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DESCRIPCION
Cepa antimicrobiana
Campo de la invencion

La presente invencidon pertenece al campo de la biotecnologia, y se refiere a nuevas bacterias del género
Streptococcus que son utiles como agentes antimicrobianos, particularmente como agentes anticaries. La invencion
se refiere a composiciones y alimentos funcionales que comprenden las nuevas bacterias.

Antecedentes de la invencion

Segun el informe anual de la OMS de 2003, la salud oral se integra con la salud general de las personas y es un
determinante de la calidad de vida (Bresciani, E. et al., Salud bucal y calidad de vida, Sallusvita, Bauru, v. 24, n. |, p.
137-148, 2005).

La caries y la enfermedad periodontal son dos enfermedades importantes con una prevalencia muy alta, que
condicionan la salud oral de muchas personas en todo el mundo. Segun el Instituto Nacional de Investigacion
Odontoldgica y Craneofacial de EE.UU., el 92% de los adultos de 20 a 64 afios de edad han tenido caries en sus
dientes permanentes (Fuente: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (NHANES)). De acuerdo con la misma fuente,
el 47% de los adultos de 30 afios o mas tiene algun tipo de enfermedad periodontal.

La caries y la enfermedad periodontal son causadas por bacterias patdgenas que causan infecciones en la cavidad
oral. Por ejemplo, Streptococcus oralis, Veillonella parvula, Actinomycesnaes lundii, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans pueden estar implicadas en la acumulacion de
placa dental que promueve el desarrollo de la enfermedad periodontal.

S. mutans da su nombre a un grupo de siete especies estrechamente relacionadas denominadas colectivamente
estreptococos mutans. Tiene un papel crucial en el desarrollo de la caries. Por lo general, la aparicion de S. mutans
en las cavidades de los dientes implica la aparicién de caries después de 6-24 meses (Forssten, S.D. et al.,
Streptococcus mutans, Caries and Simulation Models, Nutrients 2010, 2, 290-298).

Existen varios métodos disponibles para el tratamiento de la caries y de las complicaciones infecciosas relacionadas
con la enfermedad periodontal, incluida la terapia con antibiéticos. Sin embargo, los antibiéticos destruyen tanto las
bacterias utiles como las nocivas en la cavidad oral, dando lugar a desequilibrios microbianos no deseados.

Se ha explorado en los ultimos afios el uso de bacterias para el tratamiento de enfermedades infecciosas de la cavidad
oral, como la caries y la enfermedad periodontal.

Por ejemplo, el documento WO 2003/070919 describe el uso de cepas de Streptococcus salivarius productoras de
BLIS con actividad frente a Streptococcus mutans, que causan caries dentales, incluyendo S. Salivarius.

Sin embargo, las cepas de S. salivarius estan practicamente ausentes en las superficies dentales, y se ha demostrado
que solo estan presentes en la superficie de la lengua. Por lo tanto, seria deseable una cepa que pueda adherirse a
las superficies dentales, ya que seria capaz de competir con bacterias patdgenas y por lo tanto, prevenir y/o tratar
infecciones de la cavidad oral tales como caries y enfermedad periodontal.

En consecuencia, existe la necesidad de un agente antimicrobiano que esté presente en la microflora oral de sujetos
sanos, particularmente en superficies dentales, preferiblemente en placa dental, y que tenga un efecto antimicrobiano
contra varios microorganismos patdgenos implicados en infecciones orales, tales como S. mutans, A. naeslundii, V.
parvula y A. actinomycetemcomitans, que sea Util en el tratamiento de infecciones orales tales como caries y/o
enfermedad periodontal.

Resumen de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de la microbiologia y, en particular, a una cepa bacteriana especifica
adecuada para uso en el tratamiento profilactico o terapéutico de enfermedades infecciosas de la cavidad oral.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una cepa bacteriana depositada en la Coleccion Espafiola
de Cultivos Tipo (CECT) por el Servicio Galego de Saude (SERGAS), el 20 de julio de 2016, con el nimero de acceso
CECT 9174.

La presente invencion proporciona ademas un extracto y un sobrenadante derivado del cultivo de la cepa bacteriana
de la presente invencion.

Ademas, la presente invencién proporciona la cepa bacteriana de la presente invencion, el extracto o el sobrenadante
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para su uso como medicamento, en particular para su uso como medicamento antimicrobiano, preferiblemente en el
tratamiento profilactico o terapéutico de enfermedades infecciosas de la cavidad oral, tales como caries y/o
enfermedad periodontal.

La presente invencion también proporciona la cepa bacteriana de la presente invencion, el extracto o el sobrenadante
para su uso como probiético, composicion alimenticia para uso médico o alimento funcional para mejorar la salud oral.

También es objeto de la presente invencién una composiciéon farmacéutica y/o una composicion para la salud oral que
comprende la cepa bacteriana de la presente invencion, con el niumero de depdsito CECT 9174, y/o el extracto y/o el
sobrenadante de la presente invencién. La presente invenciéon proporciona ademas el uso de la composicion
farmacéutica o composiciéon para la salud oral o alimento funcional de la presente invencion como un medicamento,
en particular en el tratamiento profilactico o terapéutico de enfermedades infecciosas de la cavidad oral, tales como
caries y / o enfermedad periodontal

Breve descripcion de la figuras
Figura 1. Area de inhibicion del crecimiento para CECT 9174 en las placas de agar BHI inoculadas con S. mutans.
Figura 2. Curva de crecimiento de S. mutans y CECT 9174 (promedio OD600, 6 repeticiones) en medio liquido THY.

Figura 3. Diferencia de crecimiento de CECT 9174 y S .mutans en medio liquido puro y en cultivo THY después de 24
horas de incubacién a atmdsfera de CO; al 5%.

Figura 4. Micrografias obtenidas con lentes de aumento Leica, objetivo 1X, con CO; al 5% durante 96 h, del cultivo de
la nueva cepa de Streptococcus spp. (CECT 9174), inoculado en las superficies del agar BHI como un botén y: A, B)
Actinomyces naeslundii, C, D) Veillonella parvula, E, F) Aggregatibacter actinomycetemcomitans, inoculado sobre las
placas con un hisopo, frotandolo sobre sus superficies para asegurar una buena distribucion de los indculos. Las areas
de inhibicién del crecimiento alrededor de la nueva cepa de Streptococcus spp. (CECT 9174) para A. naeslundii, V.
parvula y A. actinomycetemcomitans.

Figura 5. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) de biofilms orales formados in vitro sobre discos de hidroxiapatita.
Los biofilms, formados después de 72 h de incubacién, se componian de: (A, B) Strepfococcus oralis, Veillonella
parvula, Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y
Porphyromonas gingivalis; (C,D) la nueva cepa de Streptococcus spp. junto con Streptococcus oralis, Veillonella
parvula, Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y
Porphyromonas gingivalis; (E,F) la nueva cepa de Strepfococcus sp., Veillonella parvula, Actinomyces naeslundii,
Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis. La disposicion
bacteriana asi como la estructura tridimensional de los diferentes biofilms muestran: (A, B) un biofilm compacto bien
estructurado; (C, D) un biofilm bien estructurado pero con densidad menor que la observada en las imagenes A, B; (E,
F) ausencia de una comunidad bien estructurada, siendo la nueva cepa de Streptococcus spp. la especie bacteriana
predominante sobre la superficie de los discos de hidroxiapatita. Aumento (A,C,E): 500X; (B,D,F): 1,000X.

Figura 6. Perfil del bioanalizador Agilent 2100 para la libreria resultante.

Figura 7. Calidad media y rango intercuartilico y media para cada una de las posiciones de las lecturas. La muestra
en la direccion R1 se presenta en el lado izquierdo y la muestra en la direccion R2 se presenta en el lado derecho. El
panel A es para secuencias sin procesar y el panel B para secuencias recortadas.

Figura 8. Representacion de la calidad media con respecto al nimero de lecturas que tienen dicha calidad media. La
muestra en la direccién R1 se presenta en el lado izquierdo y la muestra en la direccién R2 se presenta en el lado
derecho. El panel A es para secuencias sin procesar y el panel B para secuencias recortadas.

Figura 9. Representacion de la cantidad de indeterminaciones (N) en cada una de las posiciones de las secuencias
que se han examinado. La muestra en la direccién R1 se presenta en el lado izquierdo y la muestra en la direccion R2
se presenta en el lado derecho. El panel A es para secuencias sin procesar y el panel B para secuencias recortadas.
Figura 10. GC distribucion de contenido de las secuencias con respecto a una distribucion tedrica. La muestra en la
direccion R1 se presenta en el lado izquierdo y la muestra en la direccion R2 se presenta en el lado derecho. El panel
A es para secuencias sin procesar y el panel B para secuencias recortadas.

Figura 11. Topologia basada en la Identidad Nucleotidica Promedio (ANI) para localizar la cepa CECT 9174 en estudio.
Figura 12. Resultados de la prueba de competicion en placas BHI.

