
fiind mai similara cu un articol alimentar comun, mai degraba decat cu o compozitie farmaceutica.
In anumite realiziri, compozitia inventiei este formulatd ca un produs pe bazi de lapte. Termenul
»produs pe bazd de lapte* semnificd orice produs lichid sau semi-solid pe baza de lapte sau zer
avand un continut variabil de grasime. Produsul pe baza de lapte poate fi, de exemplu, lapte de
vaca, lapte de capra, lapte de oaie, lapte degresat, lapte integral, lapte recombinat din lapte-praf si
zer fara nici o procesare, sau un produs procesat, cum ar fi iaurt, lapte covasit, branza dulce, lapte
acru, lapte integral acru, lapte batut si alte produse din lapte acru. Un alt grup important include
bauturile din lapte, cum ar fi bauturi din zer, lapte fermentat, lapte condensat, lapte pentru nou
nascuti sau bebelusi; lapte aromatizat, inghetata; alimente continand lapte cum ar fi dulciuri.

in anumite realizari, compozitiile inventiei contin o singuri tulpina bacteriand sau specie
si nu contin nici o altd tulpind bacteriand sau specie. Astfel de compozitii pot cuprinde numai
cantitati infime sau irelevante biologic din alte tulpini bacteriene sau specii. O astfel de compozitie
poate fi o culturd sau un liofilizat care este substantial fara alte specii de organisme.

in anumite realiziri, compozitiile inventiei cuprind una sau mai multe tulpini bacteriene
din genul Blautia, si nu contin nici un alt gen bacterian, sau cuprind numai cantitati infime sau
irelevante biologic de bacterii dintr-un alt gen. in anumite realizari, compozitiile inventiei cuprind
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o singurda specie de Blautia hydrogenotrophica, si nu contin nicio altd specie bacteriand, sau
cuprind numai cantitati infime sau irelevante biologic de bacterii dintr-o alta specie. In anumite
realizdri, compozitiile inventiei cuprind o singura tulpind de Blautia hydrogenotrophica, si nu
contin nicio altd tulpind bacteriand sau specie, sau cuprind numai cantitdti infime sau irelevante
biologic de bacterii dintr-o alta tulpina sau specie.

in unele realizari, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpini sau specie
bacteriand. De exemplu, in unele realizari, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o tulpina din
interiorul aceleiasi specii (de exemplu mai multde 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40
sau 45 de tulpini), si, optional, nu contin bacterii din nicio alti specie. In unele realizari,
compozitiile inventiei cuprind mai putin de 50 tulpini din interiorul aceleiasi specii (de exemplu
mai putin de 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 sau 3 tulpini), si, optional, nu contin
bacterii din nicio altd specie. In unele realizari, compozitiile inventiei cuprind 1-40, 1-30, 1-20, 1-
19, 1-18, 1-15, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5,
6-30, 6-15, 16-25, sau 31-50 de tulpini din interiorul aceleiasi specii si, optional, nu contin bacterii
din nicio altd specie. In unele realizari, compozitiile inventiei cuprind mai mult de o specie din
interiorul aceluiasi gen (de exemplu mai mult de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12, 15, 17, 20, 23, 25,
30, 35 sau 40 de specii), si, optional, nu contin bacterii din oricare alt gen. in unele realizari,
compozitiile inventiei cuprind mai putin de 50 de specii din interiorul aceluiasi gen (de exemplu
mai putin de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 12, 10, 8, 7, 6, 5, 4 sau 3 specii), si, optional, nu contin
bacterii din oricare alt gen. in unele realizari, compozitiile inventiei cuprind 1-50, 1-40, 1-30, 1-20,
1-15, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 2-50, 2-40, 2-30, 2-20, 2-15, 2-10, 2-5, 6-30, 6-15,
16-25, sau 31-50 de specii din interiorul aceluiasi gen si, optional, nu contin bacterii din oricare alt
gen. Inventia cuprinde orice combinatie a celor de mai sus.

in unele realizari, compozitia cuprinde o tulpini bacteriani de Blautia
hydrogenotrophica ca parte a unui consortiu microbian. De exemplu, in unele realiziri, tulpina
bacteriand de Blautia este prezenta in combinatie cu una sau mai multe (de exemplu cel putin 2, 3,
4, 5, 10, 15 sau 20) alte tulpini bacteriene din alt gen cu care poate trai in simbioza in vivo in
intestin. De exemplu, in unele realizari, compozitia cuprinde o tulpind bacteriand de Blautia
hydrogenotrophica in combinatie cu o tulpind bacteriana dintr-un gen diferit. In unele realizari,
consortiul microbian cuprinde doud sau mai multe tulpini bacteriene obtinute dintr-o mostra de
fecale a unui singur organism, de exemplu un om. In unele realizari, consortiul microbian nu este
gasit impreund in naturd. De exemplu, in unele realizari, consortiul microbian cuprinde tulpini
bacteriene obtinute din mostrele de fecale de la cel putin doud organisme diferite. in unele
realiziri, cele doud organisme diferite sunt din aceeasi specie, de exemplu doi oameni diferiti. in
unele realiziri, cele doud organisme diferite sunt un nou niscut uman si un adult uman. In unele
realizari, cele doud organisme diferite sunt un om si un mamifer non-uman.

in unele realiziri, compozitia inventiei cuprinde suplimentar o tulpina bacteriana care are
aceleasi caracteristici de sigurantd si eficacitate terapeutica precum tulpina de Blautia
hydrogenotrophica depozitata sub numarul de acces DSM 10507/14294, dar care nu este tulpina
de Blautia hydrogenotrophica depozitatd sub numarul de acces DSM 10507/14294, sau care nu
este o Blautia hydrogenotrophica sau care nu este o Blautia.

In unele realizari in care compozitia inventiei cuprinde mai mult de o tulpina, specie sau
gen bacterian, tulpinile, speciile sau genurile bacteriene individuale pot fi pentru administrare
separata, simultand sau secventiald. De exemplu, compozitia poate cuprinde toate dintre acele mai
mult de o tulpind, specie sau gen bacterian, sau tulpinile, speciile sau genurile bacteriene pot fi
depozitate separat si pot fi administrate separat, simultan sau secvential. in unele realizari, acele
mai mult de o tulpind, specie sau gen bacterian sunt depozitate separat dar sunt amestecate
impreuna inainte de utilizare.

in unele realizari, tulpina bacteriand pentru utilizare in inventie este obtinuta din fecale
de om adult. in unele realizari in care compozitia inventiei cuprinde mai mult de o tulpini
bacteriand, toate tulpinile bacteriene sunt obtinute din fecale de om adult sau daca sunt prezente
alte tulpini bacteriene acestea sunt prezente numai in cantitati infime. In unele realiziri, bacteriile
este posibil sa fi fost cultivate dupa ce au fost obtinute din fecalele de om adult si utilizate intr-0
compozitie a inventiei.

in unele realiziri, acea una sau mai multe tulpini bacteriene de Blautia reprezinta
singurul agent activ (singurii agenti activi) terapeutic intr-o compozitie a inventiei. In unele
realizdri, tulpina bacteriand (tulpinile bacteriene) din compozitie reprezintd singurul agent activ
(singurii agenti activi) terapeutic intr-o compozitie a inventiei.

Compozitiile pentru utilizare conform inventiei pot sau nu pot necesita aprobare de
comercializare.
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in anumite realizari, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
tulpina bacteriand mentionata este liofilizata. In anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia
farmaceutici de mai sus, in care tulpina bacteriani mentionati este uscati prin pulverizare. in
anumite realizdri, inventia furnizeaza compozitia farmaceutici de mai sus, in care tulpina
bacteriand este liofilizatd sau uscatd prin pulverizare si in care aceasta este vie. in anumite
realizari, inventia furnizeazd compozitia farmaceuticd de mai sus, in care tulpina bacteriand este
liofilizatd sau uscata prin pulverizare si in care aceasta este viabila. In anumite realiziri, inventia
furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, in care tulpina bacteriana este liofilizatd sau uscata
prin pulverizare si in care este capabild si colonizeze partial sau total intestinul. In anumite
realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceuticd de mai sus, in care tulpina bacteriana este
liofilizata sau uscata prin pulverizare si in care aceasta este viabila si capabila sa colonizeze partial
sau total intestinul.

in unele cazuri, tulpina bacteriana liofilizata sau uscati prin pulverizare este reconstituita
inainte de administrare. In unele cazuri, reconstituirea este prin utilizarea unui diluant descris in
acest document.

Compozitiile inventiei pot cuprinde excipienti, diluant{i sau purtatori acceptabili
farmaceutic.

in anumite realiziri, inventia furnizeazi o compozitie farmaceutica cuprinzand: o tulpina
bacteriand aga cum s-a utilizat iIn inventie, si un excipient, purtitor sau diluant acceptabil
farmaceutic; in care tulpina bacteriana este intr-o cantitate suficienta pentru a creste diversitatea
microbiotei la un subiect si/sau induce stabilitate microbiotei si/sau a trata o tulburare asociatd cu
diversitate redusa a microbiotei si/sau stabilitate redusa a microbiotei atunci cand se administreaza
la un subiect care are nevoie de aceasta, diversitatea microbiotei, de exemplu, o boald sau tulburare
cum ar fi IBS, IBD, obezitate, diabet de tip 2, una sau mai multe boli infectioase, una sau mai
multe boli alergice, una sau mai multe boli autoimune sau una sau mai multe boli/tulburari
metabolice.

in anumite realizari, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
cantitatea de tulpini bacteriani este de la aproximativ 1 x 10° pani la aproximativ 1 x 10 unititi
formatoare de colonii per gram in raport cu o greutate a compozitiei.

in anumite realizari, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
compozitia este administratd la o doza de 1 g,3 g, 5 gsau 10 g.

in anumite realizari, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
compozitia este administratd printr-o metoda selectata din grupul constand din oral, rectal,
subcutanat, nazal, bucal, si sublingual.

in anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, cuprinzand
un purtitor selectat din grupul constind din lactoza, amidon, glucoza, metil celuloza, stearat de
magneziu, manitol si sorbitol.

in anumite realiziri, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, cuprinzand
un diluant selectat din grupul constand din etanol, glicerol si apa.

in anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceuticd de mai sus, cuprinzand
un excipient selectat din grupul constand din amidon, gelatina, glucoza, lactoza anhidra, lactoza cu
curgere libera, beta-lactoza, indulcitor de porumb, acacia, tragacant, alginat de sodiu, carboximetil
celuloza, polietilen glicol, oleat de sodiu, stearat de sodiu, stearat de magneziu, benzoat de sodiu,
acetat de sodiu si clorura de sodiu.

in anumite realiziri, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, cuprinzand
in plus cel putin unul dintre un conservant, un antioxidant si un stabilizator.

in anumite realizari, inventia furnizeaza compozitia farmaceutica de mai sus, cuprinzand
un conservant selectat din grupul constand din benzoat de sodiu, acid sorbic si esteri de acid p-
hidroxibenzoic.

in anumite realizari, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
tulpina bacteriana mentionata este liofilizata.

in anumite realizari, inventia furnizeazi compozitia farmaceutici de mai sus, in care
atunci cand compozitia este depozitata intr-un recipient etansat la aproximativ 4°C sau
aproximativ 25°C si recipientul este plasat Intr-o atmosferd avand 50% umiditate relativa, ramane
cel putin 80% din tulpina bacteriana dupa cum s-a masurat in unitati formatoare de colonii, dupa o
perioada de cel putin aproximativ: 1 lund, 3 luni, 6 luni, 1 an, 1,5 ani, 2 ani, 2,5 ani sau 3 ani.

in unele realizari, compozitia inventiei este furnizatd intr-un recipient etansat cuprinzand
o compozitie cum s-a descris in acest document. in unele realizari, recipientul etansat este un
pliculet sau o sticla. In unele realiziri, compozitia inventiei este furnizati intr-o seringa cuprinzand
o compozitie cum s-a descris in acest document.
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Compozitia din prezenta inventie poate fi furnizatd, in unele realizari, ca o formulare
farmaceutica. De exemplu, compozitia poate fi furnizati ca tabletd sau capsuld. in unele realizari,
capsula este o capsula de gelatina (,,gel-cap®).

in unele realiziri, compozitiile inventiei sunt administrate oral. Administrarea orala poate
implica inghitire, astfel incat compusul intrd in tractul gastrointestinal, si/sau administrare bucala,
linguala, sau sublinguala prin care compusul intrd in fluxul sanguin direct din gura.

