ES 2 276 597 B1

@ Numero de publicacién: 2 276 597

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Numero de solicitud: 200501522
@ Int. Cl.:
ESPANA GO1N 33/04 (2006.01)

C12Q 1/68 (2006.01)
C12N 15/11 (2006.01)

® PATENTE DE INVENCION B1

@ Fecha de presentacion: 22.06.2005 @ Titular/es:

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
¢/ Serrano, 117

Fecha de publicacion de la solicitud: 16.06.2007 28006 Madrid, ES

CORPORACION ALIMENTARIA PENASANTA S.A.

Fecha de la concesion: 20.05.2008 @ Inventor/es: Alvarez Gonzalez, Miguel Angel;
Hernandez Magadan, Alfonso;
. o Ariza Cobos, Manuela;
Fecha de anuncio de la concesion: 16.06.2008 Binetti, Ana Griselda;
Martin Martin, Maria Cruz;
Rio Lagar, Beatriz del y
Fernandez Garcia, Maria

Fecha de publicacion del folleto de la patente: Agente: No consta
16.06.2008

Titulo: Deteccion e identificacion de bacteriéfagos de bacterias del acido lactico mediante reaccion en
cadena de la polimerasa multiple (MULTI-PCR) y sus aplicaciones.

@ Resumen:

Deteccion e identificacion de bacteriéfagos de bacterias
del 4cido lactico mediante reaccién en cadena de la poli-
merasa multiple (MULTI-PCR) y sus aplicaciones.

La presente invencion describe un procedimiento de de-
teccion e identificacion, especialmente en leche, de tra-
zas de bacteri6fagos destructivos de especies de bacte-
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DESCRIPCION

Deteccién e identificacién de bacteriéfagos de bacterias del dcido lactico mediante reaccién en cadena de la poli-
merasa miultiple (MULTI-PCR) y sus aplicaciones.

Sector de la técnica

Industria alimentarfa. Diagnostico mediante la técnica de PCR. El método desarrollado puede ser aplicado en
cualquier paso de los procesos de fermentacion industrial en los que participen BAL (bacterias del 4cido lactico) como
cultivos iniciadores o como microbiota secundaria, principalmente en el sector lacteo, pero también en otros sectores
como los de fermentacion de vegetales, carnes o pescados.

Estado de la técnica

Algunas especies de BAL son esenciales en la Industria Alimentaria en general y en los procesos fermentativos de
la leche en particular. Cualquier agente o factor capaz de retrasar o frenar esta fermentacién, va a generar dificultades
tecnoldgicas durante el proceso de fabricacion (variaciones de pH, prolongacion de los tiempos de fermentacion, etc.),
que derivardn en la obtencién de productos defectuosos, perjudicando su rentabilidad econémica. Tal es el caso de la
infeccién por bacteriéfagos de las BAL usadas como iniciadores (lactofagos) que, desde el punto de vista prictico,
constituye la causa principal de problemas de fermentacién (Josephsen y Neve. 1998. “Bacteriophages and lactic acid
bacteria” in Lactic Acid Bacteria. Microbiology and functional aspects. Salmine and von Wright ed.). Estos virus se
encuentran en las plantas industriales, tanto en la leche inicial, como en la leche pasteurizada (Chopin, M. C. 1980.
Resistance of 17 mesophilic lactic Streptococcus bacteriophages to pasteurization and spray-drying. J. Dairy Res.
47:131-139.; J Jarvis, A. W. 1987. Sources of lactic streptococcal phages in cheese plants. N. Z. J. Dairy Sci. 22:93-
103.). Por este motivo, se requieren sistemas analiticos sensibles, capaces de identificar fagos en leche, y rapidos, de
forma que no sea necesario el almacenamiento de la leche mientras se realiza el analisis.

Lactococcus lactis participa como iniciador en la produccién de queso, proceso que puede ser alterado debido a la
accidn de fagos especificos. Estos se clasifican en base a su similitud genética en doce especies o grupos (Jarvis, A. W.,
G. F. Fitzgerald, M. Mata, A. Mercenier, H. Neve, 1. A. Powell, C. Ronda, M. Saxelin, and M. Teuber. 1991. Species
and type phages of lactococcal bacteriophages. Intervirology 32:2-9.) de los que solamente tres (936, C2 y P335) se
encuentran en plantas industriales (Moineau, S., M. Borkaev, B. J. Holler, S. A. Walker, J. K. Kondo, E. R. Vedamuthu,
and P. A. Vandenbergh. 1996. Isolation and characterization of lactococcal bacteriophages from cultured buttermilk
plants in the United States. J. Dairy Sci. 79:2104-2111.; Moineau, S., J. Fortier, H.-W. Ackermann, and S. Pandian.
1992. Characterization of lactococcal bacteriophages from Quebec cheese plants. Can. J. Microbiol. 38:875-882).
Streptococcus thermophilus 'y Lactobacillus delbrueckii son otras dos especies de BAL de gran importancia industrial
ya que se utilizan como iniciadores en la produccion de yogur. El extenso uso que en los ultimos afios se ha hecho de
St. thermophilus como iniciador en la produccién de queso, ha promovido el aumento de fallos en las fermentaciones
debido a la accidn de fagos especificos. Lb. delbrueckii tampoco es ajeno a las infecciones virales, aunque en este
caso los fagos han sido menos estudiados ya que no se han relacionado tan frecuentemente con problemas en las
fermentaciones industriales.