Figura 13. Disefio del ensayo de inhibicidon del sobrenadante.
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Figura 14. La actividad inhibidora de S. CECT 9174 no se ve afectada por la actividad de la proteinasa K. A) S. CECT
9174 (parte central), PBS (lado derecho), proteinasa K (lado izquierdo). S. mutans lado izquierdo y derecho. B) Control
negativo S. dentisani, PBS lado derecho e izquierdo, S. mutans lado derecho e izquierdo. C) Control positivo S.
dentisani, proteinasa K lado derecho e izquierdo, S. mutans lado derecho e izquierdo.

Figura 15. A) Muestra el ensayo de inhibicion y B) muestra el control de crecimiento. 1. L. ivanovii, 2. S. pyogenes, 3.
S. pneumoniae, 4. S. galactiae, 5. Lactobacillus, 6. S. aureus, 7. S. warnerii, 8. E.coli. CECT 9174 inhibe: S. pyogenes,
S. pneumoniae, S. agalactiae, S. aureus, S. warnerii, S. mutans.

Figura 16. Inhibicién de CECT 9174 sobre Fusobacterium nucleatum.
Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente invencion tienen el
significado comunmente entendido por un experto en la técnica al que pertenece esta invencion.

El término “aproximadamente” significa el valor indicado + 1% de su valor, o el término “aproximadamente” significa el
valor indicado + 2% de su valor, o el término “aproximadamente” significa el valor indicado + 5% de su valor, o el
término “aproximadamente” significa el valor indicado + 10% de su valor, o el término “aproximadamente” significa el
valor indicado + 20% de su valor, o el término “aproximadamente” significa el valor indicado + 30% de su valor;
preferiblemente el término “aproximadamente” significa exactamente el valor indicado (+ 0%).

Los términos “tratamiento” o “terapia” abarcan tanto métodos profilacticos como curativos de enfermedades, ya que
ambos estan dirigidos al mantenimiento o la restauracion de la salud. Independientemente del origen del dolor,
malestar o incapacidad, su alivio, mediante la administracion de un agente apropiado, debe interpretarse como terapia
0 uso terapéutico en el contexto de la presente solicitud.

Se entiende que la “infeccién” en la presente invencion es aquella patologia causada por la invasién de cualquier tejido
del huésped por bacterias patdgenas. Se entiende por “enfermedades infecciosas de la cavidad oral’ aquellas
infecciones bacterianas que afectan a los tejidos bucales duros y/o blandos, tales como, por ejemplo, infecciones que
se producen en los dientes y/o en las encias y/o en la lengua y/o en la mucosa que recubre los labios, las mejillas y
las encias. Ejemplos de enfermedades infecciosas de la cavidad oral son la caries (que destruye los tejidos duros del
diente) y la enfermedad periodontal o periodontitis (que destruye los tejidos de soporte del diente).

En el contexto de la presente invencion, un “medicamento antimicrobiano” es una sustancia, composiciéon o
microorganismo capaz de inhibir el crecimiento de otros microorganismos, en particular de microorganismos
patégenos.

En el contexto de la presente invencion, se entiende por “composicién alimenticia para uso médic “ una composicion
alimenticia especialmente formulada y destinada al tratamiento dietético de una enfermedad que tiene necesidades
nutricionales distintivas que no pueden ser satisfechas sélo por una dieta normal.

En el contexto de la presente invencion, el término “probidtico” se refiere a microorganismos vivos que proporcionan
beneficios para la salud cuando se consumen. Los microorganismos vivos se pueden afadir a los alimentos (por
ejemplo, productos lacteos tales como leche, yogures, etc.), suplementos dietéticos o pueden tomarse solos. Los
probioticos permanecen activos y ejercen sus efectos sobre el sujeto que los toma. Cuando se toman en cantidades
suficientes, los probidticos tienen efectos beneficiosos, en el caso particular de la presente invencién tiene efectos
beneficiosos sobre la salud oral, en el tratamiento y/o prevencion de infecciones de la cavidad oral, tales como caries.

En el contexto de la presente invencién, se entiende por “alimento funcional’ un alimento natural o procesado que
contiene compuestos biolégicamente activos conocidos, tales como microorganismos beneficiosos, que proporcionan
un beneficio para la salud, tal como la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades, en el caso particular de la
presente invencion, el tratamiento y/o prevencion de infecciones de la cavidad oral, tales como caries.

Como se usa en el presente documento, la expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” significa un disolvente,
dispersante, excipiente, adyuvante u otro material no tdxico que se mezcla con el compuesto de la presente invencion
con el fin de permitir la formaciéon de una composicion farmacéutica, por ejemplo una forma de dosificacion capaz de
administrarse al paciente.

Como se usa en el presente documento, una “composicién para la salud oral’ significa una composicion que mantiene
y/o mejora la salud de la cavidad oral, por ejemplo previniendo, reduciendo y/o eliminando infecciones en la cavidad
oral, incluyendo caries y enfermedad periodontal.

Durante la descripcion y las reivindicaciones, la palabra “que comprende” y sus variantes no pretenden excluir otras
4
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caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Ademas, el término “que comprende” también puede abarcar
el término “que consiste en”.

Cepa bacteriana de la invencién

La presente invencion se refiere a una nueva cepa bacteriana depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT), situada en la Universidad de Valencia, Parc Cientific Universitat de Valencia, Catedratico Agustin Escardino,
9, 46980 Paterna (Valencia). La nueva cepa bacteriana fue depositada por el Servicio Galego de Satde (SERGAS),
con domicilio en el Edificio Administrativo San Lazaro, 15703, Santiago de Compostela, A Corufia, el 20 de julio de
2016 y se le asigné el numero de acceso CECT 9174. La referencia asignada por el depositante es S6. A partir de
ahora, esta cepa puede ser referida en el presente documento como la “cepa bacteriana de la presente invencion”,
CECT 9174.

La presente invencién se refiere ademas a una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad
nucleotidica promedio (ANI, Richter M and Rosell6-Mora R. 2009. PNAS 106: 19126-131), tales como 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de la presente invencion, CECT
9174.

El grado de identidad entre dos secuencias se puede determinar por métodos convencionales, por ejemplo, mediante
algoritmos de alineacion de secuencia estandar conocidos en el estado de la técnica, tales como, por ejemplo BLAST
(Altschul S.F. et al. Basic local alignment search tool. J Mol Biol. 1990 Oct 5; 215(3):403-10).

Esta cepa bacteriana con nimero de acceso CECT 9174, se aisl6 de la cavidad oral, en particular de la placa dental
de humanos adultos jévenes con baja prevalencia de caries. La nueva cepa CECT 9174 tiene un efecto antimicrobiano,
en particular contra el microorganismo cariogénico S. mutans. Se ha demostrado que la cepa bacteriana de la presente
invencion, CECT 9174, es capaz de secretar al medio extracelular una o mas sustancias con efecto antimicrobiano,
en particular capaz de inhibir el crecimiento de S. mutans, véase, el Ejemplo 4. Ademas, la nueva cepa CECT 9174
tiene un efecto antimicrobiano contra los periodontopatdgenos, concretamente, contra las bacterias implicadas en la
patogénesis y el desarrollo de la enfermedad periodontal, tales como por ejemplo Veillonella parvula, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Actinomyces naeslundii.

Se ha demostrado que la cepa bacteriana de la presente invencion afecta al desarrollo de un biofilm constituido por
Streptococcus oralis, Veillonella parvula, Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis. Ademas, se ha demostrado que la cepa bacteriana de la
presente invencion inhibe el desarrollo de un biofilm maduro constituido por V. parvula, A. naeslundii, F. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis. Por consiguiente, se ha demostrado que la cepa bacteriana de la presente
invencion tiene un potente efecto inhibidor contra patégenos periodontales. La cepa bacteriana de la presente
invencion es un agente util en la prevencion y tratamiento de la enfermedad periodontal.

La cepa bacteriana de la presente invencion pertenece a una nueva especie, ya que tiene una identidad nucleotidica
promedio (ANI) > 10% con respecto a todas las especies de Streptococcus secuenciadas (ver Ejemplo 3),
clasificandose junto con Streptococcus oralis y Streptococcus oligofermentans. Un analisis taxonémico del rRNA 16S
de CECT 9174 (la cepa bacteriana de la presente invencion) indicd que esta cepa esta estrechamente relacionada
con Streptococcus mitis y algunos clones orales de Strepfococcus spp. Un analisis taxondmico del rRNA 23S de CECT
9174 (la cepa bacteriana de la presente invencion) indicdé que esta cepa esta estrechamente relacionada con
Streptococcus dentisani 7747 y Streptococcus igurinus (véase el Ejemplo 3).

La cepa bacteriana de la presente invencion es un coco Gram-positivo, anaerobio facultativo, catalasa negativo, que
forma cadenas al crecer. Fenotipicamente, se clasifica como perteneciente al grupo de mitis/oralis ((Ruoff KL.
Miscellaneous Catalase-Negative, Gram-Positive Cocci: Emerging Opportunists. Journal of Clinical Microbiology.
2002;40(4):1129- 1133. doi:10.1128/JCM.40.4.1129-1133.2002.; Facklam R. What Happened to the Streptococci:
Overview of Taxonomic and Nomenclature Changes. Clinical Microbiology Reviews. 2002;15(4):613-630.
doi:10.1128/CMR.15.4.613-630.2002) y genéticamente se agrupa segun el valor ANI junto a Strepfococcus oralis y
Streptococcus oligofermentans.