Formularile farmaceutice adecvate pentru administrare orald includ compri-mate solide,
microparticule solide, semi-solide si lichide (incluzand faze multiple sau sisteme dispersate) cum
ar fi tablete; capsule moi sau tari contindnd multi- sau nano-particule, lichide (de exemplu solutii
apoase), emulsii sau pulberi; pastile (incluzand umplute cu lichid); tablete masticabile; geluri;
forme de dozare cu dispersare rapida; filme; ovule; spray-uri; si plasturi bucali/mucoadezivi.

in unele realizari formularea farmaceutica este o formulare enterica, adicd o formulare
gastro-rezistenta (de exemplu, rezistentd la pH gastric) care este adecvata pentru distribuirea
compozitiei inventiei in intestin prin administrare orala. Formularile enterice pot fi utile in special
cand bacteriile sau o altd componentd a compozitiei este sensibila la acid, de exemplu predispusa
la degradare in conditii gastrice.

in unele realizari, formularea entericd cuprinde o acoperire enterica. In unele realizari,
formularea este o forma de dozare acoperitd enteric. De exemplu, formularea poate fi o tableta
acoperita enteric sau o capsuld acoperitd enteric, sau altele asemenea. Acoperirea entericd poate fi
0 acoperire enterica conventionala, de exemplu, o acoperire conventionald pentru o tableta,
capsuld, sau altele asemenea pentru administrare orald. Formularea poate cuprinde o acoperire cu
film, de exemplu, un strat subtire de film dintr-un polimer enteric, de exemplu un polimer insolubil
la acid.

in unele realizari, formularea enterici este intrinsec enterici, de exemplu, gastro-
rezistentd fard necesitatea unei acoperiri enterice. Astfel, in unele realizari, formularea este o
formulare enterica care nu cuprinde o acoperire enterici. in unele realizari, formularea este o
capsuli facutd dintr-un material de termogelificare. in unele realiziri, materialul de termogelificare
este  un material celulozic, cum ar fi metilcelulozd, hidroximetilcelulozd sau
hidroxipropilmetilceluloza (HPMC). in unele realizari, capsula cuprinde o cochilie care nu contine
niciun polimer formator de film. in unele realizari, capsula cuprinde o cochilie si cochilia cuprinde
hidroxipropil-metilceluloza si nu cuprinde niciun polimer formator de film (de exemplu vezi [37]).
in unele realiziri, formularea este o capsuld enterici intrinsec (de exemplu, Vcaps® de la
Capsugel).

in unele realizari, formularea este o capsuld moale. Capsulele moi sunt capsule care,
datorita adaugarilor de emolienti, cum ar fi, de exemplu, glicerol, sorbitol, maltitol si polietilen
glicoli, prezenti in cochilia capsulei, pot avea o anumitd elasticitate si moliciune. Capsulele moi
pot fi produse, de exemplu, pe bazd de gelatind sau amidon. Capsulele moi pe baza de gelatina
sunt disponibile comercial de la diferiti furnizori. In functie de metoda administrarii, cum ar fi, de
exemplu, oral sau rectal, capsulele moi pot avea diferite forme, ele pot fi, de exemplu, rotunde,
ovale, alungite sau in forma de torpild. Capsulele moi pot fi produse prin procedee conventionale,
cum ar fi, de exemplu, prin procedeul Scherer, procedeul Accogel sau procedeul in picatura sau de
suflare.

Metodele de cultivare

Tulpinile bacteriene pentru utilizare in prezenta inventie pot fi cultivate utilizand tehnici
standard de microbiologie cum s-a detaliat in, de exemplu, referintele [38-40].

Mediul solid sau lichid utilizat pentru cultura poate fi de exemplu agar YCFA sau mediu
YCFA. Mediul YCFA poate include (per 100ml, valori aproximative): Casitone (1,0 g), extract de
drojdie (0,25 g), NaHCOs (0,4 g), cisteind (0,1 g), KoHPO4 (0,045 g), KH,PO4 (0,045 g), NaCl
(0,09 g), (NH4)2S04 (0,09 g), MgS0O4-7H,0 (0,009 g), CaCl, (0,009 g), resazurin (0,1 mg), hemina
(1 mg), biotind (1 pg), cobalamina (1 pg), acid p-aminobenzoic (3 pg), acid folic (5 pg), si
piridoxamina (15 pg).

Tulpinile bacteriene pentru utilizare in compozitiile de vaccin

Inventatorii au identificat ca tulpinile bacteriene ale inventiei sunt utile pentru tratarea
sau prevenirea bolilor sau tulburarilor asociate cu un nivel de diversitate a microbiotei care este
redus fata de diversitatea microbiotei unui subiect sanatos (sau fata de diversitatea microbiotei unei
populatii de subiecti sandtosi) si/sau bolilor sau tulburarilor care sunt asociate cu stabilitate redusa
a microbiotei in comparatie cu un subiect sanatos (sau in comparatie cu o populatie de subiecti
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sanatosi). Acesta probabil este rezultatul efectului pe care tulpinile bacteriene ale inventiei il au
asupra sistemului imunitar al gazdei. Prin urmare, compozitiile inventiei pot fi de asemenea utile
pentru prevenirea unor astfel de boli sau tulburari atunci cand se administreazd ca compozitii de
vaccin. In anumite astfel de realizri, tulpinile bacteriene ale inventiei sunt viabile. in anumite
astfel de realizari, tulpinile bacteriene ale inventiei sunt capabile sa colonizeze partial sau total
intestinul. in anumite astfel de realiziri, tulpinile bacteriene ale inventiei sunt viabile si capabile si
colonizeze partial sau total intestinul. In alte anumite astfel de realiziri, tulpinile bacteriene ale
inventiei pot fi omorate, inactivate sau atenuate. in anumite astfel de realizari, compozitiile pot
cuprinde un adjuvant al vaccinului. in anumite realizari, compozitiile sunt pentru administrare prin
injectie, cum ar fi prin injectie subcutanata.

Generalitati

Practica din prezenta inventie va utiliza, daca nu se indica altfel, metode conventionale
de chimie, biochimie, biologie moleculara, imunologie si farmacologie, in limitele calificarii din
domeniu. Astfel de tehnici sunt explicate complet in literaturd. Vezi, de exemplu, referintele [41] si
[42-48], etc.

Termenul ,cuprinzand” cuprinde ,incluzand“ precum si ,,constind“ de exemplu o
compozitie ,,cuprinzdnd“ X poate consta exclusiv din X sau poate include ceva suplimentar de
exemplu X +.

Termenul ,,aproximativ* in relatie cu o valoare numerica x este optional si semnificd, de
exemplu, x+£10%.

Cuvantul ,substantial“ nu exclude ,,complet“de exemplu o compozitie care este
,,substantial lipsita“ de Y poate fi complet lipsitd de Y. Unde este necesar, cuvantul ,,substantial®
poate fi omis din definitia inventiei.

Referirile la o identitate de secventd procentuald intre doud secvente de nucleotide
inseamna ca, atunci cand sunt aliniate, acel procent de nucleotide sunt aceleasi la compararea celor
doud secvente. Aceasta aliniere si omologia procentuala sau identitatea de secventd pot fi
determinate utilizand programe de software cunoscute in domeniu, de exemplu acelea descrise in
sectiunea 7.7.18 din ref. [49]. O aliniere preferatd este determinata prin algoritmul de cautare a
omologiei Smith-Waterman utilizind o cautare a discontinuitatii afine cu o penalizare de
deschidere a discontinuitatii de 12 si o penalizare de extensie a discontinuitatii de 2, matrice
BLOSUM de 62. Algoritmul de cautare a omologiei Smith-Waterman este divulgat in ref. [50].

Daca nu se mentioneaza in mod specific, un procedeu sau metoda cuprinzand numeroase
etape poate cuprinde etape suplimentare la inceputul sau sfarsitul metodei, sau poate cuprinde
etape intermediare suplimentare. De asemenea, etapele pot fi combinate, omise sau efectuate intr-o
ordine alternativa, daca este adecvat.

in acest document sunt descrise diferite realizari ale inventiei. Se va aprecia ci
caracteristicile specificate in fiecare realizare pot fi combinate cu alte caracteristici specificate,
pentru a furniza alte realiziri. In particular, realizirile evidentiate in acest document ca fiind
adecvate, tipice sau preferate pot fi combinate una cu cealalta (exceptie cand acestea sunt reciproc
exclusive).

MODURI PENTRU EFECTUAREA INVENTIEI

Exemplul 1 - Modificirile in microbiota pacientului dupd tratamentul cu Blautia
hydrogenotrophica

Rezumat

Efectul Blautia hydrogenotrophica asupra diversitatii si  stabilittii microbiotei
pacientului a fost testat la pacientii sanatosi si cu IBS.

Metodologie
Design-ul studiului

A fost efectuat un studiu clinic de Faza I in care Blautia hydrogenotrophica (,,Blautix®,
tulpina depozitatd sub numarul de acces DSM 10507 si de asemenea sub numarul de acces DSM
14294) s-a administrat la pacientii umani avand IBS sau la pacientii umani sanatosi. Pacientilor le-
a fost administrat Blautix in timpul unei perioade de dozare (zilele 1-16) cu perioada de eliminare
fiind ziua 19-23. Au fost colectate mostre de fecale de la subiectii cu IBS & sanatosi, tratati cu
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placebo sau Blautix, la: linia de baza, ziua 1 (D1) inainte de tratament; sfarsitul tratamentului ziua
16 (D-16); si la sfarsitul studiului (EOS), care a fost la 2-4 saptdmani post-tratament (eliminare).

Secventierea ampliconului de 16S

O trusa Qiagen DNeasy Blood & Tissue a fost utilizatd dupa instructiunile fabricantului,
pentru a extrage ADN microbian din 0,2g de mostre de fecale congelate de la subiectii cu IBS &
Sanitosi, tratati cu placebo sau Blautix, la: linia de baza, ziua 1 (D1) inainte de tratament; sfarsitul
tratamentului ziua 16 (D-16); si la sfarsitul studiului (EOS), care a fost la 2-4 sdptamani post-
tratament (eliminare).

Prepararea si secventierea ampliconilor genelor de ARNr de 16S a fost efectuata
utilizand protocolul 16S Sequencing Library Preparation Nextera dezvoltat de Illumina (San
Diego, California, SUA). 50 ng din fiecare dintre extractele fecale de ADN au fost amplificate
utilizand PCR si initiatori tintind regiunea variabild V3/V4 a genei de ARNr de 16S. Produsii au
fost purificati si au fost atagate coduri de bare inainte si inapoi printr-0 a doua runda a adaptorului
PCR. Produsele PCR rezultate au fost purificate, cuantificate si cantititi echimolare din fiecare
amplicon au fost apoi reunite Tnainte de a fi trimise pentru secventiere la furnizorul comercial
GATC Gmbh., pe oricare dintre platformele MiSeq (2x250 bp chimie) sau HiSeq (2 x 300 bp
chimie).