Cuando el proceso de acidificacion se retrasa durante la fermentacion, el procedimiento mds usual es analizar
la leche inicial para detectar fagos usando métodos microbioldgicos estandares (ensayo en placa, test de actividad)
(Everson, T. C. 1991. Control of phage in the dairy plant. Bull. Int. Dairy Fed. 263:24-28). Estos métodos proporcionan
informacién sobre la sensibilidad del cultivo, pero tienen la desventaja de ser muy lentos (se necesitan varios dias)
y de no distinguir entre especies de fagos. Por otro lado, las técnicas de biologia molecular como las sondas de
DNA (Moineau, S., J. Fortier, and S. Pandian. 1992. Direct detection of lactococcal bacteriophages in cheese whey
using DNA probes. FEMS Microbiol. Lett. 92:169-174) y los ensayos ELISA (Lembke, J., and M. Teuber. 1979.
Detection of bacteriophages in whey by an enzyme-linked immunosorbent assay. Milchwissenschaft 34:457-458;
Moineau, S., D. Bernier, M. Jobin, J. Hébert, T. R. Klaenhammer, and S. Pandian. 1993. Production of monoclonal
antibodies against the major capsid protein of the Lactococcus bacteriophage ul36 and development of an enzyme-
linked immunosorbent assay for direct phage detection in whey and milk. Appl. Environ. Microbiol. 59:2034-2040.)
permiten detectar especies de fagos, pero no detectan ciclos de actividad litica. Ademds, estas técnicas moleculares
tienen una baja sensibilidad de deteccién (107 PFU/mL) y se necesitan varias reacciones para identificar las distintas
especies (una reaccién por especie).

Sin embargo, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que amplifica el nimero de copias de DNA (Saiki, R.
K., D. H. Gelfand, S. Stoffel, S. J. Scharf, R. Higuchi, G. T. Horn, K. B. Mullis, and H. A. Erlich. 1988. Primer-direc-
ted enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase. Science 239:487-491), permite detectar e
identificar especies de virus presentes en diferentes tipos de muestras (Briissow, H., M. Fremont, A. Bruttin, J. Sidoti,
A. Constable, and V. Fryder. 1994. Detection and classification of Streptococcus thermophilus bacteriophages isolated
from industrial milk fermentation. Appl. Environ. Microbiol. 60:4537-4543. Labrie y Moineau, 2000 (Labrie S, Moi-
neau S. 2000. Multiplex PCR for detection and identification of lactococcal bacteriophages. Appl Environ Microbiol.
66(3):987-94) han descrito tres juegos de oligonucledtidos especificos para la deteccion por PCR de las tres especies
de fagos de Lactococcus lactis que causan problemas en la Industria Lactea. Este sistema requiere una reaccion de
PCR distinta para cada una de estas tres especies de fagos y no permite detectar fagos que infecten otras especies de
LAB usadas como iniciadores. Nuestro objetivo era disefiar tres nuevas parejas de oligonucleétidos para poder detectar
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e identificar las tres familias de fagos en una unica reaccién de PCR, haciendo que los productos de amplificacioén se
distingan entre si por su tamafio molecular.

Descripcion de la invencion
- Descripcion breve

La presente invencion consiste en la deteccion e identificacién en leche, de forma rdpida y sensible, de fagos
que infectan BAL utilizadas como fermentos en la Industria Lactea. La deteccién se realiza mediante PCR usando
oligonucleétidos cebadores especificos para las distintas especies de fagos relacionadas con problemas tecnolégicos
en este sector. El procedimiento permitird destinar la leche contaminada hacia procesos en los que no intervengan
iniciadores sensibles a los virus detectados o hacia procesos en los que el tratamiento aplicado sea capaz de inactivarlos.
La deteccidn de fagos en otros puntos criticos de las plantas de produccion aconsejaria una desinfeccion en profundidad
de las instalaciones.

Este sistema permite, ademads de su deteccidn, su identificacién, mediante el uso de las parejas de oligonucledtidos
especificos de los lactofagos mds representativos, orf18 del fago DT1, mur del fago LL-H, orf21 del fago Tuc2009,
msp del fago Bill70 y mcp del fago C2 y bajo unas condiciones adecuadas para la amplificacién especifica de los
fragmentos de doble cadena flanqueados por cada una de estas parejas de cebadores.