La presente invencion se refiere ademas a un cultivo biolégicamente puro de un nuevo Streptococcus spp. , depositada
en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), por el Servicio Galego de Saude (SERGAS), con el nimero de
acceso CECT 9174 (la cepa bacteriana de la presente invencion), o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos
un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la secuencia de ADN del
genoma completo de la cepa bacteriana de la presente invencion, CECT 9174.

Sobrenadante y extracto de la presente invencion

La presente invencién proporciona ademas un extracto que comprende la cepa bacteriana de la presente invencion,

0 una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%,

97%, 98% o0 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de la presente invencion,
5
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CECT 9174.

El extracto o extracto crudo de la presente invencién puede prepararse cultivando la cepa bacteriana de la presente
invencion, o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal como
95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de la presente
invencion, CECT 9174, para alcanzar una cantidad suficiente de células (UFC/ml), tal como, por ejemplo, 108-10°
UFC/ml, y homogeneizando la fraccion celular del cultivo. Como sabe cualquier experto, la fraccién celular puede
obtenerse, por ejemplo, centrifugando el cultivo y descartando el sobrenadante.

Cualquier experto en la materia conoce las técnicas de homogeneizacion de bacterias. Por ejemplo, las bacterias se
pueden homogeneizar usando un tampon de lisis que rompe la pared celular.

El homogeneizado es el extracto o extracto crudo de acuerdo con la presente invencion.

La presente invencion proporciona ademas un sobrenadante derivado del cultivo de la cepa bacteriana de la presente
invencién o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal como
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% con la secuencia de ADN de todo el genoma de la cepa bacteriana de la presente
invencion, CECT 9174.

El sobrenadante de la presente invencion se puede preparar como sigue; la cepa bacteriana de la presente invencion
(CECT 9174) o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal
como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la secuencia de ADN de todo el genoma de la bacteria de la presente invencion,
se cultiva con el fin de alcanzar una cantidad suficiente de células (UFC/ml), tal como, por ejemplo, 108-10° UFC/m;
a continuacion, el cultivo se centrifuga y el sobrenadante se recuperay se filtra preferentemente utilizando, por ejemplo,
un filtro de 0,22 uym. De esta manera, el sobrenadante recuperado esta libre de bacterias.

Se ha demostrado que la cepa bacteriana de la presente invencion, CECT 9174, es capaz de segregar a los medios
extracelulares una o mas sustancias con efecto antimicrobiano, en particular capaces de inhibir el crecimiento de S.
mutans (véase, por ejemplo, el Ejemplo 4). Por consiguiente, el sobrenadante derivado del cultivo de la cepa bacteriana
de la presente invencion (CECT 9174), o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad
nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con el secuencia de ADN del genoma completo de la
cepa bacteriana de la presente invencion, tiene actividad bactericida que es util en el mantenimiento y/o mejora del
estado de salud de la cavidad oral.

Composiciones, probidticos y alimentos medicinales de la invencién

La presente invencién proporciona composiciones que comprenden la cepa bacteriana de la presente invencion.

Por ejemplo, la presente invencién proporciona una composicion que comprende la cepa bacteriana de la presente
invencion, o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal como
95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de la presente
invencion (CECT 9174), o cultivo, o extracto, o sobrenadante de la presente invencion. La composicion puede ser una
composiciéon farmacéutica, una composicion para la salud oral, un probidético, una composicion alimentaria médica o
un alimento funcional.

Las composiciones de la presente invencion pueden comprender ademas otros agentes antimicrobianos tales como
antibioticos u otros microorganismos con actividad antibacteriana.

La cepa o cultivo bacteriano de la presente invencion o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de
identidad nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con la secuencia de ADN de todo el genoma
de la bacteriana de la presente invencion (CECT 9174), o cultivo, o extracto, o sobrenadante puede estar comprendido
en una formulacién terapéutica o composicion farmacéutica, que es una formulaciéon o composicion adecuada para la
administracion de la cepa o cultivo bacteriano de la presente invencion a un sujeto que lo necesite, preferiblemente un
sujeto susceptible de padecer infecciones orales tales como caries y/o enfermedad periodontal. En general, las
formulaciones terapéuticas y composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion comprenden la cepa
o cultivo bacteriano de la presente invencion y un vehiculo, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En la presente memoria, la expresion “vehiculo, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable” significa un
vehiculo, tal como un disolvente no téxico, dispersante, excipiente, adyuvante u otro material para el suministro de la
cepa bacteriana o cultivo de la presente invencion, el cual es compatible con la viabilidad o actividad de las células
bacterianas o cultivo. Los vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticamente aceptables para uso en la presente
invencién son bien conocidos por los expertos en la técnica.

La cepa bacteriana de la presente invencién o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad

nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la

cepa bacteriana de la presente invencion (CECT 9174), o cultivo, o extracto, o sobrenadante de la presente invencion,
6
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se pueden formular en muchas formas adecuadas para administracién oral. Por ejemplo, la cepa o cultivo bacteriano
de la presente invencion o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos una identidad nucleotidica promedio del
95%, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de
la presente invencion (CECT 9174), o cultivo, o extracto, o sobrenadante de la presente invencion puede ser
administrado directamente a la cavidad oral. Por ejemplo, la cepa bacteriana de la presente invencion o una cepa
bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98%
0 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de la presente invencion (CECT 9174),
o cultivo, o extracto, o sobrenadante de la presente invencion, puede ser aplicada a la cavidad oral en forma de una
spray. También se puede administrar en forma de pasta de dientes, enjuague bucal, enjuague para hacer gargaras,
capsulas, jarabe, goma de mascar, pastillas, tabletas, tabletas masticables, etc.

La cepa bacteriana de la presente invencién o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad
nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la
cepa bacteriana de la presente invencién, CECT 9174, o cultivo, o extracto, o sobrenadante de la presente invencion
pueden estar comprendida en una composicién de salud oral, es decir, una composiciéon adecuada para administracion
oral que mantiene y/o mejora el estado de salud de la cavidad oral. Preferiblemente, la composicién de salud oral de
la presente invencidon se administra a un sujeto que lo necesite, en particular un sujeto susceptible de padecer
infecciones causadas por bacterias Gram-negativas y/o Gram-positivas, en particular por S. mutans, tales como caries
y/o infecciones causadas por patégenos periodontales, tales como enfermedad periodontal. La composicion de salud
oral de la presente invencion puede ser formulada como un liquido, spray, pasta dentifrica, enjuague bucal, enjuague
para gargarismo, jarabe, etc. La composicién de salud oral de la presente invencién puede comprender ademas
agentes antimicrobianos, cepas con actividad antibacteriana, agentes anticariégenos tales como xilitol o fluoruro, etc.

La cepa bacteriana de la presente invencién o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad
nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la
cepa bacteriana de la presente invencion (CECT 9174), o cultivo, o extracto, o sobrenadante de la presente invencion
puede usarse como probidticos. Los probiéticos de la presente invencién pueden anadirse a alimentos tales como
productos lacteos (por ejemplo, leche, yogur), o pueden consumirse por si mismos, por ejemplo en forma de pastillas,
tabletas, capsulas, polvo, etc. También pueden agregarse a los suplementos dietéticos.

La cepa bacteriana de la presente invencién o una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad
nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la
cepa bacteriana de la presente invencion (CECT 9174), o cultivo, o extracto, o sobrenadante de la presente invencion
puede estar comprendido en una composicion de alimento médico o un alimento funcional.

Usos médicos de la cepa bacteriana de |la presente invencion

Los inventores de la presente solicitud han encontrado sorprendentemente que la cepa bacteriana depositada en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) por el Servicio Galego de Satide (SERGAS), el 20 de julio de 2016, con
el numero de acceso CECT 9174, muestra efectos ventajosos para la salud humana, en particular para la salud oral.
Ademas, los inventores de la presente solicitud han encontrado que el sobrenadante o medio derivado del cultivo de
la cepa bacteriana de la presente invencion muestra efectos ventajosos para la salud humana, en particular para la
salud oral. La cepa bacteriana de la presente invencion, CECT 9174, es capaz de segregar a los medios extracelulares
una o mas sustancias con efecto antimicrobiano, en particular capaz de inhibir el crecimiento de S. mutans (véase, el
Ejemplo 4).

Se ha demostrado que la cepa bacteriana de la presente invencion tiene un efecto antibacteriano, en particular contra
S. mutans, que es una de las especies estreptocdcicas que habitan en la placa dental, considerada como uno de los
principales agentes causales de las infecciones orales, en particular de la caries.