Analiza datelor (Post-secventiere)

Datele brute de secventd au fost prelucrate cu imbinare utilizand metodologia rapida.
Aceasta filtreaza in afard citirile de calitate joasa. Metodologia USEARCH pipeline (versiunea
8.1.1861 i86 linux64) a fost utilizatd pentru a identifica tonurile unice si a le ascunde de etapa de
generare a OTU (Unitatea Taxonomica Operationald). Algoritmul UPARSE a fost utilizat pentru a
grupa secventele in OTU-uri. Secventele himerice generate in etapa de amplificare au fost
indepartate utilizand algoritmul de indepartare a himerelor UCHIME cu baza de date de referinta
Chimeraslayer (descarcata: 9 septembrie 2016). Algoritmul de aliniere globala USEARCH a fost
apoi utilizat pentru a cartografia toate citirile, incluzand tonurile unice pe secventele OTU ramase.
Scripturi proprii au fost utilizate pentru a grupa apoi secventele in OTU dupd cum sunt clasificate
prin algoritmul de aliniere globala USEARCH. Secventele individuale au fost grupate in OTU
pentru a da informatia privind compozitia microbiomului (abundenta si diversitate).

Analiza datelor la nivel inalt

Matricea de disimilaritate Bray-Curtis a fost generata pentru fiecare pereche de mostre
utilizand libraria Vegan in R 3.3.1. Setul de date a fost vizualizat utilizand analiza Principal
Coordinate cu matricea de disimilaritate Bray-Curtis.

O functie R a reprezentarii grafice termice creatd de noi a fost utilizata pentru a genera o
vizualizare a hartii termice cu gruparea ierarhicd pe baza disimilaritatii Bray-Curtis si legaturii
ward.

Indicii de diversitate Shannon si Simpson au fost generati utilizand libraria phyloseq in
R.

Metodologia DESeq?2 a fost utilizatd pentru a identifica variabilele taxonomice care au
fost semnificative pentru comparatiile alese.

MANOVA permutationala a fost efectuata pe matricea de disimilaritate utilizand functia
Adonisin R.

Rezultate

Mostrele din toate punctele in timp au fost grupate pentru ambele grupuri (71
de pacienti cu IBS si 67 de controale cu sinatosi incluzand atat grupurile tratate cu Blautix cat si
cu placebo). Analiza a fost efectuata utilizind o méasura a distantei generata pe intregul set de date
al microbiomului. Figura 1 raporteaza cd microbiota subiectilor cu IBS este semnificativ diferita
de cea a subiectilor sandtosi.

Analiza diversitatii a fost efectuatd utilizand numarul Observat de taxoni preconizat
(OTU-uri), indicele de diversitate Shannon si indicele de diversitate Simpson. Ambele grupuri de
tratament au prezentat o crestere a diversitatii la punctul in timp Ziua 16 care a fost semnificativa
pentru OTU-uri observate si au prezentat un trend pentru Simpson (Valoarea P Bruta: < 0,1)
(Figura 2). Aceasta crestere in diversitate nu a fost observatd cu pacientii tratati cu placebo. O
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scadere semnificativa in diversitatea microbiotei a fost observata la grupul de placebo cu IBS
netratat intre Sfarsitul studiului si Ziua 1.

Figura 3 raporteazd ca tratamentul cu Blautix a crescut conectivitatea de retea a
microbiotei a anumitor taxoni asociati cu sandtatea. La pacientii sdndtosi o crestere substantiald a
conexiunilor intre microbi a fost observatd din Ziva 1 pand in Ziva 16 (dupa tratamentul cu
Blautix), care sugereazi o crestere a cooperdrii si structurii microbiotei (Figura 3A). Conectivitatea
este corelatd cu diversitatea si stabilitatea. Dupa perioada de eliminare structura retelei a revenit la
o retea similara celei observate in Ziua 1. Tratamentul cu Blautix a fost, prin urmare, capabil sa
creasca interconectivitatea la pacientii sandtosi dar efectul a fost pierdut dupd eliminare. La
pacientii cu IBS reteaua a ramas similara in ceea ce priveste conectivitatea intre Ziua 1 si Ziua 16,
dar o crestere a conectivitatii a fost observata la finalul studiului sugerand o structura a microbiotei
crescutd dupa perioada de eliminare la pacientii cu IBS tratati cu Blautix (Figura 3B). Efectul
Blautix asupra conectivitatii microbiomului a fost, prin urmare, intarziat la pacientii cu IBS in
comparatie cu pacientii sanatosi.

Instabilitatea/modificarea in profilurile microbiotei a fost reprezentatd prin distantele
Bray Curtis intre punctele in timp ale aceluiagi subiect. Bray-Curtis prezintd disimilaritate intre
profilurile abundentei speciilor limitate intre 0-1 (0 = aceeasi; 1 = nu impartisesc vreo specie).
Tratamentul pacientilor cu IBS cu Blautix a redus magnitudinea modificarilor microbiotei in
timpul tratamentului (Fig. 4A) si dupa tratament (Figurile 4B-4C). Aceasta aratd ca Blautix a
crescut stabilitatea microbiotei la pacientii cu IBS si ca modificarea continud dupa interventie.
Aceastd stabilitate crescuta nu a fost observatd cand pacientilor cu IBS le-a fost administrat
placebo (Figurile 4 A-C).

Figura 5 raporteaza céd a existat o crestere semnificativa in diversitatea microbiotei la
nivelul genului pentru pacientii cu IBS tratati cu Blautix la Ziua 16 in comparatie cu Ziua 1.
Analiza diversitatii a fost efectuata utilizind indicele de diversitate Shannon aplicat la nivelul
Genului (Valoare p bruta: 0,04, Ziua 1 versus Ziua 16).

Figura 6A si Figura 6B prezintd modificarile in retelele de excludere reciproca la
pacientii sanatosi si cu IBS dupa tratamentul cu Blautix. La indivizii sandtosi reteaua de excludere
reciproca devine mai densa si interconectatd la Ziua 16, ceea ce sugereaza competitia crescutd si
inhibarea. Acest efect a fost pierdut, totusi, pand la finalul studiului deoarece structura retelei a
revenit inapoi la punctul in timp initial in timpul perioadei de eliminare (Figura 6A). La pacientii
cu IBS efectul lui Blautix asupra conectivitatii de excludere reciproca a fost de a creste diametrul
retelei in timpul perioadei de tratament si perioadei de eliminare. Acest lucru a fost opus efectului
observat la indivizii sdndtosi unde reteaua devine mai densa. In timpul fazei de eliminare pentru
pacientii cu IBS, au fost observate multiple interactiuni independente care nu au fost observate
anterior. Multiple interactiuni independente reprezinta perechi de taxoni care interactioneaza intr-0
maniera care este independenta de restul retelei, adica nu au interactiuni cu restul retelei.

Vizualizarea microbiotei aratd ca dupa tratamentul cu Blautix a existat o conectivitate a
retelei crescutd pentru anumiti taxoni asociati cu sanatatea (Figura 7). Taxonii asociati cu sanatatea
includ Clostridium grupul IV, Bifidobacterium si Prevotella. Oscillibacter este de asemenea
potential un gen asociat cu sanatatea. Acesti taxoni asociati cu sandtatea sunt implicati in raspunsul
la tratament.

Exemplul 2 - Efectul protector la modelele de tulburdri in neurodezvoltare
Modelul 1a soarece BTBR

Modelul la soarece BTBR utilizeazd soareci consangvinizati, modificati genetic care
afiseaza un fenotip robust de tip autistic. Deficientele in comportamentele sociale,
comportamentele repetitive crescute si comportamentele inrudite cu anxietatea crescute au fost
raportate la aceasta tulpina [51]. Datorita acestui fenotip comportamental robust, soarecele BTBR
este un model ideal la animal pentru a evalua eficacitatea noilor agenti terapeutici pentru
tratamentul comportamentelor inrudite cu autismul. Ameliorarea unor astfel de simptome cu un
bioterapeutic viu poate fi de asemenea un indicator al eficacitatii bioterapeuticului in tratamentul
altor boli psihiatrice sau neurologice.

Soarecii

Soarecii BTBR masculi au fost tTnmultiti in laboratorul propriu. Animalele au fost
adapostite intr-o camera cu temperatura si umiditate controlate pe un ciclu de 12 ore de intuneric
(luminile aprinse de la ora 7:00-19:00). Toate experimentele au fost efectuate in conformitate cu
Directiva Europeand 2010/63/EEC, cerintele S.I. Nr 543 din 2012, si aprobate de Comitetul de
Etica in Experimentarea pe Animale al University College Cork.

Tulpina
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Bacteria Blautia hydrogenotrophica depozitata sub numarul de acces DSM 10507 si de

asemenea sub numarul de acces DSM 14294,
Bioterapeuticul a fost furnizat in stoc de glicerol. Bioterapeuticele vii au fost crescute in

5 instalatie in conditii anaerobe.
Administrarea bioterapeuticului viu

Dozarea cu Blautia hydrogenotrophicaa inceput cind soarecii aveau varsta de 8

sdptamani. Acesti soareci au fost tratati o data pe zi timp de 3 saptdmani prin gavaj oral.
10
Programul de administrare

Vehiculul pentru administrare orald este PBS. Administrarea orald zilnica are loc prin
gavaj oral.

15  Colectarea fecalelor

Mostrele proaspete de fecale au fost colectate de la soareci individuali inainte si dupa
administrarea de Blautia hydrogenotrophica. Cel putin 20 mg de fecale proaspete au fost plasate
intr-un tub de microcentrifuga, plasate imediat pe gheata si apoi depozitate la -80°C.

20  Rezultate

Efectul tratamentului cu Blautix asupra microbiotei intre punctele in timp (D14, D32)
este prezentat in Figura 8. Variatia temporald semnificativd in profilurile microbiotei a fost
observata (valoare p = 0,001) intre punctele in timp ale studiului inainte de tratament (D14) si

25 dupa tratament (D32).

Analiza diferentiald utilizind DESeq2 a dat 25 de taxoni semnificativi (valoare p ajustata
< 0,05) diferential abundenti pentru tratamentul cu Blautix intre punctele in timp ale studiului de
Autism D14 i D32. Taxonii sunt listati in Tabelul 1 mai jos.

30  Tabelul 1. Taxoni semnificativi diferential abundenti intre punctele in timp D14 si D32 in studiul
autismului. O modificare pozitiva este interpretatd ca crescuta la D32 atunci cand se compara cu
D14.
OTU_ID Nivelul cel|Clasificare modificare eroare st (valoare
mai mic log2 ajustatd
2440650 Genul Clostridium XIVa 19,706 3,008 6,9E-10
307526 Specia Bacteroides acidifaciens 11,275 0,912 5,0E-33
39008 Specia Bacteroides acidifaciens 10,501 1,345 1,0E-13
277773 Specia Alistipes finegoldii 9,954 0,906 2,8E-26
1105465 Genul Barnesiella 9,255 0,923 2,8E-22
943687 Familia Porphyromonadaceae 9,200 0,850 1,1E-25
47662 Specia Barnesiella intestinihominis 8,844 0,988 7,0E-18
181003 Genul Alistipes 8,370 2,069 4,2E-04
1282905 Specia Barnesiella intestinihominis 7,373 1,004 2,8E-12
1370810 Specia Barnesiella intestinihominis 6,633 1,986 0,006
1203483 Specia Bacteroides acidifaciens 6,599 1,584 2,7E-04
74179 Specia Alistipes massiliensis 6,318 1,899 0,006
1640334 Specia Barnesiella intestinihominis 6,258 2,066 0,013
76239 Familia Lachnospiraceae 6,202 1,229 4,6E-06
308030 Specia Barnesiella intestinihominis 6,196 1,451 1,8E-04
1156020 Familia Erysipelotrichaceae 5,827 1,607 0,002
712755 Specia Barnesiella intestinihominis 5,614 1,749 0,008
11297 Familia Porphyromonadaceae 5,450 1,021 1,0E-06
2218722 Genul Clostridium IV 3,983 1,017 0,001
594012 Specia Clostridium lactatifermentans 2,900 0,952 0,013
453043 Specia Eubacterium ventriosum -3,675 1,260 0,018
451019 Specia Barnesiella intestinihominis -4,055 1,540 0,041
466087 Specia Akkermansia muciniphila -6,727 0,876 2,5E-13
2153421 Genul Blautia XIVa -8,051 2,577 0,010
866478 Specia Barnesiella intestinihominis -8,961 0,846 9,3E-25
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Rezumat

Intr-un model la soarece de autism in care animalelor le-a fost administrat Blautix, s-a
observat o variatie semnificativd asupra microbiomului lor, incluzand o crestere substantiald neta
in diversitatea bacteriana.