La novedad de la presente invencidn radica en el uso conjunto de las cinco parejas de oligonucleétidos cebadores
y del procedimiento de Multi-PCR en una sola reaccion de amplificacion para la deteccién e identificacion rdpida,
en muestras de leche y sus derivados, de fagos de St. termophilus, Lb. delbrueckii y Lc. lactis perjudiciales para la
Industria Lactea.

Finalmente, otro objeto de la presente invencién lo constituye un kit de diagndstico de bacteriéfagos por PCR
mediante los genes equivalentes a: orf18 del fago DT1, mur del fago LL-H, orf21 del fago Tuc2009, msp del fago
Bil170 y mcp del fago C2, que utilice para ello cualquier combinacién posible de oligonucledtidos cebadores que
contenga las parejas de oligonucledtidos cebadores de la presente invencion.

Las ventajas mds importantes del procedimiento que se propone, son, ademads de la especificidad y la sencillez, la
altisima sensibilidad y sobre todo la rapidez. En cuanto a la especificidad, por métodos clésicos es necesario realizar
un ensayo para cada tipo de fago que se quiera detectar y el resultado siempre dependera del tipo de cepa que se use
como hospedadora, ya que estos fagos tienen un estrechisimo rango de hospedador, de forma que, en general, s6lo son
capaces de infectar determinadas cepas de una especie. Con este método de multiPCR que proponemos, en un solo
test se pueden detectar todos los fagos peligrosos para la Industria Lactea. Ademas de su probada y total especificidad,
es mucho mds sencillo y por tanto mds facil de automatizar y muy sensible.

El segundo tema clave, es que, como se ha dicho, la deteccion de fagos en la leche de partida de la Industria Lactea
es dificil de llevar a cabo en un tiempo razonable con los métodos tradicionales, basados en el desarrollo de estos virus
sobre céspedes de bacterias presuntamente sensibles o en la falta de acidificacién de una muestra. Asf, la principal
ventaja seria la rapidez, ya que para la aplicacién de métodos tradicionales se necesitan dias, siendo absolutamente
inviable la inmovilizacién de la leche durante estos periodos de tiempo, y por nuestro método unas pocas horas, un
margen de tiempo que si es razonable. Asi, partiendo de una muestra de 1 uL de leche, se puede conocer, en menos de
4 horas, si esta muestra estd contaminada con fagos que puedan interferir en los procesos fermentativos de la leche y
cudl es la bacteria hospedadora de los fagos detectados. Igualmente, se pueden analizar alimentos ya elaborados, por
ejemplo productos lacteos como el yogur, cuajadas y queso entre otros. La deteccion de fagos en los productos finales
podria recomendar una desinfeccién a fondo de la planta, incluso aunque no se hubiesen apreciado problemas en la
fermentacion, con el fin de evitar dificultades en fermentaciones posteriores.

- Descripcion detallada

La presente invencion consiste en un procedimiento de deteccién por amplificacion simultdnea mediante Multi-
PCR, a partir de muestras de leche o de derivados de su fermentacién, y en una tnica reaccion, de trazas de bacterié-
fagos destructivos de especies de bacterias del 4cido lactico (BAL) a través de la deteccion de genes equivalentes a los
que se describen mds adelante. Se pueden detectar e identificar rdpida y eficazmente, mediante el uso de las parejas
de oligonucledtidos especificos y bajo unas condiciones adecuadas para la amplificacién especifica de los fragmen-
tos de doble cadena flanqueados por estas parejas de oligonucledtidos, las tres especies de fagos de Lc. lactis, asi
como fagos de St. thermophilus y de Lb. delbrueckii, especies que componen los iniciadores usados en la industria
l4ctea.

Diserio de los cebadores y de la reaccion de PCR

El disefio de los cebadores adecuados que permitan la amplificacion especifica del fragmento de DNA deseado,
comienza con la comparacién de las secuencias nucleotidicas del gen que se desee amplificar, procedentes de distintos
fagos que infectan la misma especie bacteriana. Esta comparacién nos permite identificar las zonas conservadas que
serdn comunes para estos fagos.
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En la invencién que se presenta, se disefiaron oligonucledtidos especificos para las tres especies de fagos de Lec.
Lactis y para los fagos de St. thermophilus y Lb. delbrueckii. Estos oligonucleétidos cebadores se disefiaron a partir
de las secuencias nucleotidicas de genes especificos de los lactofagos mads representativos, orf18 del fago DT1, mur
del fago LL-H, orf21 del fago Tuc2009, msp del fago Bil170 y mcp del fago C2. La comparacién de las secuencias
de nucleétidos de estos genes con las de los genes equivalentes presentes en los genomas de los fagos secuenciados
hasta la fecha, ha permitido la identificacion de regiones altamente conservadas dentro de cada grupo de fagos y
que no estan presentes en las otras especies. Estas secuencias son por tanto buenas candidatas para el disefio y la
definicién de oligonucleétidos cebadores para su uso en reacciones de PCR que permita amplificar fragmentos internos
identificadores de los genes orf18, mur, orf21, msp y mcp y por tanto la determinacion de la existencia de fagos que
infectan BAL en las muestras, de forma que amplifiquen fragmentos especificos de DNA que se distingan entre si por
su peso molecular de forma rdpida y sensible y de forma que se puedan utilizar todos juntos en la misma reaccién
mediante la técnica denominada Multi-PCR.