Ademas, se ha demostrado que la cepa bacteriana de la presente invencion tiene actividad antibacteriana frente a
patégenos periodontales, tales como A. naeslundii, V. parvula y A. actinomycetemcomitans. Ademas, se ha
demostrado que la cepa bacteriana de la presente invencién afecta al desarrollo de un biofilm constituido por
Streptococcus oralis, Veillonella parvula, Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis. Ademas, se ha demostrado que la cepa bacteriana de la
presente invencion inhibe el desarrollo de un biofilm maduro que comprende V. parvula, A. naeslundii, F. nucleatum,
A. actinomycetemcomitans 'y P. gingivalis. Por consiguiente, se ha demostrado que la cepa bacteriana de la presente
invencion tiene un potente efecto inhibidor contra patégenos periodontales. La cepa bacteriana de la presente
invencion es un agente util en la prevencion y tratamiento de la enfermedad periodontal.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona ademas la cepa bacteriana de la presente invencion, o una cepa

bacteriana cuyo genoma tenga al menos 95% de identidad nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o

99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de la presente invencion (CECT 9174), o

el cultivo, o el extracto, o el sobrenadante, o la composicién (composiciéon farmacéutica, composicion para la salud

oral, composicion médica de alimentos) o alimento probidtico o funcional de la presente invencion para uso como

medicamento, preferentemente un medicamento antimicrobiano, en particular contra infecciones causadas por
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bacterias Gram-positivas y/o Gram-negativas, particularmente contra S. mutans y/o contra patdgenos periodontales.

La presente invencion proporciona ademas la cepa bacteriana de la presente invencién, o una cepa bacteriana cuyo
genoma tenga al menos un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la
secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de la presente invencion (CECT 9174), o el cultivo, o
el extracto, o el sobrenadante, o la composicion (composicion farmacéutica, composicion para la salud oral,
composicion de alimento médica) o alimento probidtico o funcional de la presente invencion para su uso en el
tratamiento profilactico o terapéutico de enfermedades infecciosas de la cavidad oral, preferentemente infecciones
causadas por bacterias Gram-positivas y/o Gram-negativas, en particular por S. mutans y/o infecciones causadas por
patégenos periodontales, mas preferiblemente caries y/o enfermedad periodontal. Por consiguiente, la presente
invencion proporciona un método para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades infecciosas de la cavidad oral,
preferiblemente infecciones causadas por bacterias Gram-positivas y/o Gram-negativas, en particular por S. mutans
y/o infecciones causadas por patégenos periodontales, mas preferiblemente caries y/o enfermedad periodontal, que
comprende, o alternativamente, consiste en administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente
eficaz de la cepa bacteriana de la presente invencion o de una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95%
de identidad nucleotidica promedio, tal como el 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la secuencia de ADN del genoma
completo de la cepa bacteriana de la presente invencion (CECT 9174), o el cultivo, o el extracto o el sobrenadante, o
la composicidon (composicion farmacéutica, composicion para la salud oral, composicion de alimentos médica) o
alimento probidtico o funcional de la presente invencion.

La presente invencion proporciona ademas el uso de la cepa bacteriana de la presente invencién o de una cepa
bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal como 95%, 96%, 97%, 98%
0 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de la presente invencion (CECT 9174),
o el cultivo, o el extracto, o el sobrenadante, o la composicidon (composicion farmacéutica, composicion para la salud
oral, composicion médica de alimentos) o alimento probidtico o funcional de la presente invencion para mantener y/o
mejorar la salud oral. Por ejemplo, la presente invencién proporciona el uso de la cepa bacteriana de la presente
invencion, o de una cepa bacteriana cuyo genoma tenga al menos un 95% de identidad nucleotidica promedio, tal
como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% con la secuencia de ADN del genoma completo de la cepa bacteriana de la presente
invencion (CECT 9174), o el cultivo, o el extracto, o el sobrenadante, o la composicidon (composicion farmacéutica,
composicion para la salud oral, composicién médica de alimentos) o probidtico, o alimento funcional de la presente
invencion para prevenir el desarrollo de infecciones orales, tales como caries y/o enfermedad periodontal, o para
reducir o eliminar la presencia de infecciones orales.

Para los expertos en el estado de la técnica, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se detallan en la
seccion de la descripcion y practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan como material
ilustrativo y no pretenden limitar la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1.
Aislamiento y caracterizacién de una nueva cepa bacteriana (la cepa bacteriana de la presente invencién, depositada
en la Coleccion Espariola de Cultivos Tipo (CECT), por el Servicio Galego de Saude (SERGAS), con direccion postal

en Edificio Administrativo San Lazaro, 15703, Santiago de Compostela, A Corufiia, el 20 de Julio de 2016, con el
numero de acceso CECT 9174).

La presente invencién proporciona una cepa bacteriana especifica que presenta una actividad inhibidora contra
microorganismos cariogénicos S. mutans.

MATERIALES Y METODOS
Cepas y condiciones de cultivo bacteriano

Se tomaron muestras de la placa dental supragingival y saliva de los pacientes seleccionados. Las muestras fueron
transportadas en hisopos con medio Amies (Copan Diagnostics Inc.) para su transporte al laboratorio de Microbiologia
del Complejo Hospitalario Universitario de Vigo (Espafa). A su llegada se sembraron por agotamiento en placas de
agar (Biomerieux): chocolate (CH), agar sangre (AS), agar sangre con colistina y acido nalidixico (ANC) selectivo para
Gram-positivo y agar MacConkey (MCK) selectivo para Gram-negativos.

Las muestras fueron incubadas bajo las siguientes condiciones: CH, AS y ANC en condiciones aerdbicas con 5% de
CO, y MCK en atmosfera aerobica, a 75-37°C durante 24 horas.

Después del periodo de incubacion las colonias fueron seleccionadas para su estudio basandose en la morfologia de

la colonia (tamafio, forma y pigmentacion de las colonias). La morfologia celular se seleccioné principalmente con

Streptococcus a-hemoliticos sospechosos de pertenecer al grupo viridans. Para obtener cultivos puros, los diferentes

aislamientos se subcultivaron sobre placas de agar chocolate y se incubaron aerébicamente con CO, al 5% a 35-37
8
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°C durante 24 horas.

El analisis bioquimico y las caracteristicas de fermentacion de azlcares de los aislados se determinaron mediante
sistemas API®20 API®50 Strept y CHL (bioMérieux) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La positividad y
negatividad de la prueba bioquimica se evalué de acuerdo con el cddigo de color especificado en el sistema API.

Se utilizé medio Todd-Hewitt suplementado con 5% de extracto de levadura y 5% de suero bovino fetal (THY) para la
curva de crecimiento e inhibicién en medio liquido.

Ensayo de inhibicion de crecimiento en un cultivo tipo césped de S. mutans

0,3 de la suspension McFarland de S. mutans CECT 479 se inocul6 en placas de infusion de cerebro-corazén (BHI)
(Conda) para obtener un tapiz de modo de crecimiento. CECT 9174 se depositdé como un botén de 10uL, después del
crecimiento en agar de chocolate durante 24 horas. S. oralis CECT 907T se utiliz6 como un control negativo y S.
dentisani CECT 8312y S. dentisani 8313 se utilizaron como controles positivos. Las placas se incubaron en atmdsfera
de CO; al 5%. Después de 48 horas se evalua la presencia de zonas de inhibicién producidas por cada una de ellas.

Ensayo de inhibicién de crecimiento en cultivos mixtos

Se inocularon dos o tres unidades formadoras de colonias (UFC) de CECT 9174 de un cultivo en placa puro en medio
CH (Biomerieux) en 10 ml de caldo THY en tubos de 50 ml (BD Falcon) y se incubaron en un horno agitador a 35°C y
100 rpm . El tamafio del inéculo para el cultivo mixto se ajustdé mediante la lectura de OD600 en un espectrometro
(UnicamHeAios (3), de manera que el UFC en el cultivo mixto de S. mutans y de cada aislado estudiado alcanzase 108
UFC/ml. Para determinar el tamafio del inéculo, se realizaron diluciones en serie en placas en medio CH, como se
describe a continuacion.

El cultivo mixto se realizé incubando 100 ul de cada in6culo de microorganismo, después del ajuste de acuerdo con
ODG600 en THY fresco, en 10 ml de medio en un tubo de 50 ml. La concentracién final en el cultivo mixto fue 10°
UFC/mL. Después de la incubaciéon durante 24 horas en un horno a 35 ° C y 100 rpm, se determin6 el ndmero
resultante de UFC mediante diluciones seriadas (102, 103, 104, 105, 10, 107) en THY, inoculando 100 pl de cada
dilucion en CH y estriando el indculo con un asa de inoculacion Drigalski. Con el fin de conocer el numero de UFC
resultantes del cultivo independiente de cada uno de los estreptococos presentes en el cultivo mixto, cada uno se
incubo independientemente a una concentracion de 10° UFC/ml, durante 24 horas en un horno agitador a 35°C y a
100 rpm. La determinacién del nimero resultante de UFC se realizé6 como se ha descrito anteriormente, mediante
diluciones en serie en placas CH. Todas las pruebas se realizaron en 3 réplicas diferentes para asegurar la
reproducibilidad de los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de CECT 9174

El aislado de CECT fue obtenido en muestras de placa dental de un grupo de voluntarios atendidos por la Unidad de
Odontologia para pacientes con necesidades especiales de la Universidad de Santiago de Compostela (Esparia). Se
seleccionaron pacientes con buena salud oral, sin evidencia de caries, entre una poblacion de baja prevalencia de
caries. El estado de la salud oral fue evaluado por un dentista siguiendo las recomendaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y la nomenclatura en los Estudios de Salud Oral.