Exemplul 3 -Efectul la modelele de ischemie cerebrali
Rezumat

Efectul protector al Blautia hydrogenotrophicaa fost testat la modele la soarece de
ischemie cerebrala. in acest scop trei grupuri de 5-17 soareci au fost testate. Numai animalele cu
comportament normal au fost incluse in studiu. Prima zi de dozare a fost Ziua -14. Un grup a
primit bacterii uscate prin congelare zilnic din prima zi de dozare pana la terminare. Grupurile de
control au primit fie vehicul fie liotampon.

In Ziua 1, toti soarecii au fost anesteziati. O incizie mediand a fost creata in partea
ventrala a gatului pentru a expune arterele carotide comune stangd si dreapta. Un model I/R de
ischemie cerebrala-reperfuzie a fost apoi indus prin ocluzie bilaterald a arterelor carotide comune
(BCCAO) utilizand cleme vasculare timp de 15 minute. La finalul fiecarei ocluzii, clemele au fost
indepartate.

Tulpina

Bacteria Blautia hydrogenotrophica depozitata sub numarul de acces DSM 10507 si de
asemenea sub numarul de acces DSM 14294.

Programul de administrare

Nr. animalelor  |Tratament Nivelul de dozare (mg/kg) Volumele de dozare (ml/kg sau

ml/animal)

12

PBS n/a 10
(control negativ)

17

Pulbere criodesicata 7,8 mgin 100 pl 100 pl per animal

13

Bacterii criodesicate 15,6 mg in 100l 100 pl per animal
(doza de bacterii = 2x108)

30

35

40

45

50

Design-ul studiului

Zilele -14 pana la 14: Doza zilnica de control cu PBS (liotampon), control cu pulbere
uscata prin congelare (vehicul) sau bacterii uscate prin congelare (Blautix).

Ziua 1: Modelul I/R de ischemie cerebrala-reperfuzie indus prin chirurgie.

Ziua 14: Jumatate din soarecii din fiecare grup au fost ucisi.

Ziua 14 pana la 28: Doza zilnica de control cu PBS (liotampon), control cu pulbere
uscata prin congelare (vehicul) sau bacterii uscate prin congelare (Blautix) pentru soarecii ramasi
in fiecare grup.

Ziua 28: Uciderea soarecilor ramasi.

Granulele de fecale au fost colectate la trei puncte in timp: Ziua -14, Ziva 14 si Ziua 28.
Fiecare preluare a fost efectuata intr-un mediu steril (complet aseptic = curatat intre animale), cu
fiecare soarece fiind scos din cusca si plasat separat intr-o cutie sterila noua pentru recoltare
individuald a peletelor. Cat mai multe granule posibile au fost colectate pentru a atinge un
minimum de 80mg si preferabil 100mg de material per soarece.

Rezultate

Nu s-a detectat nicio diferenta semnificativa in profilurile microbiotei intre grupurile de
tratament cu Blautix, Vehicul si Liotampon la D-14 (valoare p = 0,177) inainte de administrarea de
Blautix (vezi Figura 9A). Totusi, au fost observate diferente semnificative in profilurile
microbiotei intre diferitele grupuri de tratament la Ziua 14 (vezi Figura 9B) cu o valoare p
observata de 0,011. Inventatorii au evaluat mai departe variatia temporald in microbiota grupului
tratat cu Blautix si au descoperit o diferentd semnificativa (vezi Figura 9C) cu o valoare p
observata de 0,002.
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Analiza diferentiala utilizind DESeq2 a dat taxonii semnificativi (valoare p ajustata
<0,05) diferential abundenti pentru tratamentul cu Vehicul, Liotampon si Blautix intre punctele in
timp din studiul cu Accident vascular cerebral, asa cum se arata in Tabelul 2, demonstrand un
impact pe termen mai lung asupra diversitatii bacteriene transmis de Blautix. Taxonii pentru

5 tratamentul cu Blautix sunt listati in Tabelul 3, Tabelul 4 si Tabelul 5.

Tabelul 2. Taxoni semnificativi diferential abundenti intre punctele in timp din studiul cu
Accident vascular cerebral.

D-14->D14 D14->D28 D-14->D28
Vehicul 4 0 2
Liotampon 17 2 0
Blautix 7 14 12
10  Tabelul 3. Taxonii semnificativi diferential abundenti intre punctele in timp D-14 si D14 pentru

tratamentul cu Blautix in studiul cu Accident vascular cerebral. O modificare pozitiva este
interpretata ca crescuta la D14 atunci cand se compara cu D-14.

OTU_ID Nivelul cel mai|Clasificare modificare log2 |eroare st |valoare p ajustata
mic
321825 Familia Ruminococcaceae 1,647 0,470 0,027
74771 Specia Alistipes massiliensis 1,530 0,442 0,027
567799 Genul Alistipes -1,215 0,308 0,008
77091 Genul Clostridium -1,634 0,489 0,036
472737 Familia Lachnospiraceae -2,585 0,667 0,008
615246 Familia Lachnospiraceae -3,003 0,711 0,007
166882 Familia Lachnospiraceae -5,547 1,406 0,008

Tabelul 4. Taxonii semnificativi diferential abundenti intre punctele in timp D14 si D28 pentru

15 tratamentul cu Blautix in studiul cu Accident vascular cerebral. O modificare pozitiva este
interpretata ca crescutd la D28 atunci cand se compara cu D14.
OTU_ID Nivelul cel|Clasificare modificare eroare st (valoare p
mai mic log2 ajustatd
1101936 Ordinul Clostridiales 3,275 0,709 0,001
218505 Specia Roseburia faecis 2,568 0,630 0,002
948888 Genul Bamesiella 2,499 0,575 0,001
612631 Genul Clostridium X1Va 2,473 0,723 0,011
201398 Increngatura |Bacteroidetes 2,045 0,605 0,011
1370810 Specia Bamesiella intestinihominis 1,878 0,579 0,016
770554 Specia Alistipes putredmis 1,868 0,626 0,033
558330 Genul Prevotella 1,795 0,453 0,002
943687 Familia Porphyromonadaceae 1,586 0,546 0,039
308030 Specia Bamesiella intestinihominis 1,324 0,361 0,005
176124 Increngitura |Bacteroidetes 1,163 0,294 0,002
565518 Specia Oscillospira guilliermondii -1,571 0,488 0,016
544582 Specia Flavonifractor plautii -1,599 0,569 0,050
25678 Specia Mucispirillum schaedleri -2,751 0,640 0,001
Tabelul 5. Taxonii semnificativi diferential abundenti intre punctele in timp D-14 si D28 pentru
tratamentul cu Blautix in studiul cu Accident vascular cerebral. O modificare pozitiva este
20  interpretata ca crescutd la D28 atunci cand se compara cu D-14.
OTU_ID Nivelul cel mai|Clasificare modificare log2 |eroare st [valoare p ajustatd
mic
688867 Genul Clostridium XIVa 8,296 1,136 3,8E-11
612631 Genul Clostridium X1Va 7,814 1,348 3,1E-07
560658 Familia Lachnospiraceae 5,241 1,243 0,001
929749 Specia Eubacterium ruminantium 3,190 0,829 0,003
518034 Specia Desulfovibrio fairfieldensis 3,098 0,982 0,024
74771 Specia Alistipes massiliensis 2,548 0,714 0,007
23310 Specia Odoribacter laneus 1,621 0,475 0,011
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OTU_ID Nivelul cel mai|Clasificare modificare log2 |eroare st [valoare p ajustatd
mic

117624 Ordinul Clostridiales -1,748 0,612 0,049

411272 Genul Clostridium XIVa -2,923 1,019 0,049

39008 Specia Bacteroides acidifaciens -2,953 0,816 0,007

331352 Genul Clostridium XIVa -3,969 0,626 1,6E-08

77091 Genul Clostridium -4,247 1,426 0,039

Analiza diferentiala utilizind DESeq2 a dat taxonii semnificativi (valoare p ajustata
<0,05) diferential abundenti pentru tratamentul cu Blautix vs. Vehicul precum si tratamentul cu
Blautix vs. Liotampon pentru punctele in timp ale studiului cu Accident vascular cerebral, asa cum

5 se arata in Tabelul 6. Taxonii sunt listati in Tabelul 7, Tabelul 8 si Tabelul 9.

Tabelul 6. Taxoni semnificativi diferential abundenti pentru tratamentul cu Blautix in studiul cu
Accident vascular cerebral.

D-14 D14 D28
Blautix vs. Vehicul 0 10 0
Blautix vs. Liotampon 2 13 0

10 Tabelul 7. Taxoni semnificativi diferential abundenti pentru tratamentul cu Blautix vs. Vehicul la
D14 in studiul cu Accident vascular cerebral.

OTU_ID Nivelul cel|Clasificare modificare log2 |eroare st valoare p ajustatd
mai mic

25678 Specia Mucispirillum schaedleri 2,604 0,688 0,014

3119687 7 Familia Lachnospiraceae 2,445 0,642 0,014

321825 Familia Ruminococcaceae 2,174 0,564 0,014

627 Genul Clostridium X1Va 1,915 0,601 0,043

308030 Specia Barnesiella intestinihominis -1,324 0,419 0,043

137081C Specia Barnesiella intestinihominis -1,540 0,425 0,019

187271 Specia Ruminococcus flavefaciens -3,475 1,065 0,042

277773 Specia Alistipes finegoldii -3,751 1,178 0,043

940566 Specia Staphylococcus lentus -5,228 1,519 0,026

930972 Genul Staphylococcus -5,418 1,536 0,023

Tabelul 8. Taxoni semnificativi diferential abundenti pentru tratamentul cu Blautix vs. Liotampon

15 la D-14 in studiul cu Accident vascular cerebral

OTU_ID Nivelul  cel|Clasificare modificare log2 |eroare st valoare p
mai mic ajustata

1161472 Familia Lachnospiraceae 6,511 1,403 0,001

392940 Regnul Bacteria -5,169 1,346 0,022

Tabelul 9. Taxoni semnificativi diferential abundenti pentru tratamentul cu Blautix vs. Liotampon
la D14 in studiul cu Accident vascular cerebral