Recientemente, Duplessis, M. and Moineau, S., (2001. Identification or a genetic determinant responsible for host
specificity in Streptococcus thermophilus bacteriophages. Molecular Microbiology 41(2), 325-336) caracterizaron el
gen implicado en el reconocimiento del hospedador (orf18) de los fagos DT1 y MD4 de St. thermophilus, identifi-
cando una regién variable (VR2) que se halla directamente relacionada con la especificidad de ambos fagos por sus
correspondientes cepas hospedadoras. Esta region estd flanqueada por zonas muy conservadas presentes en el genoma
de todos los fagos de St. thermophilus secuenciados hasta este momento, pero no en los que infectan otras bacterias.
En base a la secuencia de las pautas abiertas de lectura equivalentes a orf18 de los fagos DT1, MD2, Sfil19, Sfi21 y Q5
(Figura 1) se disefiaron, como parte de la presente invencidn, los oligonucledtidos cuyas secuencias son SEQ ID NO1
y SEQ ID NO2.

Vasala y coas. (Vasala A, Valkkila M, Caldentey J, Alatossava T. 1995. Genetic and biochemical characterization
of the Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis bacteriophage LL-H lysin. Appl Environ Microbiol. 61(11):4004-11)
localizaron el gen mur que codifica la enzima muramidasa en el fago LL-H que infecta Lb. delbrueckii. Comparamos
la secuencia nucleotidica del gen mur del fago LL-H con las secuencias nucleotidicas correspondientes a este gen de
otros fagos que infectan Lb. delbrueckii descritas en la literatura. Encontramos homologia de este gen con los genes
lysA de los fagos mv4 (nimero de acceso Genebank Z26590) y lysA del fago mvl (Boizet B, Lahbib-Mansais Y,
Dupont L, Ritzenthaler P, Mata M. 1990. Cloning, expression and sequence analysis of an endolysin-encoding gene of
Lactobacillus bulgaricus bacteriophage mv1. Gene. 28;94(1):61-7., nimero de acceso Genebank M60167) (Figura 2).
En estos genes se localizan regiones conservadas en base a las cuales se disefid, como parte de la presente invencion,
una pareja de oligonucledtidos cuyas secuencias son SEQ ID NO3 y SEQ ID NO4.

En los genomas de fagos que infectan Lc. lactis, existen regiones conservadas y especificas para cada una de
las tres familias de fagos (P335, C2 y 936). Labrie y Moineau, (Labrie S, Moineau S. 2000. Multiplex PCR for
detection and identification of lactococcal bacteriophages. Appl Environ Microbiol. 66(3):987-94) encontraron que la
regién correspondiente al gen orf21 del fago Tuc2009, que codifica una proteina de funcién desconocida, se encuentra
conservada en la mayoria de los fagos pertenecientes a la especie P335 (similitud de secuencia nucleotidica del 94%).
Se compard la secuencia nucleotidica del gen orf21 del fago Tuc2009 (nimero de acceso Genebank AF109874) con las
secuencias correspondientes de los fagos Bil285 (nimero de acceso Genebank AF323668), ul36A (ntimero de acceso
Genebank AF152415), Q30 (nimero de acceso Genebank AF152414) y rlt (nimero de acceso Genebank U38906)
(Figura 3). En la regién mas conservada de este gen se disefiaron, como un ejemplo de realizacidon de la presente
invencién, una pareja de oligonucleétidos cuyas secuencias son SEQ ID NOS5 y SEQ ID NO6.

La comparacién de las secuencias nucleotidicas del gen msp de seis fagos pertenecientes a la familia 936 (SK1,
p2, F4-1, Q42, Bil170 y Q7 ), revela una homologia del 82,2% (Labrie S, Moineau S. 2000. Multiplex PCR for
detection and identification of lactococcal bacteriophages. Appl Environ Microbiol. 66(3):987-94). Este gen codifica la
proteina mayoritaria de la cdpsida. Se compard la secuencia nucleotidica correspondiente a este gen de los fagos Bil170
(ndmero de acceso Genebank AF009630), Q7 (nimero de acceso Genebank AF152409), Q42 (ndimero de acceso
Genebank AF152408), p2 (ntimero de acceso Genebank AF152407) y skl (nimero de acceso Genebank AF011378)
(Figura 4). En la regién mas conservada de este gen se disefiaron, como un ejemplo de realizacidon de la presente
invencién, una pareja de oligonucleétidos cuyas secuencias son SEQ ID NO7 y SEQ ID NOS.