Ensayo de inhibicién de crecimiento: método de siembra en césped e inéculo de las colonias a estudiar con asa (“spot-
on-the-lawn”)

El estudio de la actividad de una nueva cepa de Streptococcus para inhibir el crecimiento de S. mutans in vitro se
realizé mediante el método “spot-on-the-lawn” en un cultivo sélido BHI, ensayado bajo dos condiciones atmosféricas
(anaerobiosis y 5% de atmosfera de CO,). Se definié como resultado positivo la presencia de un halo de inhibicion de
crecimiento (cepa sensible).

La Figura 1 muestra el halo de inhibiciéon producido por CECT 9174 en un cultivo césped de S. mutans. Los resultados
muestran un halo de inhibicién de crecimiento de S. mutans en presencia de CECT 9174.

Ensayo de inhibicion de crecimiento: cultivos mixtos en medio liquido

El presente ensayo se realizé como se ha descrito anteriormente en “Ensayo de inhibiciéon de crecimiento en cultivos
mixtos”.

Se ha demostrado que la capacidad de crecimiento en medio liquido es mucho mayor para S. mutans que para CECT
9174 (la cepa bacteriana de la presente invencion), como se ilustra en sus curvas de crecimiento de la Figura 2.
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Ambos aislamientos (S. mutans y CECT 9174 (la cepa bacteriana de la presente invencién)) se combinaron en medio
liquido a la misma concentracién (= 10° UFC/mL) y se observo el crecimiento en UFC/mL tras 24 horas de incubacion.

La cantidad de CECT 9174 aumenté tras 24 horas de incubacion, mientras que la cantidad de S. mutans detuvo su
crecimiento en el cultivo mixto, a pesar de que este microorganismo muestra un mayor crecimiento en cultivo liquido
(Figura 3).

Ejemplo 2.

Evaluacioén de la capacidad de la nueva cepa de Streptococcus spp. para inhibir el crecimiento bacteriano de otras
especies bacterianas en un modelo de biofilm in vitro.

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antibacteriana de la nueva especie de Streptococcus spp. (la cepa
de la presente invencion) contra bacterias implicadas en el desarrollo de un modelo oral de biofilm in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Cepas y condiciones de cultivo bacteriano

Se emplearon cepas de referencia estandar de Streptococcus oralis CECT 907T, Veillonella parvula NCTC 11810,
Actinomyces  naeslundii  ATCC 19039, Fusobacterium nucleatum DMSZ 20482, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans DSMZ 8324 y Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Las bacterias se cultivaron en placas
de agar sangre (Blood Agar Oxoid No 2, Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), suplementadas con sangre de caballo
estéril al 5% (v/v) (Oxoid), 5.0 mg ml -1 hemin (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) y 1.0 mg ml-1 de menadiona (Merck,
Darmstadt, Alemania) en condiciones anaerdbicas (10% Haz, 10% CO.y balance N2) a 37°C durante 72 h. La nueva
cepa de Streptococcus spp. se cultivd en las mismas condiciones descritas anteriormente.

Ensayo de inhibicién de crecimiento en cultivos puros de las seis cepas de referencia estandar promovido por la
actividad antimicrobiana de la nueva cepa de Streptococcus spp.

Se cultivaron inéculos de cada una de las 6 cepas de referencia estandar y del nuevo Strepfococcus spp. en
condiciones anaerdbicas (10% Hz, 10% CO2y balance Nz) a 37°C durante 24 horas en medio BHI modificado, un
medio rico en proteinas que contenia infusion cerebro-corazén (BHI) (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NJ, EE.UU.), suplementado con 2,5 g L' de mucina (Oxoid), 1,0 g L' de extracto de levadura (Oxoid), 0,1 g L' de
cisteina (Sigma), 2,0 g L' de bicarbonato sodico (Merck) , 5,0 mg mL- 'hemin (Sigma), 1,0 mg ml-' de menadiona
(Merck) y 0,25% (v/v) de acido glutamico (Sigma).

El crecimiento bacteriano se registré en la fase final-exponencial (medida por espectrofotometria). El ensayo de
inhibicion se realizd por el método de “spot-on-the-lawn” sobre dos medios de cultivo sdlidos. Las seis cepas de
referencia se inocularon en placas de agar sangre y BHI con un hisopo, estriando sobre sus superficies para asegurar
una buena distribucién del inéculo sobre la superficie del medio. Posteriormente, la nueva cepa de Streptococcus spp.
se inoculd sobre las superficies inoculadas del agar como un botén, recogiendo un asa a partir de un cultivo fresco de
cepa en placas de agar sangre.

Las placas se incubaron en condiciones anaerobicas (10% Hz, 10% CO.y balance N») y atmoésfera de al 5% de CO»
(5% de CO2%, 20,07% de O-) a 37°C durante 96 h. Después de la incubacion, se midié el diametro de las zonas de
inhibicion del crecimiento alrededor del nuevo Streptococcus spp.

Ensayo de inhibicién in vitro del desarrollo de biofilm promovido por la nueva cepa de Streptococcus spp.

Se generaron los biofilms aplicando el método descrito por Sanchez y colaboradores (Sanchez MC, Llama-Palacios
A, Blanc V, Ledn R, Herrera D, Sanz M; “Structure, viability and bacterial kinetics of an in vitro biofilm model using six
bacteria from the subgingival microbiota”, J Period Res, 2011 Apr;46(2):252-60) con concentraciones bacterianas
ligeramente diferentes al preparar la suspension bacteriana. En resumen, los cultivos planctonicos de las seis cepas
de referencia y de la nueva cepa de Streptococcus spp. fueron cultivadas anaerobicamente en medio BHI
suplementado descrito anteriormente. Después de alcanzar la fase exponencial media (medida por
espectrofotometria), se prepard una suspensién mixta de bacterias en medio BHI modificado que contenia 10°
unidades formadoras de colonias (UFC) mL™" para S. oralis y/o la nueva cepa de Streptococcus spp. , 10° UFC mL"’!
para V. parvula y A. naeslundii y 107 UFC mL™" para F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis. A
continuacion, se colocaron discos estériles de hidroxiapatita (HA) de 7 mm de diametro y 1,8 mm de grosor (desviacion
estandar, SD = 0,2) (Clarkson Chromatography Products, Williamsport, PA, EE.UU.) en los pocillos de un cultivo de
tejidos de 24 pocillos (GreinerBio-one, Frickenhausen, Alemania). Cada pocillo se inoculd con 1,5 ml de suspension
de bacterias mixtas preparadas e incubadas en condiciones anaerdbicas (10% Hz, 10% CO.y balance Nz) a 37°C
durante 72 h. Las placas empleadas para evaluar la esterilidad del medio de cultivo se usaron como controles.

Se prepararon tres suspensiones independientes que contenian respectivamente:
10
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- (1) S. oralis, V. parvula, A. naeslundii, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans y P.gingivalis;

- (2) La nueva cepa de Streptococcus spp. (CECT 9174), S. oralis, V. parvula, A.naeslundii, F. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis;

- (3) La nueva cepa de Streptococcus spp. (CECT 9174), V. Parvula, A.naeslundii, F. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis.

Anélisis con Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Antes del analisis con MEB, los discos cubiertos con biofilms cultivados in vitro durante 72 h se fijaron en
paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 2,5% durante 4 h a 4°C. A continuacion, los discos se lavaron una vez en
PBS y una vez en agua estéril (tempo de inmersiéon por lavado 10 min) y se deshidrataron a través de una serie de
soluciones de etanol graduadas (50, 60, 70, 80, 90 y 100% ). Luego se secaron las muestras, se recubrieron con oro
y se analizaron por microscopia electrénica JSM 6400 (JSM6400; JEOL, Tokio, Japdn) con un detector de electrones
retrodispersado y una resolucién de imagen de 25 KV. Los analisis se realizaron en el Centro Nacional ICTS de
Microscopia Electronica (Campus de Excelencia Internacional de Moncloa, Universidad Complutense de Madrid).

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo de inhibicion de crecimiento

El estudio de la actividad de la nueva cepa de Streptococcus spp. para inhibir el crecimiento de las seis cepas de
referencia implicadas en la formacion de un biofilm oral in vitro se realizé por el método “spot-on-the-lawn” en dos
cultivos sodlidos, BHI y agar sangre suplementado, ensayados en dos condiciones atmosféricas (anaerobiosis 0 5% de
atmosfera de CO3). Se definié como resultado positivo la presencia de un halo de inhibicion de crecimiento (cepas
sensibles).