OTU_ID Nivelul cel mai|Clasificare modificare log2 |eroare st |valoare p ajustata
mic
25678 Specia Mucispirillum schaedleri 2,704 0,753 0,012
1379349 Genul Clostridium X1Va 2,517 0,771 0,027
742656 Specia Oscillibacter valericigenes 1,738 0,459 0,009
558330 Genul Prevotella -1,634 0,406 0,006
1370810 Specia Barnesiella intestinihominis -1,780 0,390 0,001
712755 Specia Barnesiella intestinihominis -1,827 0,464 0,006
47662 Specia Barnesiella intestinihominis -2,109 0,606 0,014
1640334 Specia Barnesiella intestinihominis -2,260 0,693 0,027
1105465 Genul Barnesiella -2,306 0,627 0,010
161658 Familia Lachnospiraceae -2,565 0,816 0,037
277773 Specia Alistipes finegoldii -3,619 1,034 0,014
187271 Specia Ruminococcus flavefaciens -3,924 1,057 0,010
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OTU_ID Ni_veIuI cel mai|Clasificare modificare log2 |eroare st [valoare p ajustatd
459041 I';Q,nplt(e:cia Lactobacillus johnsonii -4,029 0,981 0,006
Rezumat

Blautix determina o crestere semnificativa a diversitatii microbiotei pe perioada studiului
la un model la goarece de accident vascular cerebral, atunci cand se compara cu controlul cu
5 liotampon sau cu vehicul.
Exemplul 4 - Efectul protector la modelele de afectiuni neuroinflamatorii
Encefalomielita autoimuna experimentald (EAE) este un model la soarece de inflamatie a
SNC care oglindeste multe aspecte ale bolii la om de MS si EAE este cel mai obisnuit model
experimental utilizat pentru MS la om. EAE este de asemenea utilizatd mai in general ca model
10  pentru tulburarile autoimune specifice SNC [52] si pentru alte afectiuni specifice, incluzand
encefalomielita diseminata acutad. EAE este indusa utilizdnd imunizarea cu peptide de mielina si
adjuvanti pentru a declansa un raspuns imun si inflamator care corespunde strans cu mecanismele
care stau la baza multor tulburdri autoimune si inflamatorii ale SNC, si in particular MS. Multe
terapii care au aratat eficacitate in EAE au prezentat eficacitate de asemenea in tratamentul MS la
15  pacientii umani [52]. Cel mai important, EAE reproduce caracteristici cheie ale MS, incluzand
inflamatie, demielinare, pierdere axonala si glioza. Efectele demielinarii sunt restrictionate in
principal la maduva spindrii in EAE, cu putina alterare a trunchiului cerebral si cerebelului. in
EAE celulele T CD4+ sunt populatia dominanta de celule gasite in SNC.

20 Metodologie

Blautia hydrogenotrophica (,,Blautix“, tulpind depozitatd sub numarul de acces DSM
10507 si de asemenea sub numarul de acces DSM 14294) a fost utilizata ca pulbere criodesicata si
reconstituitd dupa cum este necesar. Au fost utilizate 12 femele adulte de soareci C57BL/6J.

25 In Ziva 0 si Ziua 7, animalelor le-a fost administratd o emulsie contindind MOG35-55 si
adjuvantul complet Freund (CFA) suplimentat cu Mycobacterium Tuberculosis H37Ra prin
injectii subcutanate sub anestezie cu gaz (izofluran). In Ziua 0, au fost efectuate doud injectii
subcutanate in flancuri; una in fiecare cadran inferior al spatelui. In Ziua 7, au fost efectuate doua
injectii subcutanate in flancuri, una in fiecare cadran superior al spatelui.

30 in Ziua 0 si Ziua 2, animalelor le-a fost administratd toxina de pertussis (tuse convulsiva)
(PTx) in solutie salind tamponatad cu fosfat (PBS) prin injectii intra-peritoneale. In Ziua O,
administrarea PTx a fost efectuata dupa injectiile MOG.

Tratamentele cu Blautix sau controale au fost administrate din Ziua -14 in conformitate
cu programul urmator:

35  Ziua 0: MOG/CFA, o data, SC
Ziua 0: PTx, o data, IP
Ziua 2, PTx, o data, IP
Ziua 7: MOG/CFA, o data, SC

40 Tratamentele au fost administrate in 15 minute de la prepararea lor. Blautix a fost
administrat la o dozi de 2 x 108; 100pl/soarece.
Din Ziua 0 pana la finalul experimentului, animalele au fost notate zilnic pentru semne
clinice de EAE, incluzand pareza si paralizia cozii si/sau a membrelor.
In Ziua -14, Ziua -1 si Ziua 34, granulele de fecale au fost colectate de la fiecare animal,
45  imediat congelate rapid si depozitate la -80°C.

Rezultate

Efectul tratamentului cu Blautix asupra microbiotei intre punctele in timp (D-14, D-1,
50 D34) pentru modelul de MS este prezentat in Figura 10. A fost observatad variatia temporala
semnificativa in profilurile microbiotei (valoare p = 0,001) pentru punctele in timp ale studiului.
Analiza diferentiald utilizand DESeq2 a dat taxoni semnificativi (valoare p ajustatd <
0,05) diferential abundenti pentru tratamentul cu Blautix intre punctele in timp ale studiului, asa
cum se arata in Tabelul 10. Taxonii sunt listati in Tabelul 11, Tabelul 12 gi Tabelul 13.
55
Tabelul 10. Taxoni semnificativi diferential abundenti intre punctele in timp din studiul cu MS.

[D-14->D-1 [D-1->D34 [D-14->D34
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D-14->D-1 D-1->D34 D-14->D34

MS (Blautix) 42 30 58

Tabelul 11. Taxoni semnificativi diferential abundenti intre punctele in timp D-14 si D-1 din
studiul cu MS. O modificare pozitivad este interpretata ca crescutd la D-1 atunci cand se compara

cu D-14.

OTU_ID Nivelul cel mai|Clasificare modificare eroare st |valoare
mic log2 ajustata
1105465 Genul Barnesiella 8,076 0,702 2,2E-28
48633 Genul Clostridium XIVa 7,304 0,825 7,0E-17
490405 Specia Turicibacter sanguinis 6,824 0,778 1,0E-16
491106 Specia Flavonifractor plautii 5,116 0,923 4,3E-07
43241 Genul Clostridium X1Va 5,041 0,739 2,2E-10
948888 Genul Barnesiella 4,649 0,605 4,3E-13
47662 Specia Barnesiella intestinihominis 4,276 0,501 5,1E-16
1288839 Familia Lachnospiraceae 4,117 1,170 0,003
11297 Familia Porphyromonadaceae 4,081 0,600 2,2E-10
198591 Familia Lachnospiraceae 3,757 0,788 2,3E-05
49543 Familia Lachnospiraceae 3,275 0,897 0,002
1009304 Specia Oscillospira guilliermondii 3,140 1,043 0,015
930464 Specia Insolitispirillum peregrinum 2,804 1,033 0,029
1793164 Genul Parasutterella 2,720 0,576 2,6E-05
1260915 Regnul Bacteria 2,678 0,804 0,006
36112 Specia Clostridium leptum 2,584 0,887 0,018
181003 Genul Alistipes 2,581 0,555 3,3E-05
149837 Familia Lachnospiraceae 2,434 0,678 0,002
1056232 Genul Clostridium XIVa 2,308 0,856 0,030
770554 Specia Alistipes putredinis 2,223 0,556 0,001
1176501 Familia Lachnospiraceae 2,079 0,758 0,028
33530 Specia Acetatifactor muris 1,965 0,569 0,004
43033 Genul Alistipes 1,788 0,379 2,6E-05
576748 Familia Ruminococcaceae 1,740 0,603 0,019
50759 Specia Oscillospira guilliermondii 1,570 0,409 0,001
592877 Specia Pseudoflavonifractor capillosus 1,512 0,418 0,002
712755 Specia Barnesiella intestinihominis 1,509 0,502 0,015
375558 Specia Barnesiella intestinihominis 1,505 0,554 0,029
307526 Specia Bacteroides acidifaciens 1,499 0,492 0,014
74641 Specia Bacteroides acidifaciens 1,418 0,532 0,032
943687 Familia Porphyromonadaceae 1,162 0,397 0,018
791734 Genul Clostridium XIVa -1,064 0,377 0,023
19031 Specia Anaerotruncus colihominis -1,391 0,516 0,030
74179 Specia Alistipes massiliensis -1,810 0,305 4,7E-08
211238 Specia Anaeroplasma abactoclasticum -2,662 0,859 0,012
76239 Familia Lachnospiraceae -2,721 0,668 4,2E-04
743544 Genul Clostridium XIVa -3,014 0,672 7,0E-05
993522 Genul Clostridium X1Va -3,394 0,708 2,2E-05
76325 Genul Lactobacillus -3,621 0,575 5,2E-09
209309 Familia Lachnospiraceae -3,857 1,295 0,016
567799 Genul Alistipes -5,435 0,634 4,3E-16
77091 Genul Clostridium -6,877 1,048 1,0E-09
5

Tabelul 12. Taxoni semnificativi diferential abundenti intre punctele in timp D-1 si D34 din

studiul cu MS. O modificare pozitiva este interpretata ca crescutd la D34 atunci cand se compara

cu D-1.
OTU_ID Nivelul cel|{Clasificare modificare eroare st [valoare

mai mic log2 ajustata

1370810 Specia Barnesiella intestinihominis 4,794 1,196 0,001
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OTU_ID Nivelul cel(Clasificare modificare eroare st [valoare p

mai mic log2 ajustata
1684470 Specia Parasutterella excrementihominis 4,434 1,167 0,002
1070245 Specia Eubacterium plexicaudatum 3,870 0,961 0,001
518034 Specia Desulfovibrio fairfieldensis 3,867 0,962 0,001
1482481 Specia Clostridium disporicum 3,228 1,112 0,029
567799 Genul Alistipes 3,218 0,864 0,002
1404432 Specia Bacteroides acidifaciens 2,978 0,835 0,004
1067514 Genul Barnesiella 2,967 0,921 0,011
76325 Genul Lactobacillus 2,893 0,683 0,001
307526 Specia Bacteroides acidifaciens 2,218 0,351 1,8E-08
1288839 Familia Lachnospiraceae 2,084 0,746 0,035
866478 Specia Barnesiella intestinihominis 1,936 0,647 0,022
23133 Familia Ruminococcaceae 1,840 0,544 0,007
472737 Familia Lachnospiraceae 1,697 0,524 0,011
842401 Ordinul Clostridiales 1,601 0,535 0,022
39008 Specia Bacteroides acidifaciens 1,494 0,390 0,002
74179 Specia Alistipes massiliensis 1,426 0,328 3,9E-04
277773 Specia Alistipes finegoldii 1,323 0,461 0,029
76234 Familia Lachnospiraceae -1,183 0,333 0,004
948888 Genul Barnesiella -1,453 0,520 0,035
150155 Familia Lachnospiraceae -1,609 0,421 0,002
783115 Familia Desulfovibrionaceae -2,262 0,608 0,002
773427 Specia Anaerotruncus colihominis -2,443 0,661 0,003
201157 Familia Lachnospiraceae -2,587 0,754 0,006
596894 Genul Clostridium X1Va -2,616 0,909 0,029
43033 Genul Alistipes -3,236 0,718 2,2E-04
1793164 Genul Parasutterella -3,758 0,632 1,4E-07
49543 Familia Lachnospiraceae -4,849 0,920 5,5E-06
490405 Specia Turicibacter sanguinis -5,152 0,704 2,5E-11
48282 Familia Lachnospiraceae -5,460 0,666 4,7E-14