La comparacién de las secuencias nucleotidicas del gen mcp de cinco fagos pertenecientes a la familia C2 (C2,
Bil167, ebl, Q38 y Q44 ), revela una homologia del 82% (Labrie S, Moineau S. 2000. Multiplex PCR for detection
and identification of lactococcal bacteriophages. Appl Environ Microbiol. 66(3):987-94). Este gen codifica la proteina
mayoritaria de la cdpsida. Se comparé la secuencia nucleotidica correspondiente a este gen de los fagos C2 (niimero
de acceso Genebank 1L.48605), ebl (nimero de acceso Genebank AF152410), Q38 (nimero de acceso Genebank
AF152411) y Q44 (nimero de acceso Genebank AF152412) (Figura 5). En la regién mas conservada de este gen se
disefiaron, como un ejemplo de realizacién de la presente invencién, una pareja de oligonucledtidos cuyas secuencias
son SEQ ID NO9 y SEQ ID NO10.

Los fragmentos de DNA comprendidos entre los cebadores que forman las parejas disefiadas son de distinto peso
molecular, por lo que el tamafio de los productos de PCR nos permite identificar el tipo de bacteri6fago.

Asi, en resumen las cinco parejas de oligonucledtidos especificos disefiados constituyen parte integrante de esta
invencion y serian
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- La pareja de oligonucleétidos hostl (SEQ ID NO1) y host5 (SEQ ID NO2) especificos del gen orf18 del fago
DT1 que infecta St. termophilus y que permiten la amplificacion especifica por PCR del gen orf18 del fago DT1 y del
gen equivalente (hsp) de todos los fagos conocidos que infectan St. Thermophilus:

- La pareja de oligonucleétidos Lbl (SEQ ID NO3) y Lb2. (SEQ ID NO4) especificos del gen mur del fago LL-H
que infecta Lb. delbrueckii que permiten la amplificacién especifica por PCR del gen mur de del fago LL-H y de los
genes equivalentes de todos los fagos conocidos que infectan Lb. delbrueckii:

- La pareja de oligonucledtidos especificos 335A (SEQ ID NOS) y 335B (SEQ ID NO6) del gen orf21 del fago
Tuc2009 que forma parte de la especie de fagos P335 que infectan Lc. lactis, que permiten la amplificacion especifica
por PCR del gen orf21 de todos los genes equivalentes de los fagos de la especie P335 conocidos:

- La pareja de oligonucleétidos especificos 936A (SEQ ID NO7) y 936B (SEQ ID NOS) del gen msp del fago
Bil170 que forma parte de la especie de fagos 936 que infectan Lc. lactis, que permiten la amplificacién especifica por
PCR del gen msp y de los genes equivalentes de todos los fagos de la especie 936 conocidos:

- La pareja de oligonucleétidos especificos C2A (SEQ ID NO9) y C2B (SEQ ID NO10) del gen mcp del fago C2
que forma parte de la especie de fagos C2 que infectan Lc. lactis, que permiten la amplificacién especifica por PCR
del gen mcp y de los genes equivalentes de todos los fagos de la especie C2 conocidos.

Asi, un objeto de la presente invencion lo constituye un procedimiento de deteccion de bacteriéfados de cultivos
iniciadores lacticos por amplificacién de los genes orf18 del fago DT1, mur del fago LL-H, orf21 del fago Tuc2009,
msp del fago Bill70 y mcp del fago C2, asi como de los genes correspondientes de otros fagos, por la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en adelante procedimiento de la presente invencién, basado en el uso de
cualquier combinacién posible de oligonucledtidos que contenga los cebadores especificos de la presente invencién
para cada uno de los genes mencionados, los oligonucledtidos SEQ ID NO1, SEQ ID NO2, SEQ ID NO3, SEQ
ID NO4, SEQ ID NO5, SEQ ID NO6, SEQ ID NO7, SEQ ID NOS, SEQ ID NO9 y SEQ ID NO10, y bajo unas
condiciones adecuadas de amplificacién del fragmento de doble cadena flanqueado por dichos oligonucleétidos. Hay
que sefialar que las condiciones de la reaccién PCR pueden adaptarse facilmente por un experto medio de la técnica de
la presente invencién dependiendo del termociclador, pudiéndose modificar las condiciones de desnaturalizacién, la
temperatura de anillamiento, la temperatura de extension, la polimerasa, asi como la secuencia de los cebadores, etc,
de tal forma que estos procedimientos de amplificacion de los genes orfl8, mur, orf21, msp y mcp por PCR forman
parte de la presente invencion.

Otro objeto de la presente invencion lo constituye un kit de diagndstico por PCR para la deteccion de fagos que
infectan St. thermophilus, Lc. lactis y Lb. delbrueckii, que contenga las parejas de oligonucleétidos cebadores de la
presente invencion o cualquier combinacion posible que los incluya.