En la Tabla 1. se detallan los resultados de la inhibicion de crecimiento. La nueva cepa de Streptococcus spp.
claramente inhibe el crecimiento de A. naeslundii, V. Parvula y A. Actinomycetemcomitans en condiciones de
atmosfera al 5% de CO.y usando BHI como medio de cultivo (Figura 4). No se observé actividad antibacteriana frente
a estas especies bacterianas en otras circunstancias estudiadas. Para S. oralis, F. nucleatum, y P. gingivalis, no se
observo actividad antibacteriana en ninguno de los escenarios estudiados.

Anélisis con Microscopia Electronica de Barrido

Se realizd una evaluacion adicional de la actividad antibacteriana de la nueva cepa de Streptococcus spp. frente a
especies bacterianas implicadas en el desarrollo de un biofilm oral in vitro en condiciones anaerdbicas mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), lo que indicd que esta bacteria produce un importante efecto en la formacion
del biofilm bajo las condiciones empleadas, especificamente inhibiendo el desarrollo del mismo, como se puede
observar en la Figura 5 (A-F).

Se testaron tres combinaciones diferentes de bacterias:

(1) Cuando el biofilm contiene las seis especies bacterianas convencionalmente usadas en el modelo de biofilm (S.
oralis, V. parvula, A. naeslundii, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis) las bacterias desarrollaron
una comunidad bacteriana bien estructurada. Se pueden reconocer varillas fusiformes, sugestivas de F. nucleatum,
que parece desempefiar un papel importante en el mantenimiento del andamiaje del biofilm (Figuras 5A y 5B).

(2) Cuando se adiciond la nueva cepa de Streptococcus spp. (CECT 9174) junto con las seis cepas de referencia
estandar (S. oralis, V. parvula, A. naeslundii, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans y P.gingivalis), la estructura
present6 una menor densidad (Figuras 5C y 5D) pero sin diferencias relevantes cuando se compara con la estructura
del biofilm de referencia (Figuras 5A y 5B). A lo largo del biofilm, el material HA se observa bajo la biomasa (Figura
5D), como bloques irregulares. Este hallazgo no se observé en el biofilm de referencia por su mayor densidad (Figura
5B); por lo tanto, se puede especular que la presencia de la nueva cepa, Streptococcus spp. (CECT 9174), afecta el
desarrollo del biofilm.

(3) Cuando la nueva cepa de Strepfococcus spp. (CECT 9174) es adicionado junto con cinco de las cepas de
referencia estandar (V. parvula, A. naeslundii, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis), excluyendo
Streptococcus oralis, se observd una notoria inhibicion del desarrollo de un biofilm maduro (Figuras 5E y 5F). Las
bacterias aparecian escasamente unidas a la superficie de la HA. Las células bacterianas se disponian como cadenas
estreptocdcicas cortas, células aisladas o como agregados pluricelulares pobres. Las células bacterianas se
dispusieron en la superficie sin la estructura tipica del biofilm, con menos presencia de células bacterianas en
comparacion con el biofilm de referencia. Ademas, se pudo observar que la especie bacteriana predominante sobre
la superficie de HA era la nueva cepa de Strepfococcus spp. (CECT 9174).
11
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Tabla 1. Ensayo de inhibicidon de crecimiento de las seis cepas bacterianas de referencia implicadas en la formacion
del biofilm in vitro promovido por la nueva cepa de Streptococcus spp. (CECT 9174). Se considera un resultado positivo
cuando se observa un halo de inhibicién de crecimiento (cepa sensible).

Las bacterias sembradas sobre la superficie de la placa.
) Medio de | Bacteria as a | resencia de un halo de inhibicién de crecimiento
Atmasfera cultivo button
So An Vp Fn Aa Pg
BHI CECT 9174 | - + + - + -
0,
5% CO. Agar sangre CECT 9174 | - - - - - -
Anaerdbico BHI CECT 9174 | - - - - - -
Agar sangre CECT 9174 | - - - - - _

So: Streptococcus oralis; An: Actinomyces naeslundii; Vp: Veillonella parvula; Fn: Fusobacterium nucleatum; Aa:
Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Pg:Porphyromonas gingivalis.

Ejemplo 3.

Comparacioén entre el genoma de CECT 9174, y el resto de los miembros del género Streptococcus que se habia
secuenciado hasta Marzo del 2015.

El presente ejemplo esta dirigido a secuenciar y comparar el genoma de la nueva bacteria del género Streptococcus
(la cepa bacteriana de la presente invencion, con numero de acceso CECT 9174) con respecto a todas las bacterias
conocidas y anotadas del género Streptococcus que se realizara por el programa JSpecies mediante el calculo del
indicador ANI para bacterias anotadas en bases de datos.

Una muestra de ADN gendmico de la cepa bacteriana, designada por el cddigo interno como se indica en la tabla que
enumera las mediciones de calidad de la muestra después del recorte (la mitad de la muestra inicial, 141936, se
recorta mediante el kit Roche High Pure en un intento de mejorar la relacion A260/230).

Tabla 2. La relacion calidad-cantidad de la muestra 141936 que fue designada como 141936A después de recortar.

Cddigo interno Otras ref. ng/ul A260/280 A260/230 ng totales
141936A 1A-S6 19,2 1,85 1,70 597

Se cuantificd entonces la muestra 141936A fluorométricamente usando QubitdsDNA BR Assay Kit (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EE.UU.), dando un resultado de 6,5 ng/ul. Utilizando esta cuantificacion como referencia, el protocolo
de preparacion de la muestra de ADN Nextera XT se comenzé con 250 pg de DNA total para el desarrollo de
bibliotecas. La Figura 6 muestra el perfil del bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.)
para la biblioteca Nextera que se ha obtenido.

La cuantificacion de la biblioteca que se obtuvo mediante el perfil indicado en la figura anterior y que pertenece a la
representacion de la biblioteca en un Bioanalizador Agilent, estaba a una concentracién de 16,2 nM, con fragmentos
que tenian aproximadamente 564 pb en promedio. Basandose en esta cuantificacion, la biblioteca se diluyé a 4 nM
para la secuenciacion 300PE en llluminaMiSeq (lllumina Inc., San Diego, CA, EE.UU.).

Secuenciacion y procesamiento de calidad de secuencias

La biblioteca se carga en el secuenciador llluminaMiSeq y se realiza la secuenciacion 300PE, como se indico
anteriormente, obteniéndose mas de 1 Gb de informacién de secuencia total. Los resultados de secuenciacién en
términos del nimero de lecturas, longitud media y calidad media de las lecturas obtenidas en el secuenciador se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de secuenciacion de las muestras para el experimento ADNseq de la CECT 9174 (No. de
secuencias: numero de secuencias; Total secuenciado: cantidad total de secuencias obtenidas).

Cadigo interno  Otras ref. Direccio  No. . Longitud media Total . CaIiQad
secuencias secuenciado media

R1 4.829.330 217,00 1.051,00 35,81

141936A 1A-36 R2 4.829.330 219,00 1.060.00 33.18

Al igual que en toda la secuenciacion de pares de lllumina, las secuencias leidas en la direccion R2 (inversa) suelen
tener una calidad media inferior.
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Los archivos que contenian las secuencias para cada una de las direcciones para la muestra de prueba fueron
recortados de adaptadores y filtrados por calidad, eliminando archivos que son de menor calidad Q20 y adaptadores
lllumina para bibliotecas NexteraDNAseq.

Este procesamiento se realizo utilizando el programa cutadapt, version v1.4, (http://code.google.com/p/cutadapt/). El
resultado de las secuencias recortadas, la longitud media y la calidad media de dichas secuencias se muestran en la
Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de las secuencias después de filtrar el experimento DNAseq por calidad. (No. secuencias: nimero
de secuencias; Total secuenciado: cantidad total de secuencias obtenidas).

Cddigo interno  Otras ref. Direccio  No. . Longitud media Total . Cahgiad
secuencias secuenciado media

R1 4.683.023 184,00 865,00 36,13

141936A 1A-36 R2 4.683.023 205,00 963,00 36.11

El resto del andlisis bioinformatico fue realizado con secuencias recortadas.
Analisis bioinformatico

Control de calidad de secuencias

Las secuencias crudas y recortadas se examinaron con el programa FastQC, versiéon 0.10.1,
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), el resultado de calidad se puede ver en las siguientes
figuras mostrandose un ejemplo de control de calidad.

La Figura 7 muestra que las calidades de las bases secuenciadas de todas las secuencias sin procesar y recortadas,
después del ajuste del adaptador. La calidad media de las lecturas mejora después de la eliminacion de secuencias
de baja calidad, pero en general, los valores que estamos viendo indican un proceso de secuenciacion de alta calidad
y particularmente un analisis bioinformatico posterior altamente confiable llevado a cabo sobre estas secuencias. Esta
calidad es superior a Q30, que es el valor utilizado como referencia para las secuencias obtenidas en proyectos con
plataformas lllumina, excepto en los extremos finales de la secuenciacién, donde la calidad cae, y la menor calidad
del extremo R2 también se puede ver . Los paneles A y B de las figuras del lado derecho muestran la eliminacién de
las secuencias y adaptadores de calidad, respectivamente, antes y después. Otras formas de representar la calidad
media se muestran en las Figuras 8 y 9.