Tabelul 13. Taxoni semnificativi diferential abundenti intre punctele in timp D-14 si D34 din
studiul cu MS. O modificare pozitiva este interpretata ca crescutd la D34 atunci cand se compara

cu D-14.
5
OTU_ID Nivelul cel mai|Clasificare modificare  |eroare st |valoare p
mic log2 ajustata
1105465 Genul Barnesiella 7,221 0,754 2,1E-19
48633 Genul Clostridium XIVa 6,734 0,959 8,7E-11
1288839 Familia Lachnospiraceae 5,820 0,811 3,5E-11
518034 Specia Desulfovibrio fairfieldensis 5,459 0,999 8,3E-07
1684470 Specia Parasutterella excrementihominis 5,289 1,408 0,001
1482481 Specia Clostridium disporicum 4,947 1,295 0,001
1370810 Specia Barnesiella intestinihominis 4,734 1,263 0,001
1070245 Specia Eubacterium plexicaudatum 4,620 0,794 1,3E-07
1067514 Genul Barnesiella 4,544 1,103 2,8E-04
1575843 Specia Clostridium ruminantium 4,393 1,743 0,040
43241 Genul Clostridium X1Va 4,284 0,817 2,4E-06
47662 Specia Barnesiella intestinihominis 4,273 0,478 3,8E-17
1728285 Genul Lachnospiracea incertae sedis 4,204 1,221 0,003
11297 Familia Porphyromonadaceae 3,921 0,577 3,4E-10
307526 Specia Bacteroides acidifaciens 3,539 0,534 9,9E-10
198591 Familia Lachnospiraceae 3,273 0,762 1,4E-04
236126 Specia Oscillospira guilliermondii 3,175 1,086 0,015
930464 Specia Insolitispirillum peregrinum 3,152 0,848 0,001
948888 Genul Barnesiella 3,040 0,629 1,6E-05
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OTU_ID Nivelul cel mai|Clasificare modificare  |eroare st |valoare

mic log2 ajustata
491106 Specia Flavonifractor plautii 3,039 1,170 0,034
563211 Familia Lachnospiraceae 2,564 0,965 0,030
149837 Familia Lachnospiraceae 2,562 0,890 0,016
770554 Specia Alistipes putredinis 2,520 0,455 6,2E-07
1260915 Regnul Bacteria 2,505 0,677 0,001
36112 Specia Clostridium leptum 2,483 0,916 0,026
1056232 Genul Clostridium X1Va 2,319 0,664 0,002
39008 Specia Bacteroides acidifaciens 2,107 0,274 9,9E-13
23133 Familia Ruminococcaceae 2,049 0,614 0,004
74641 Specia Bacteroides acidifaciens 2,002 0,457 1,0E-04
712755 Specia Barnesiella intestinihominis 1,977 0,470 2,0E-04
277773 Specia Alistipes finegoldii 1,881 0,388 1,6E-05
1404432 Specia Bacteroides acidifaciens 1,805 0,563 0,006
1176501 Familia Lachnospiraceae 1,654 0,630 0,032
544582 Specia Flavonifractor plautii 1,418 0,540 0,032
76234 Familia Lachnospiraceae -0,991 0,389 0,038
80190 Familia Lachnospiraceae -1,113 0,348 0,006
182471 Ordinul Clostridiales -1,315 0,472 0,021
494032 Specia Clostridium oroticum -1,502 0,580 0,034
2367602 Ordinul Clostridiales -1,518 0,472 0,006
74771 Specia Alistipes massiliensis -1,617 0,408 0,001
172154 Genul Clostridium XIVa -1,628 0,442 0,001
993522 Genul Clostridium X1Va -1,799 0,594 0,011
791734 Genul Clostridium X1Va -1,842 0,387 2,2E-05
150155 Familia Lachnospiraceae -1,859 0,532 0,002
743544 Genul Clostridium X1Va -2,196 0,558 0,001
567799 Genul Alistipes -2,378 0,513 3,9E-05
96345 Genul Clostridium XIVa -2,528 0,667 0,001
19031 Specia Anaerotruncus colihominis -2,575 0,610 1,9E-04
201157 Familia Lachnospiraceae -2,615 0,866 0,011
578360 Familia Lachnospiraceae -2,870 0,586 1,4E-05
76239 Familia Lachnospiraceae -3,325 0,631 2,3E-06
1165458 Familia Lachnospiraceae -3,346 0,754 8,1E-05
773427 Specia Anaerotruncus colihominis -3,475 0,776 7,0E-05
209309 Familia Lachnospiraceae -3,639 1,042 0,002
320120 Genul Clostridium XIVa -3,670 0,811 5,9E-05
1628488 Specia Vallitalea guaymasensis -4,144 1,538 0,027
48282 Familia Lachnospiraceae -4,653 1,012 4,5E-05
77091 Genul Clostridium -7,493 1,192 7,9E-09

5 Rezumat

10

15

Blautix determina o crestere semnificativa a diversitatii microbiotei si conduce la variatie
temporald semnificativa in timpul tratamentului la un model la animal pentru scleroza multipla.
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Secvente

SEQ ID NO:1 (gena de ARN ribozomal de 16S al tulpinii GAMG6-1 de Blautia stercoris, secventa

MD/EP 3359172 T2 2019.10.31

partiala - HM626177)
1 tgcaagtcga gcgaagcgct tacgacagaa ccttcggggg aagatgtaag ggactgagcg

28

61 gcggacgggt gagtaacgcg tgggtaacct gcctcataca gggggataac agttggaaac

121 ggctgctaat accgcataag cgcacggtat cgcatgatac agtgtgaaaa actccggtgg

181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

tatgagatgg
atcagtagcc
ctacgggagyg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcc
aaaggctggg
gtaagcggaa
gaaggcggct
attagatacc
tcttcggtgce
aaactcaaag
caacgcgaag
ccttcgggac
gggttaagtc
actctgtgga
gcccecttatg
gcgaggggga
tgcacgaagc

ggtcttgtac

acccgcegtcet
ggcctgagag
cagcagtggyg
agaagtatct
gaagccccgg
ggatttactg
gcttaacccc
ttcctagtgt
tactggacgg
ctggtagtcc
cgcagcaaac
gaattgacgg
aaccttacca
agagaagaca
ccgcaacgag
gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgct

acaccgcccg

gattagctag
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
aggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
gcaataagta
ggacccgcac
agtcttgaca
ggtggtgcat
cgcaacccct
gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgcg

tcacaccatg

ttggaggggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcc
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttccacctgg
aagcggtgga
tcgatctgac
ggttgtcgtc
atcctcagta
aggaaggcgg
acaatggcgt
cccagttcgg
aatcagaatg

ggagtcagta

SEQ ID NO:2 (gend de ARN ribozomal de 16S al tulpinii

secventa partiald - EF036467)
1 caagtcgaac gggaattant

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081

1141
1201

1261
1321
1381

gacgggtgag
tgctaatacc
aagatggacc
catagccggce
cgggaggcag
tgaaggaaga
tgactaagaa
gttatccgga
ggcatgggct
agcggaattc
ggcggcttac
agataccctg
ttcggtgccg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttcgggacag
gttaagtccc
ctggggagac

ccttatgatt
agatggagca

acgaagctgg
cttgtacaca

tgcaaagaag

taacgcgtgg
gcataagcgc
cgcgttggat
ctgagagggt
cagtggggaa
agtatctcgg
gccececggcta
tttactgggt
caacctgtgg
ctagtgtagc
tggacggtaa
gtagtccacg
tcgcaaacgc
attgacgggg
ccttaccaag
gcgagacagyg
gcaacgagcg
tgccagggat

tgggctacac
aatcccaaaa

aatcgctagt
ccgcccgtca

gagctgccga

ttattgaaac
gtaacctgcc
acagagctgc
tagcttgttg
gaacggccac
tattgcacaa
tatgtaaact
actacgtgcc
gtaaagggag
actgcattgg
ggtgaaatgc
ctgacgttga
ccgtaaacga
agtaagtatt
acccgcacaa
tcttgacatc
tggtgcatgg
caacccctat
aacctggagg

acgtgctaca
ataacgtccc

aatcgcggat

caccatggga

aggcgggacc

ttcggtcgat
ttatacaggg
atggctcagt
gtggggtaac
attgggactg
tgggggaaac
tctatcagca
agcagccgcg
cgtagacggt
aaactgtcat
gtagatatta
ggctcgaaag
tgaataacta
ccacctgggg
gcggtggagce
cgcctgaccg
ttgtcgtcag
cctcagtagce

aaggcgggga

atggcgtaaa
agttcggact

cagaatgccg
gtcagtaacg
gatgactggg

aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggaagagcaa
ttttcttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgttgg
ggagtacgtt
gcatgtggtt
cggttcgtaa
agctcgtgtc
gccagcaggt
ggacgacgtc
aaacaaaggg
actgcagtct
tcgcggtgaa

acgcccgaag

WAL 14507

ttaatttaat
ggataacagt
gtgaaaaact
ggcccaccaa
agacacggcc
cctgatgcag
gggaagatag
gtaatacgta
gtggcaagtc
acttgagtgc
ggaggaacac
cgtggggagce
ggtgtcgggt
agtacgttcg
atgtggttta
atccttaacc
ctcgtgtcgt
cagcatttaa
tgacgtcaaa

caaagggaag
gtagtctgca

cggtgaatac
cccgaagtca

gtgaagtcgt

caaggcgacg
gcccagactc
cagcgacgcc
aaatgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtggc
agcaaacagg
ggagcaaagc
cgcaagaatg
taattcgaag
tggaaccttt
gtgagatgtt
gaagctgggc
aaatcatcat
aagcgagccc
gcaactcgac
tacgttcccg
tc

de Blautia wexlerae,

tctagtggcg
cagaaatggc
ccggtggtat
ggcgacgatc
cagactccta
cgacgccgcg
tgacggtacc
gggggcaagce
tgatgtgaaa
cggaggggta
cagtggcgaa
aaacaggatt
ggcaaagcca
caagaatgaa
attcgaagca
ggatctttcc
gagatgttgg
ggtgggcact
tcatcatgcc

cgagattgtg
acccgactac

gttcccgggt
gtgacctaac

aacaaggt
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SEQ ID NO:3 (secventd consens a ARNr de 16s pentru tulpina 830 de Blautia stercoris)
TTTKGTCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGAAGCGCTTACGACAGAACCTT

CGGGGGAAGATGTAAGGGACTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCTCATACAGGGGGATAACA
GTTGGAAACGGCTGCTAATACCGCATAAGCGCACAGTATCGCATGATACAGTGTGAAAAACTCCGGTGGTATGAGAT
GGACCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGA
ACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAA
CCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGGGAAGAAAATGACGG
TACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTT
ACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGAAGAGCAAGTCTGATGTGAAAGGCTGGGGCTTAACCCCAGGACTGCATTGG
AAACTGTTTTTCTTGAGTGCCGGAGAGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTTGGGGAGCAAAGCTCTTCGGTGCCGCAGCAAACGCAA
TAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCGATCTGACCGGTTCGTAATGGAACCTT
TCCTTCGGGACAGAGAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCCTATCGTCAGTAGCCAGCAGGTAAAGCTGGGCACTCTGAGGAGACTGCCAGGGATAACCTGGAGG
AAGGCGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTAAACAAAGGG
AAGCGAGCCCGCGAGGGGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCGGACTGCAGTCTGCAACTCGACTGCACGA
AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCCAACCTTAGGGAGGGAGCTGCCGAAGGCGGGATTGATAACTG
GGGTGAAGTCTAGGGGGT

SEQ ID NO:4 (secventa consens a ARNr de 16s pentru tulpina MRX008 de Blautia wexlerae)
TTCATTGAGACTTCGGTGGATTTAGATTCTATTTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGTAACCTGCCTTAT

ACAGGGGGATAACAGTCAGAAATGGCTGCTAATACCGCATAAGCGCACAGAGCTGCATGGCTCAGTGTGAAAAACTC
CGGTGGTATAAGATGGACCCGCGTITGGATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCCG
GCCTGAGAGGGTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAAGGAAGAAGTATCTCGGTATGTAAACTTCTATCAGCAGG
GAAGATAGTGACGGTACCTGACTAAGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAG
CGTTATCCGGATTTACTGGGTGTAAAGGGAGCGTAGACGGTGTGGCAAGTCTGATGTGAAAGGCATGGGCTCAACCT
GTGGACTGCATTGGAAACTGTCATACTTGAGTGCCGGAGGGGTAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTAGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACGGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGGTGTCNGGGGAGCATGGCTCTTCGGTG
CCGTCGCAAACGCAGTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCCGCCTGACCGA
TCCTTAACCGGATCTTTCCTTCGGGACAGGCGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTCAGTAGCCAGCATTTAAGGTGGGCACTCTGGGGAGACTGCCA

GGGATAACCTGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGTAAACAAAGGGAAGCGAGATCGTGAGATGGAGCAAATCCCAAAAATAACGTCCCAGTTCGGACTGTAGTCTGC

AACCCGACTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCAGTAACGCCCGAAGTCAGTGACCTAACTGCAAAGAAGGAGCTGCCGAA

SEQ ID NO:5 (gena de ARN ribozomal de 16S al tulpinii S5a36 de Blautia hydrogenotrophica,
secventa partiald - X95624.1)
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20

25

30

ol
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

gatgaacgct
tttcggttga
gccctataca
cgcatgaagc
ttggtgaggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcece
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttcccacctg
caagcggtgg
atccctctga
tggttgtcgt
tattcttagt
dJaggaaggtg
tacaatggcg
tctcagttcg
gaatcagaat
gggagtcagt
gactgataac

REFERINTE
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ggcggcgtge
agttttctat
gggggataac
ggtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggtttggcaa
cagacttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgtcgg
gggagtacgt
agcatgtggt
ccgggaagta
cagctcgtgt
agccagcagg
gggatgacgt
taaacaaagg
gattgtagtc
gtcgeggtga
aacgcccgaa

tggggtga

ttaacacatg
tgactgagtg
agttagaaat
actgaggtgg
caaggcgacyg
gcccaaactc
cagcgacgcc
aagtgacggt
gtaaggggca
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtggc
agcaaacagg
gtggcaaagc
tcgcaagaat
ttaattcgaa
atgttccctt
cgtgagatgt
tagagctggg
caaatcatca
gaagcgaagyg
tgcaactcga
atacgttccc

gtcagtgacc

30

caagtcgaac
gcggacgggt
gactgctaat
tataggatgg
atccatagcc
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcc
aaaggcatgg
gcaagcggaa
gaaggcggcc
attagatacc
cattcggtgce
gaaactcaaa
gcaacgcgaa
ttcttcggaa
tgggttaagt
cactctaggg
tgccceccttat
ggtgacctgg
ctacatgaag
gggtcttgta

caaccnaaag

[1] Spor et al. (2011) Nat Rev Microbiol. 9(4):279-90.

[2] Tap et al. (2009), Environ Microbiol, 11(10):2574-84

[3] Macpherson et al. (2001) Microbes Infect. 3(12):1021-35
[4] Macpherson et al. (2002) Cell Mol Life Sci. 59(12):2088-96.
[5] Mazmanian et al. (2005) Cell 15;122(1):107-18.
[6] Frank et al. (2007) PNAS 104(34):13780-5.
[7] Scanlan et al. (2006) J Clin Microbiol. 44(11):3980-8.
[8] Kang et al. (2010) Inflamm Bowel Dis. 16(12):2034-42.
[9] Machiels et al. (2013) Gut. 63(8):1275-83.
[10] WO 2013/050792

[11] WO 03/046580

[12] WO 2013/008039
[13] WO 2014/167338
[14] Lee si Lee (2014) World J Gastroenterol. 20(27): 8886-8897.
[15] Xie et al. (2016) Journal Dairy Sci. 99:6913-6921
[16] WO 01/85187
[17] WO2016/086161

[18] YQ et al. (2016), J. Dig. Dis., ,,Therapeutic Modulation of the Gut Microbiota in IBD - More
Questions to Be Answered*, Oct 15, 1751-2980, 12422, Epub ahead of print.

gaagcgatag
gagtaacgcg
accgcataag
acccgcgttg
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagccccgg
ggatttactg
gctcaacctg
ttcctagtgt
tgctggacgg
ctggtagtcc
cgcagcaaac
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LISTA DE SECVENTE

[0180]
<110> 4D Pharma PLC

<120> COMPOZITII CUPRINZAND TULPINI BACTERIENE
<130> P069516WO
<141> 2017-12-12

<150> GB1621123.7
<151> 2016-12-12

<160> 5

<170> SeqWin2010, versiunea 1.0
<210>1

<211> 1372

<212> ADN

<213> Blautia stercoris

<400> 1



tgcaagtcga
gcggacgggt
ggctgctaat
tatgagatgg
atcagtagcc
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatce
aaaggctggg
gtaagcggaa
gaaggcggct
attagatacc
tectteggtge
aaactcaaag
caacgcgaag
ccttegggac
gggttaagtc
actctgtgga
gcccecttatg
gcgaggggga
tgcacgaagc
ggtcttgtac

<210> 2
<211> 1438
<212> ADN
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gcgaagcgcet
gagtaacgcg
accgcataag
acccgegtet
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagccccgg
ggatttactg
gcttaaccce
ttecctagtgt
tactggacgg
ctggtagtcc
cgcagcaaac
gaattgacgg
aaccttacca
agagaagaca
ccgcaacgag
gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgct
acaccgcccg

<213> Blautia wexlerae

<220>

<221> caracteristica_div.

<222> 19

<223>'n'este a, c,gsaut

<220>

<221> caracteristica_div.

<222> 19

<223>'n'este a, c,gsaut

<400> 2

tacgacagaa
tgggtaacct
cgcacggtat
gattagctag
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
aggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
gcaataagta
ggacccgcac
agtcttgaca
ggtggtgcat
cgcaacccct
gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgceg
tcacaccatg

32

cctteggggg
gcctcataca

cgcatgatac
ttggaggggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcce
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
ttccacctgg
aagcggtgga
tcgatctgac
ggttgtcgtce
atcctcagta
aggaaggcgg
acaatggcgt
cccagttcgg
aatcagaatg
ggagtcagta

aagatgtaag
gggggataac
agtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggaagagcaa
ttttcttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggg
taggtgttgg
ggagtacgtt
gcatgtggtt
cggttcgtaa
agctcgtgtce
gccagcaggt
ggacgacgtc
aaacaaaggg
actgcagtct
tcgeggtgaa
acgcccgaag

ggactgagcg
agttggaaac
actccggtgg
caaggcgacg
gcccagactce
cagcgacgcece
aaatgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgccggagag
caccagtggce
agcaaacagg
ggagcaaagc
cgcaagaatg
taattcgaag
tggaaccttt
gtgagatgtt
gaagctggge
aaatcatcat
aagcgagccce
gcaactcgac
tacgttceceg
tc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1372



caagtcgaac
gacgggtgag
tgctaatacc
aagatggacc
catagcegge
cgggaggcag
tgaaggaaga
tgactaagaa
gttatccgga
ggcatgggcet
agcggaattce
ggcggcttac
agataccctg
ttcggtgeeg
actcaaagga
acgcgaagaa
ttcgggacag
gttaagtccce
ctggggagac
ccttatgatt
agatggagca
acgaagctgg
cttgtacaca
tgcaaagaag
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gggaattant
taacgcgtgg
gcataagcge
cgcgttggat
ctgagagggt
cagtggggaa
agtatctcgg
gccccggceta
tttactgggt
caacctgtgg
ctagtgtagce
tggacggtaa
gtagtccacg
tcgcaaacge
attgacgggg
ccttaccaag
gcgagacagg
gcaacgagcg
tgccagggat
tgggctacac
aatcccaaaa
aatcgctagt
ccgeccegtcea
gagctgccga

ttattgaaac
gtaacctgce
acagagctgce
tagcttgttg
gaacggccac
tattgcacaa
tatgtaaact
actacgtgcc
gtaaagggag
actgcattgg
ggtgaaatgce
ctgacgttga
ccgtaaacga
agtaagtatt
acccgcacaa
tcttgacatc
tggtgcatgg
caacccctat
aacctggagg
acgtgctaca
ataacgtccce
aatcgcggat
caccatggga
aggcgggacc

33

ttceggtegat
ttatacaggg
atggctcagt
gtggggtaac
attgggactg
tgggggaaac
tctatcagca
agcagccgeg
cgtagacggt
aaactgtcat
gtagatatta
ggctcgaaag
tgaataacta
ccacctgggg
gcggtggage
cgcctgaccg
ttgtcgtcag
cctcagtage
aaggcgggga
atggcgtaaa
agttcggact
cagaatgccg
gtcagtaacg
gatgactggg

ttaatttaat
ggataacagt
gtgaaaaact
ggcccaccaa
agacacggcece
cctgatgcag
gggaagatag
gtaatacgta
gtggcaagtc
acttgagtgce
ggaggaacac
cgtggggage
ggtgtcgggt
agtacgttcg
atgtggttta
atccttaacc
ctegtgtegt
cagcatttaa
tgacgtcaaa
caaagggaag
gtagtctgca
cggtgaatac
cccgaagtca
gtgaagtcgt

tctagtggeg
cagaaatggc
ccggtggtat
ggcgacgatc
cagactccta
cgacgccgeg
tgacggtacc
gggggcaagc
tgatgtgaaa
cggaggggta
cagtggcgaa
aaacaggatt
ggcaaagcca
caagaatgaa
attcgaagca
ggatctttcce
gagatgttgg
ggtgggcact
tcatcatgce
cgagattgtg
acccgactac
gttceecgggt
gtgacctaac
aacaaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1438

<210> 3

<211> 1481

<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> consens 16s pentru Blautia stercoris

<400> 3

tttkgtctgg
gcttacgaca
gcgtgggtaa
aagcgcacag
tctgattage
gagggtgaac
ggggaatatt
tctcggtatg
cggctaacta
ctgggtgtaa
cccaggactg
tgtagcggtg
cggtaactga
tccacgeegt
aacgcaataa
cggggacccg
caagtcttga
caggtggtge
agcgcaacce
gggataacct
tacacacgtg
caaaaataac
ctagtaatcg
cgtcacacca
gccgaaggceg

ctcaggatga
gaaccttecgg
cctgectcat
tatcgcatga
tagttggagg
ggccacattg
gcacaatggg
taaacttcta
cgtgccagceca
agggagcgta
cattggaaac
aaatgcgtag
cgttgaggct
aaacgatgaa
gtattccacc
cacaagcggt
catcgatctg
atggttgteg
ctatcgtcag
ggaggaaggc
ctacaatggc
gtcccagtte
cgaatcagaa
tgggagtcag
ggattgataa

acgctggcgg
gggaagatgt
acagggggat
tacagtgtga
ggtaacggcce
ggactgagac
ggaaaccctg
tcagcaggga
gccgeggtaa
gacggaagag
tgtttttett
atattaggag
cgaaagcgtg
tactaggtgt
tggggagtac
ggagcatgtg
accggttegt
tcagectegtyg
tagccagcag
ggggacgacg
gtaaacaaag
ggactgcagt
tgtcgeggtyg
taacgcccga
ctggggtgaa

cgtgcttaac
aagggactga
aacagttgga
aaaactccgg
caccaaggcg
acggcccaga
atgcagcgac
agaaaatgac
tacgtagggg
caagtctgat
gagtgeccgga
gaacaccagt
gggagcaaac
tggggagcaa
gttcgcaaga
gtttattcga
aatggaacct
tegtgagatg
gtaaagctgg
tcaaatcatc
ggaagcgagce
ctgcaactcg
aatacgttcc
agtcagtgac
gtctaggggg

acatgcaagt
gcggcggacyg
aacggctget
tggtatgaga
acgatcagta
ctcctacggg
gccgegtgaa
ggtacctgac
gcaagcgtta
gtgaaaggct
gaggtaagcg
ggcgaaggcg
aggattagat
agctcettegg
atgaaactca
agcaacgcga
ttcetteggg
ttgggttaag
gcactctgag
atgccccetta
ccgcgagggyg
actgcacgaa
cgggtcttgt
ccaaccttag
t

cgagcgaagce
ggtgagtaac
aataccgcat
tggacccgeg
gccggectga
aggcagcagt
ggaagaagta
taagaagccce
tcecggattta
ggggcttaac
gaattcctag
gcttactgga
accctggtag
tgcecgecagea
aaggaattga
agaaccttac
acagagaaga
tcecegeaacy
gagactgcca
tgatttgggce
gagcaaatcc
gctggaatceg
acacaccgcece

ggagggagct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1481

<210> 4

<211> 1384

<212> ADN

<213> Secventa artificiala

<220>
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<223> consens 16s pentru Blautia wexlerae

<220>

<221> caracteristica_div.