Finalmente, otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de las parejas de oligonucle6tidos cebadores
y del procedimiento de la presente invencion para la amplificacién por PCR de los genes orf18 del fago DT1, mur del
fago LL-H, orf21 del fago Tuc2009, msp del fago Bil170 y mcp del fago C2, con objeto de detectar fagos que infectan
St. thermophilus, Lc. lactis y Lb. delbrueckii en muestras de leche o derivados. La deteccion de estos fagos en la leche
de partida permitird tomar decisiones sobre su destino hacia el consumo directo o distintos procesos fermentativos,
permitiendo el andlisis de dichos procesos y de los productos resultantes. La deteccién de fagos en puntos criticos del
procesamiento de la leche podria aconsejar la desinfeccion de la planta de produccién o de alguno de sus componentes.

Descripcion de las figuras

Figura 1.- Comparacién de las secuencias nucleotidicas del gen orf18 del fago DT1 con las secuencias de los
genes equivalentes de los fagos DT2 (nimero de acceso Genebank AF348739), MD2 (ntimero de acceso Genebank
AF348736), Sfi2l (nimero de acceso Genebank AF115103), Sfil9 (nimero de acceso Genebank AF115102) y Q5
(nimero de acceso Genebank AF348734). Los residuos nucleotidicos idénticos en las secuencias estdn gris, cursiva y
subrayado. Las secuencias de nucleétidos correspondientes a los oligonucledtidos estan sobre fondo gris.

Figura 2.- Comparacién de las secuencias nucleotidicas del gen mur del fago LL-H (ntimero de acceso Genebank
M96254) con las secuencias de los genes equivalentes de los fagos mv4 (nimero de acceso Genebank Z26590), mv1
(ntimero de acceso Genebank M60167). Los residuos nucleotidicos idénticos en las secuencias estdn gris, cursiva y
subrayado. Las secuencias de nucledtidos correspondientes a los oligonucleétidos estdn sobre fondo gris.

Figura 3.- Comparacion de las secuencias nucleotidicas del gen orf21 del fago Tuc2009 (niimero de acceso Ge-
nebank AF109874) con las secuencias de los genes equivalentes de los fagos Bil285 (nimero de acceso Genebank
AF323668), ul36A (nimero de acceso Genebank AF152415), Q30 (nimero de acceso Genebank AF152414) y rlt
(nimero de acceso Genebank U38906 Los residuos nucleotidicos idénticos en las secuencias estdn gris, cursiva y
subrayado. Las secuencias de nucledtidos correspondientes a los oligonucleétidos estdn sobre fondo gris.

Figura 4.- Comparacién de las secuencias nucleotidicas del gen msp del fago Bil170 (niimero de acceso Genebank
AF009630) con las secuencias de los genes equivalentes de los fagos Q7 (nimero de acceso Genebank AF152409),
Q42 (nimero de acceso Genebank AF152408), p2 (nimero de acceso Genebank AF152407) y skl (nimero de acceso
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Genebank AFO11378). Los residuos nucleotidicos idénticos en las secuencias estdn gris, cursiva y subrayado. Las
secuencias de nucledtidos correspondientes a los oligonucleétidos estdn sobre fondo gris.

Figura 5.- Comparacién de las secuencias nucleotidicas del gen mcp del fago C2 (niimero de acceso Genebank
L48605) con las secuencias de los genes equivalentes de los fagos ebl (ntimero de acceso Genebank AF152410), Q38
(nimero de acceso Genebank AF152411) y Q44 (nimero de acceso Genebank AF152412). Los residuos nucleotidicos
idénticos en las secuencias estdn gris, cursiva y subrayado. Las secuencias de nucleétidos correspondientes a los
oligonucleétidos estan sobre fondo gris.

Figura 6.- Andlisis en gel de agarosa de los productos de PCR de una muestra de leche infectada artificialmente
con los fagos Tuc2009, bIL170, C2, LL-H y DT1. Calle 1: Marcador de tamafio molecular; Calle 2: control negativo
(sin fago); Calle 3: fago Tuc2009; Calle 4: fago bIL170; Calle 5: fago C2; Calle 6: fago LL-H; Calle 7: fago DT1.

Figura 7.- Andlisis en gel de agarosa de los productos de Multi-PCR de muestras de leche y de yogur. A: Calle 1:
marcador 100 pb, Calle 2: 1 ul de leche. B: Calle 1: marcador 100 pb, Calle 2: 1 ul de yogur. C: Calle 1: marcador de
100 pb, Calle 2; 1 ul de leche, Calle 3: 1 ul de yogur.