La Figura 8 muestra que la calidad media de las bases secuenciadas esta proxima a Q35 antes del ajuste del
adaptador y de la calidad, aumentando el nimero de secuencias dentro de esa calidad media (la distribucion se lleva
a cabo una vez que se ha realizado el recorte). No hay indeterminacién en ningun caso, como se muestra en la Figura
9.

La distribucion del contenido de GC en los datos crudos y “recortados” se superpone a la distribucion tedrica, por lo
que el sesgo de contenido de GC durante la secuenciaciéon no plantearia un problema, aunque hay de hecho mas
secuencias que tienen un porcentaje especifico de contenido de G + C de lo esperado. Estos datos, junto con los
resultados de la calidad de la secuencia, nos llevan al siguiente nivel de analisis.

Ensamblaje

Las secuencias ajustadas al adaptador y de calidad se ensamblaron mediante el programa Abyss
(http://www.bcgsc.calplatform/bioinfo/software/abyss), utilizando las opciones por defecto y optimizando solamente K-
mer que proporciona el mejor ensamblaje, es decir, el conjunto que da un nimero menor de coéntigos, en inglés
“contigs” , un mayor nimero de contigos largos (> 500 nts) y donde se maximiza la longitud del contigo mas largo del
conjunto. Estos resultados se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de los ensamblajes con diferentes k-mers (contigos totales: nimero total de contigos; mediana:

mediana de longitud céntigo; N50: N50 de longitud contigo; > 500: nimero de contigos con mas de 500 nts; mediana>
500: mediana de la longitud del nimero de contigos con mas de 500 nts; longitud maxima: contigo mas largo)
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Kmer  total contips  median N50 500 median>500 max. length
kmerd9 285 86 86 18 44963 546746
kmer53 M3 195 95 18 983 546297
kmer57 16 102 102 15 45003 680805
kmer61 186 110 110 15 45023 680419
kmer63 170 114 114 14 4575 680509
kmerbd 166 116 116 14 54454 679929

Basandose en los resultados de las estadisticas de ensamblaje, se puede concluir que el ensamblaje con kmer 63 es
el montaje 6ptimo para su uso en el resto del analisis.

Se obtienen diez contigos, de los cuales el mas grande tiene 118,268 kb. Basado en los contigos, el genoma tiene un
tamafio de 1,916,980 nt y un porcentaje de GC del 41.13%.

Anotacion

Usando los céntigos obtenidos con los parametros por defecto y Kmer 63, se predijeron los marcos de lectura abiertos
(ORFs) usando el programa GLIMMER, versién 3.02 (https://ccb.jhu.edu/software/glimmer/). GLIMMER es el
programa mas utilizado para realizar busquedas de ensambles de genomas en microorganismos (prediccion de
genes). Del mismo modo, RNAmmer, version 1.2, se utilizé para la prediccion de rRNA y la herramienta tRNAscan,
version 1.21, se utilizé para prediccién de tRNA.

Los ORFs identificados se asociaron con una proteina especifica, y funcionalmente se anotaron por medio de la
asociacion de cada ORF con sus términos GO relacionados utilizando BLAST2GO (https://www.blast2go.com/).

Una vez que los ORFs fueron anotados y teniendo en cuenta la ubicacion de los rRNAs y tRNAs, se construyd un
archivo GFF para que pueda ser utilizado en el futuro para experimentos RNAseq.

Clasificaciéon por medio de ANI

Con el genoma anotado de la especie bajo estudio, denominada CECT 9174, dicha especie puede clasificarse
mediante el calculo de la Identidad Nucleotidica Promedio (ANI). Se utilizé el programa JSpecies, version 1.2.1,
(http://imedea.uib-csic.es/jspecies/) para permitir llevar a cabo este analisis.

Los pasos a seguir fueron la introduccion del genoma anotado de la especie estudiada (CECT 9174) y la seleccion
subsiguiente del género (en este caso Streptococcus) sobre la base de la cual se seleccionaron todas las bacterias
secuenciadas y anotadas para el calculo de la ANI.

De acuerdo con la clasificacion, teniendo en cuenta la topologia que hemos identificado mediante el uso del programa
JSpecies, la especie de ensayo se clasifica junto con Streptococcus oralis y Streptococcus oligofermentans.

La Figura 11 representa la clasificacion de la bacteria teniendo en cuenta el ANI.
Clasificaciéon por medio de la filogenia de 16s rRNA y 23s rRNA

Dado que disponemos del genoma del organismo y que los rRNAs contenidos en el mismo se han identificado,
decidimos construir la filogenia utilizando estas las regiones 16s rRNA y 23s rRNA del genoma, ya que son las regiones
mas utilizadas para la clasificacion de microorganismos. Los pasos seguidos en el analisis se describen en
http://www.phylogeny.fr/documentation.cgi. Brevemente, alineamos las secuencias con MUSCLE 3.8.31, y
posteriormente usamos el programa Gblocks 0.91.b para refinar la alineacién. Con la alineacion refinada, comenzamos
a construir el arbol filogenético usando el programa phyML, versién 3.1. Con el arbol filogenético mas plausible,
utilizamos el programa de simios (http://cran.r-project.org/web/packages/ape/ape.pdf) del paquete estadistico R para
dibujar el arbol. Se seleccionaron todos los rRNAs 16s y 23s pertenecientes al género Streptococcus de la base de
datos SILVA para permitir llevar a cabo la alineacién y se afiadid la secuencia de la muestra en estudio.

Si tenemos en cuenta la secuencia 16S basada en rRNA, la cepa en estudio esta cerca de Streptococcus mitis y de
algunos clones de Streptococcus spp. oral.

Segun la clasificacion basada en el rRNA 23s, la especie bajo estudio, CECT 9174, esta cerca de Streptoccus dentisani
7747 y de Streptococcus igurinus.

Ejemplo 4.

Ensayo de competicién en placa
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Se inocularon 5 pyL de CECT 9174 a una concentracion de 1 McFarland en placas BHI (condiciones de nutricion
adecuadas) y BHI 2 (condiciones de restriccion nutricional), y se incubaron a 37°C en una atmoésfera de CO; al 5%
durante 16 horas. Luego, a una distancia de 3-5 mm de la colonia CECT 9174, se inocularon 5 pL de S. mutans 479
a una concentraciéon de 1 McFarland y las placas se incubaron de nuevo a 37°C en una atmosfera de CO; al 5%
durante 32 horas. Tras este tiempo, S. mutans solo pudo crecer en una pequefa porcion lejos de CECT 9174. Este
hecho se ve incrementado en las condiciones de restriccion nutricional en las placas BHI '%. La Figura 12 muestra los
resultados del ensayo de competicion de placas en BHI de las especies estudiadas. Por lo tanto, puede concluirse
que CECT 9174 segrega a los medios extracelulares una o mas sustancias capaces de inhibir el crecimiento de S.
mutans.

Ensayo de inhibicion del sobrenadante

Se tomaron 2 a 3 colonias de un cultivo puro de S. mutans CECT 479 y CECT 9174 a partir de una placa de agar
sangre (Biomérieux) y se inocularon en 10 ml de caldo THY (Todd-Hewit + extracto de levadura al 5% + suero bovino
fetal al 5%) en tubos de 50 ml (BD Falcon). Los tubos se incubaron bajo agitacion a 35°C y 100 rpm durante 18 horas.
Después de la incubacién, ambos cultivos se filtraron a través de un filtro de 0,22 ym para eliminar todos los restos
celulares. Posteriormente, en ambos caldos filtrados, se inocularon de 2 a 3 S. mutans CECT 974 y se incubaron de
nuevo bajo agitacion a 35°C y 100 rpm durante 18 horas. Para confirmar la presencia o ausencia de crecimiento
celular, se tomd 1 ml de cada caldo y se inocul6 por inundacion en placa de agar sangre a 37°C en atmésfera de CO;
al 5% durante 24 horas. La Figura 13 muestra el disefio del ensayo. S. mutans CECT 974 crece en el caldo filtrado de
S. mutans CECT 974. Sin embargo, el caldo filirado CECT 9174 es capaz de inhibir el crecimiento de S. mutans CECT
974 cuando esta cepa se inocula en el mismo. Por lo tanto, puede concluirse que CECT 9174 segrega al medio una
0 mas sustancias capaces de inhibir el crecimiento de S. mutans.

Ejemplo 5. La actividad inhibidora de S. CECT 9174 no se ve afectada por la actividad de |a proteinasa K.