<222> 749

<223>'n'este a, c,gsaut

<220>

<221> caracteristica_div.

<222> 749

<223>'n'este a, c,gsaut

<400> 4

ttcattgaga
tgggtaacct
cgcacagagc
gattagcttg
ggtgaacggc
gaatattgca
cggtatgtaa
ctaactacgt
ggtgtaaagg
tggactgcat
agcggtgaaa
taactgacgt
acgccgtaaa
cgcagtaagt
gggacccgca
aagtcttgac
aggtggtgca
gcgcaacccec
gataacctgg
cacacgtgct
aaaataacgt
agtaatcgceg
tcacaccatg
cgaa

<210>5
<211> 1458
<212> ADN

cttcggtgga
gccttataca
tgcatggctc
ttggtggggt
cacattggga
caatggggga
acttctatca
gccagcagcece
gagcgtagac
tggaaactgt
tgcgtagata
tgaggctcga
cgatgaatac
attccacctg
caagcggtgg
atccgectga
tggttgtcgt
tatcctcagt
aggaaggcgg
acaatggcgt
cccagttcgg
gatcagaatg
ggagtcagta

tttagattct
gggggataac
agtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg
aaccctgatg
gcagggaaga
gcggtaatac
ggtgtggcaa
catacttgag
ttaggaggaa
aagcgtgggyg
taggtgtcng
gggagtacgt
agcatgtggt
ccgatcetta
cagctegtgt
agccagcatt
ggatgacgtc
aaacaaaggg
actgtagtct
ccgeggtgaa
acgcccgaag

<213> Blautia hydrogenotrophica

<220>

<221> caracteristica_div.

<222> 1416

<223>'n'este a, c,gsaut

<220>

<221> caracteristica_div.

<222> 1416

<223>'n'este a, c,gsaut

<400> 5

gatgaacgct
ttteggttga
gccctataca
cgcatgaagce
ttggtgaggt
cacattggga

ggcggegtge
agttttctat
gggggataac
ggtgtgaaaa
aacggcccac
ctgagacacg

ttaacacatg
tgactgagtg
agttagaaat
actgaggtgg
caaggcgacg
gcccaaacte

atttctagtg
agtcagaaat
actccggtgg
caaggcgacg
gcccagactce
cagcgacgcec
tagtgacggt
gtagggggca
gtctgatgtg
tgccggaggg
caccagtggce
agcaaacagg
gggagcatgg
tcgcaagaat
ttaattcgaa
accggatctt
cgtgagatgt
taaggtgggce
aaatcatcat
aagcgagatc
gcaacccgac
tacgttceeg
tcagtgacct

caagtcgaac
gcggacgggt
gactgctaat
tataggatgg
atccatagcce

ctacgggagg

gcggacgggt
ggctgctaat
tataagatgg
atccatagcce
ctacgggagg
gcgtgaagga
acctgactaa
agcgttatcc
aaaggcatgg
gtaagcggaa
gaaggcggct
attagatacc
ctctteggtg
gaaactcaaa
gcaacgcgaa
tcctteggga
tgggttaagt
actctgggga
gcececttatg
gtgagatgga
tacacgaagc
ggtcttgtac
aactgcaaag

gaagcgatag
gagtaacgcg
accgcataag
acccgegttg
ggcctgagag
cagcagtggg

gagtaacgcg
accgcataag
acccgegttg
ggcctgagag
cagcagtggg
agaagtatct
gaagcccegg
ggatttactg
gctcaacctg
ttectagtgt
tactggacgg
ctggtagtcce
ccgtegecaaa
ggaattgacg
gaaccttacc
caggcgagac
cccgcaacga
gactgccagg
atttgggcta
gcaaatccca
tggaatcgct
acaccgccceg
aaggagctgc

agaacggaga
tgggtaacct
cgcacagctt
gattagctag

ggtgaacggc
gaatattgca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1384

60

120
180
240
300
360
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caatggggga aaccctgatg cagcgacgcc gcgtgaagga agaagtatct cggtatgtaa 420
acttctatca gcagggaaga aagtgacggt acctgactaa gaagccccgg ctaattacgt 480
gccagcagcece gcggtaatac gtaaggggca agcgttatcce ggatttactg ggtgtaaagg 540
gagcgtagac ggtttggcaa gtctgatgtg aaaggcatgg gctcaacctg tggactgcat 600
tggaaactgt cagacttgag tgccggagag gcaagcggaa ttcctagtgt ageggtgaaa 660
tgcgtagata ttaggaggaa caccagtggc gaaggcggcce tgctggacgg taactgacgt 720
tgaggctcga aagegtgggg agcaaacagg attagatacc ctggtagtcce acgetgtaaa 780
cgatgaatac taggtgtcgg gtggcaaagc cattcggtgc cgcagcaaac gcaataagta 840
ttcccacctg gggagtacgt tcgcaagaat gaaactcaaa ggaattgacg gggacccgca 900
caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgaa gcaacgcgaa gaaccttacc aaatcttgac 960
atccctctga ccgggaagta atgttccett ttettcecggaa cagaggagac aggtggtgeca 1020
tggttgtcgt cagctegtgt cgtgagatgt tgggttaagt cccgcaacga gegcaaccet 1080
tattcttagt agccagcagg tagagctggg cactctaggg agactgccag ggataacctg 1140
gaggaaggtg gggatgacgt caaatcatca tgccccttat gatttggget acacacgtge 1200
tacaatggcg taaacaaagg gaagcgaagg ggtgacctgg agcaaatctc aaaaataacg 1260
tctcagttecg gattgtagtc tgcaactcga ctacatgaag ctggaatcge tagtaatcge 1320
gaatcagaat gtcgcggtga atacgttcce gggtcecttgta cacaccgcce gtcacaccat 1380
gggagtcagt aacgcccgaa gtcagtgacc caaccnaaag gagggagctg ccgaaggtgg 1440
gactgataac tggggtga 1458

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:
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= 4d Pharma Plc: "Clinical Update - RNS - London Stock Exchange"”, , 19 July 2016
(2016-07-19), XP055446737, Retrieved from the Internet:
URL:http://www.londonstockexchange.com/exc hange/news/market-news/market-news-
detail/ DDDD/12896979.html [retrieved on 2018-02-01]

=  WO-A1-2016/203218

= Anonymous: "4D pharma's Blautix for Irritable Bowel Syndrome shows positive impact
- pharmaceutical daily news", , 13 December 2016 (2016-12-13), XP055446748,
Retrieved from the Internet: URL:http://www.pharmaceuticaldaily.com/4d- pharmas-
blautix-for-irritable-bowel-syndro me-shows-positive-impact/ [retrieved on 2018-02-01]

= HARPER ASHTON ET AL: "The Role of Bacteria, Probiotics and Diet in Irritable
Bowel Syndrome.", 26 January 2018 (2018-01-26), FOODS (BASEL, SWITZERLAND)
26 JAN 2018, VOL. 7, NR. 2 ISSN: 2304-8158

=  WO-A1-2017/148596

=  WO-A1-2018/011594

= Catherine A. Lozupone ET AL: "Diversity, stability and resilience of the human gut
microbiota”, Nature, vol. 489, no. 7415, 1 September 2012 (2012-09-01), pages 220-230,
XP055499616, GB ISSN: 0028-0836, DOI: 10.1038/nature11550

=  WO-A2-2012/024638

=  US-Al- 2010 316 617

(57) Revendicari:

1. O compozitie cuprinzand o tulpind bacteriana din specia Blautia hydrogeno-trophica, pentru
utilizare in tratarea sau prevenirea sindromului de colon iritabil, in care tratamentul sau prevenirea
cuprinde cresterea diversitatii microbiotei la subiect.

2. Compozitia pentru utilizare in conformitate cu revendicarea 1, in care subiectul are mai putin de
99 de specii bacteriene diferite si/sau mai putin de 190 de tulpini bacteriene diferite in microbiota
Sa.

3. Compozitia pentru utilizarea din oricare revendicare precedenta, in care cresterea in diversitate a
microbiotei este pentru bacteriile ne-acetogene sau este atit pentru bacteriile acetogene cat si ne-
acetogene.

4. Compozitia pentru utilizarea din oricare dintre revendicarile precedente, in care:

(a) subiectul este un subiect varstnic fragil sau
(b) subiectul este un nou nascut care a fost nascut prin sectiune de cezariana.


http://www.londonstockexchange.com/exc
http://www.pharmaceuticaldaily.com/4d-

MD/EP 3359172 T2 2019.10.31
36

5. Compozitia pentru utilizarea din oricare dintre revendicarile precedente, in care diversitatea
microbiotei este crescutd in intestin si/sau in intestinul distal al subiectului.

6. Compozitia pentru utilizarea conform oricdreia dintre revendicarile 1-5, in care tulpina
bacteriand este bacteria Blautia hydrogenotrophica depozitata sub numarul de acces DSM 10507
si de asemenea sub numarul de acces DSM 14294,

7. Compozitia pentru utilizarea din oricare revendicare precedenta, in care:

(a) compozitia este pentru administrare orala; si/sau

(b) compozitia cuprinde unul sau mai multi excipienti sau purtdtori acceptabili farmaceutic; si/sau
(c) tulpina bacteriana este liofilizatd; si/sau

(d) tulpina bacteriand este viabild; si/sau

(e) tulpina bacteriana este capabila sa colonizeze partial sau total intestinul.

8. Compozitia pentru utilizarea din oricare revendicare precedenta, care cuprinde o singura tulpina
de Blautia hydrogenotrophica.

9. Compozitia pentru utilizarea din oricare revendicare precedentd, In care compozitia cuprinde
Blautia hydrogenotrophica si nu cuprinde bacterii din orice alt gen sau cuprinde astfel de alte
bacterii numai in cantitdti minime.

10. Compozitia pentru utilizarea din oricare revendicare precedentd, in care compozitia
cuprinde Blautia hydrogenotrophica si nu cuprinde bacterii din orice alte specii sau cuprinde astfel
de alte bacterii numai in cantitdti minime.

11. Compozitia pentru utilizarea conform oricareia dintre revendicarile 1-7, care cuprinde Blautia
hydrogenotrophica ca parte a unui consortiu microbian.

12. Un produs alimentar cuprinzand compozitia din oricare revendicare precedentd, pentru
utilizarea din oricare revendicare precedenta.

13. O compozitie de vaccin cuprinzand compozitia conform oricareia dintre revendicarile 1-11,
pentru utilizarea din oricare dintre revendicarile 1-11.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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FIG. 4A

Disimilaritate Bray-Curtis intre
Ziua 16 Versus Ziua 1
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FIG. 4B
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FIG. 7(Cont)
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