Ejemplo de realizacion de la invencion

Ejemplo 1

Identificacion de fagos de BAL usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en una muestra de leche infec-
tada artificialmente con los fagos DT1, LL-H, Tuc2009, Bill70y C2

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador iCycler™ Thermal Cylcer (Bio-Rad). Se utilizé
un kit de PCR (Amersham) en el que se incluyen los cuatro dideoxinucleétidos 1 uM, 1 U de Taq Polymerasa y tamp6n
de reaccién para un volumen final de 25 uL. Se afiadieron 0,5 U de pirofosfatasa (Biotools) y 0,4 uM de los cebadores
SEQ ID NO1, SEQ ID NO2, SEQ ID NO3, SEQ ID NO4, SEQ ID NOS5, SEQ ID NO6, SEQ ID NO7, SEQ ID NOS8,
SEQ ID NO9, SEQ ID NO10).

Se prepararon muestras de leche y de yogur contaminadas artificialmente con 10° PFU/ml de los distintos tipos de
fagos (DT1, LL-H, Tuc2009, Bil170 y C2) que se pretenden detectar. A la mezcla de reaccién previamente descrita se
le afiadi6 1 L. de muestra leche infectada.

Las condiciones de la reaccion son las siguientes:

v un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 3 minutos.

v 35 ciclos:

e Desnaturalizacién a 94°C (30 segundos)
e Anillamiento a 50°C (1 minuto)
e Extension a 72°C (1 minuto).

v Incubacién a 72°C durante 7 minutos para permitir la finalizacién de todas las cadenas iniciadas previamente.

Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,5% en tamp6n Tris-Borato EDTA (Sambrook, J.,
Fritsch, E.F. y Maniatis, T. 1982. Molecular cloning. A laboratory manual. 2* Ed. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York). Después de la electroforesis los geles se tifieron con bromuro de etidio (1 ug/ml) y se visualizaron
con luz ultravioleta (300 nm). Como patrén de tamafio molecular se utiliz6 un marcador de 100 pb PCR (Biorad).

Mediante la electroforésis en gel de agarosa, se pudo observar que los oligonucledtidos y las condiciones de
la reaccién de PCR disefiados permitian la amplificacién de fragmentos de DNA del tamafio esperado (Figura 6).
Mediante secuenciacion automatica del DNA amplificado, se comprobd que se correspondian con los genes diana
(Servicio de Secuenciaciéon Automatica de DNA, CIB, Madrid).

Ejemplo 2

Identificacion de fagos de BAL en muestras de yogures proporcionadas por la Corporacion Alimentaria Peiia Santa,
S.A. (C.A.P.S.A) usando la invencion de Multi-PCR

Se analiz6 la presencia de bacteriéfagos que infectan BAL en muestras proporcionadas por C.A.P.S.A. Se selec-
cionaron yogures que habfan sufrido un retraso en el tiempo de fermentacién y otros que no, asi como muestras de la
leche utilizada en la produccion de estos yogures.
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Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador iCycler™ Thermal Cylcer (Bio-Rad). Se utilizé
un kit de PCR (Amersham) en el que se incluyen los cuatro dideoxinucleétidos 1 uM, 1U de Taq Polymerasa y tamp6n
de reaccién para un volumen final de 25 uL.. Se afiadieron 0,5 U de pirofosfatasa (Biotools) y 0,4 uM de los cebadores
SEQ ID NO1, SEQ ID NO2, SEQ ID NO3, SEQ ID NO4, SEQ ID NOS5, SEQ ID NO6, SEQ ID NO7, SEQ ID NOS8,
SEQ ID NO9, SEQ ID NO10).

A la mezcla de reaccién previamente descrita se le afiadié 1 uLL de muestra yogur.
Las condiciones de la reaccion son las siguientes:
v un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 3 minutos.
v 35 ciclos:
e Desnaturalizacién a 94°C (30 segundos)
e Anillamiento a 50°C (1 minuto)
e Extension a 72°C (1 minuto).
v Incubacién a 72°C durante 7 minutos para permitir la finalizacién de todas las cadenas iniciadas previamente.

Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,5% en tamp6n Tris-Borato EDTA (Sambrook, J.,
Fritsch, E.F. y Maniatis, T. 1982. Molecular cloning. A laboratory manual. 2* Ed. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York). Después de la electroforesis los geles se tifieron con bromuro de etidio (1 ug/ml) y se visualizaron
con luz ultravioleta (300 nm). Como patrén de tamafio molecular se utiliz6 un marcador de 100 pb PCR (Biorad).