CECT 9174 produce una bacteriocina de la familia 7B de lactobina/cereina clase Ilb que es termostable, no se ve
afectada por el efecto de la proteinasa k, y ejerce una actividad evidente contra los patdgenos cariogénicos y
periodontales. Para demostrar que S. CECT 9174 no se ve afectada por la actividad de la proteinasa K, se llevé a
cabo el siguiente ensayo: después de 24 horas de incubacion en medio solido de las cepas que se van a testar, 10-
15 ul de proteinasa K (70 pg/ml) y 10-15 ul de PBS se afiadieron en cada lado de las colonias. Posteriormente, se
inocularon 5 pl de las cepas sensibles del lado derecho e izquierdo, tal como se describe en Kreth J. et al. 2005 y Zhu
L. etal. 2012.

Después de la incubacion a 37°C durante 24 horas, se visualizaron las placas. La ausencia de halos indica que la
inhibicién es causada por las moléculas del péptido natural. La Figura 14 muestra los resultados: (A) la actividad
inhibidora sobre S.mutans de CECT 9174 no se ve afectada por la proteinasa K ya que en ambos lados (derecho: PBS
e izquierdo: proteinasa K) se inhibe S. mutans por CECT 9174. En cambio, en el caso de S. dentisani, el efecto
inhibidor sobre S. mutans se ve afectado de manera negativa por la proteinasa k, tal como se describe en [Lopez-
Lépez A, Camelo-Castillo A, Ferrer MD, Simon-Soro A and Look at (2017) Health-Associated Niche Inhabitants as Oral
Probiotics: The Case of Streptococcus dentisani. Front. Microbiol. 8: 379. doi: 10.3389 / fmicb.2017.00379]. Este
resultado se puede observar cuando se comparan (B) y (C) de la Figura 14 . En (B), PBS no impide la actividad
inhibidora de S. dentisani sobre S. mutans, mientras que en (C), la proteinasa K impide la actividad inhibidora
de S. dentisani sobre S. mutans.

Ejemplo 6. Estudio de inhibicidén/antagonismo:

5 ul de la cepa CECT 9174 se inocularon a una concentracion de 1 McFarland en solucién salina al 0,9% en placas
de BHI y se incubaron en una atmésfera de CO, al 5% durante 16 horas; después de este tiempo, la misma cantidad
del microorganismo en estudio se inocul6 cerca de la colonia y se incubd de nuevo a 37°C en una atmosfera de CO;
al 5% durante 32 horas. Como control de crecimiento, 5 ul de cada uno de los microorganismos testados se incubaron
en aislamiento. El resultado del experimento puede observarse en la Figura 15, en la que A) muestra el ensayo de
inhibicién y B) muestra el control de crecimiento. Tal como muestra en la Figura 15, CECT 9174 inhibe: S. pyogenes,
S. pneumoniae, S. galactiae, S. aureus, S. warnerii, S. mutans. Esta actividad no se ha descrito en S. dentisani.

Ejemplo 7. Inhibicién de CECT 9174 sobre Fusobacterium nucleatum:

Para evaluar la inhibiciéon de S. CECT 9174 en placa dental contra Fusobacterium nucleatum DMSZ 20482, una
suspension de 0,3 McFarland de F. nucleatum se elabor6 en placas de BHI (Conda) para obtener un crecimiento “de
tipo alfombra”. Al mismo tiempo, 10 ul de S. CECT 9174 se depositaron como un “botdn”, y la zona de inhibicion se
evaluo después de la incubacién durante 72 horas en una atmoésfera anaerobia (Hz al 10%, CO- al 10% y el resto N2)
a 37°C. S. Tal como se muestra en la figura 16, CECT 9174 era adecuada para inhibir F. nucleatum.
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REIVINDICACIONES

Una cepa bacteriana depositada en la Coleccién Espafola de Cultivos Tipo por el Servicio Galego de Satde
(SERGAS), el 20 de Julio 2016, con numero de acceso CECT 9174.

La cepa bacteriana segun la reivindicacion 1, para su uso como medicamento.
La cepa bacteriana segun la reivindicacion 1, para su uso como medicamento antimicrobiano.

La cepa bacteriana segun la reivindicacion 1, para su uso en la prevencion o el tratamiento terapéutico de las
enfermedades infecciosas de la cavidad oral.

La cepa bacteriana segun la reivindicacion 1, para el uso segun la reivindicacion 4, en donde la enfermedad
infecciosa de la cavidad oral es causada por bacterias Gram-positivas y/o Gram-negativas.

La cepa bacteriana segun la reivindicacion 1, para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 4-5,
en donde la enfermedad infecciosa de la cavidad oral es caries y/o enfermedad periodontal.

Un probidtico o una composicién alimenticia para uso médico o alimento funcional que comprende la cepa
bacteriana segun la reivindicacion 1.

Una composicion farmacéutica que comprende la cepa bacteriana segun la reivindicacion 1.

Una composicion de salud oral que comprende la cepa bacteriana segun la reivindicacion 1.

Las composiciones o alimentos funcionales segun la reivindicacion 7, composicién farmacéutica segun la
reivindicacion 8, o la composicion de salud oral segun la reivindicacién 9, para uso en la prevencion y/o el
tratamiento terapéutico de enfermedades infecciosas de la cavidad oral.

Las composiciones o alimentos funcionales segun la reivindicacion 7, composicién farmacéutica segun la
reivindicacion 8, y/o la composicion de salud oral segun la reivindicacion 9, para su uso segun la reivindicacion
10, en donde la enfermedad infecciosa de la cavidad oral es caries o enfermedad periodontal.

El método para preparar un sobrenadante que comprende:

a) cultivar la cepa bacteriana segun la reivindicacion 1,

b) centrifugar el cultivo de la etapa a), y

c) recuperar el sobrenadante obtenido a partir de la etapa b).
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Figura 1

Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura §
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Figura 6
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Figura 7. A

Puntuacion de calidad de todas las bases (Sanger/Illumina 1.9 encoding)
_]v_:‘“‘IHH, .‘_,J»HHH ] JUUUL ‘,J[ I‘Jull 1 IJH['L:‘H -

NG

onNE PP SN s s8N R BENRES

1234567891519 30-34 4549 60-64 75-79 90-94 110-114 135139 160-164 185189 210-214 235239 260-264 285-289

Posicion de lectura (pb)

Puntuacion de calidad de todas las bases (Sanger/Illumina 1.9 encoding)

1234567801519 30-34 45-49 60-64 75-79 90-94 110-114 135139 160164 185189 210-214 235239 260-264 285-289
Posicion de lectura (pb)
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Figura 7. B

Puntuacion de calidad de todas las bases (Sanger/Illumina 1.9 encoding)

SULUL) ,«I‘;J UL jJHHlJ j Hi(iglﬁ[‘tj__ﬂ,

T [ ‘”~ IH

NREREEE R8s

1234567891519 3034 45-49 60-64 75-79 90-94 110114 135139 160164 185189 210-214 235239 260-264 285-289
Posicion de lectura (pb)

Puntuacion de calidad de todas las bases (Sanger/Illumina 1.9 encoding)

1234567609 1519 30-34 4549 60-64 7579 90-94 110114 135139 160-164 185189 210-214 235-239 260-264 285289
Posicion de lectura (pb)
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Figura 8. A

Distribucion de puntuacion de calidad de todas las secuencias
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Figura 8. B

Distribucion de puntuacion de calidad de todas las secuencias
Calidad media por lectura
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Figura 9. A

Contenido de N de todas las bases

%N
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40

30

20

1234567891519 30-34 45-49 50-64 75-79 9094 110-114 135-138% 160-1684 185-1890 210-214 235-239 260-264 2835-2089

Posicion de lectura (pb)

Contenido de N de todas las bases

% N

80

70

40

30

20

1234567891519 30-34 45-49 6064 75-79 9004 110114 135130 180-1684 185-180 210-214 235-239 260-264 295289
Posicion de lectura (pb)
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Figura 9. B

Contenido de N de todas las bases
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40
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1234567891519 30-34 4549 60-64 75-70 9094 110-114 135139 160-164 185189 210-214 235-239 260-264 285-289
Posicion de lectura (pb)
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1234567891519 30-34 4549 6064 75-70 9084 110-114 135139 160-164 185189 210-214 235239 260-264 285289
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10. A

Distribucién GC entodas las secuencias

Recuento de GC por lectura
Distribucién Teérica

Q g ~—- e~

0246811 15 19 23 27 31 35

225000

200000

175000

125000

75000

50000

25000

Contenido promedio GC (%)

Distribucion GC en todas las secuencias

o

63 67 71 75 79 83 87 91 95 99

Recuento de GC por lectura
Distribucion Teorica

02468 11 15 19 23 27 31 35 39 43 47 S1 5SS S9 63 67 71 75 79 83 87 91 95 99

Contenido promedio GC (%)
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Figura 10. B

Distribucion GC entodas las secuencias

Recuento de GC por lectura
Distribucion Tebrica
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02468 11 15 19 23 27 31 35 39 43 47 S1 55 S9 63 67 71 75 79 83 87 61 95 99
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Figura 11
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Figura 12

Figura 13
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Figura 14

32



ES 2847273 T3

Figura 15
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Figura 16
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