En la Figura 7 se muestran los fragmentos de DNA amplificados por Multi-PCR. Los fragmentos amplificados de
730 pb de las Figuras 7A y 7B corresponden a la amplificacién de genes equivalentes al gen orf18 del fago DT1 que
infecta St. Thermophilus (componente del fermento del yogur), como se demostrd por secuenciacion automadtica. Estas
muestras corresponden a yogures en los que la fermentacién se habia retrasado. Los fragmentos amplificados de 196 pb
y 318 pb que se muestran en la Figura 7C, calles 2 y 3, corresponden a la amplificacién de genes equivalentes a orf21
del fago Tuc2009 y a msp del fago Bill70, respectivamente, como se demostrd por secuenciacién automdtica. Ambos
fagos infectan Lc. Lactis, bacteria que no forma parte del fermento del yogur y de hecho los yogures correspondientes
no habfan sufrido retraso en la fermentacion. La leche contaminada con estos fagos podria utilizarse en produccién
de yogures pero no en otros productos lacteos en los que Lc. lactis se emplee como fermento. Los resultados de los
ejemplos 1 y 2 demuestran la eficacia de la invencion para la deteccidon de fagos que infectan BAL en muestras de
leche y yogures procedentes de la Industria Lactea, asi como su utilidad para decidir el destino de la leche en funcién
de la carga viral que presente.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de deteccién e identificacion simultdnea de bacteriéfagos de bacterias del dcido lactico caracte-

rizado por el uso la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa MULTIPLE (MULTI-PCR), mediante una tnica
reaccion con cebadores que comprenden olionucleétidos especificos de los genes orf18 del fago DT1 y sus equivalen-
tes en otros fagos que infectan St. thermophilus; mur del fago LL-H y sus equivalentes en otros fagos que infectan Lb.
delbrueckii; orf21 del fago Tuc2009, msp del fago Bill170 y mcp del fago C2 y sus equivalentes en otros fagos que
infectan Lc. lactis.

2. Procedimiento de deteccién e identificacién simultdnea de bacteridfagos de bacterias del dcido lactico segin la
reivindicacion 1 caracterizado porque la pareja de olionucleétidos especificos del gen orfl18 del fago DT1 y de los
genes equivalentes presentes en otros fagos que infectan St. thermophilus esta constituida por los oligonucledticos
SEQ ID NO1 y SEQ ID NO2.

3. Procedimiento de deteccién e identificacion simultdnea de bacteriéfagos de bacterias del dcido lactico segin la
reivindicacion 1 caracterizado porque la pareja de olionucledtidos especificos del gen mur del fago LL-H y de los
genes equivalentes presentes en otros fagos que infectan Lb. delbrueckii esta constituida por los oligonucleéticos SEQ
ID NO3 y SEQ ID NOA4.

4. Procedimiento de deteccién e identificacién simultdnea de bacteriéfagos de bacterias del dcido lactico segin la
reivindicacion 1 caracterizado porque la pareja de olionucledtidos especificos del gen orf21 del fago Tuc2009 y de
los genes equivalentes presentes en otros fagos que forman parte de la especie P335 de Lc. lactis estéd constituida por
los oligonucledticos SEQ ID NOS y SEQ ID NOG6.

5. Procedimiento de deteccién e identificacion simultdnea de bacteriéfagos de bacterias del dcido l4ctico segin la
reivindicacion 1 caracterizado porque la pareja de olionucleétidos especificos del gen msp del fago Bill170 y de los
genes equivalentes presentes en otros fago de la especie 936 de Lc. lactis esta constituida por los oligonucledticos SEQ
ID NO7y SEQ ID NOS.

6. Procedimiento de deteccion e identificacion simultdnea de bacteriéfagos de bacterias del dcido lactico segin la
reivindicacién 1 caracterizado porque la pareja de olionucleétidos especificos del gen mep del fago C2 y de los genes
equivalentes presentes en otros fagos de la especie de fagos C2 de Lc. lactis esta constituida por los oligonucledticos
SEQ ID NO9 y SEQ ID NO10.

7. Procedimiento de deteccidn e identificacion simultdnea de bacteriéfagos de bacterias del 4cido l4ctico segun las
reivindicaciones1 a 6 caracterizado porque la técnica multi-PCR para la amplificacién de los fragmentos de doble
cadena se realiza con las parejas de oligonucleétidos cebadores indicados en las reivindicaciones 2 a 6 correspondientes
a las cinco parejas de oligonucledtidos especificos de los genes orf18, mur, orf21, msp y mcp de los fagos DT1, LL-
H, Tuc2009, Bil170 y C2 y sus equivalentes en otros fagos y bajo las siguientes condiciones preferentes:

v un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 3 minutos.
v 35 ciclos:
e Desnaturalizacion a 94°C (30 segundos)
e Anillamiento a 50°C (1 minuto)
e Extension a 72°C (1 minuto)
v Incubacién a 72°C durante 7 minutos para permitir la finalizacion de todas las cadenas iniciadas previamente.

8. Procedimiento de deteccion e identificacion simultdnea de bacteriéfagos de bacterias del acido lactico segtin las
reivindicaciones 1 a 7 caracterizado porque utiliza como material de partida productos vegetales o animales.

9. Procedimiento de deteccién e identificacion simultidnea de bacteriéfagos de bacterias del 4cido lactico segin
la reivindicaciones 8 caracterizado porque utiliza como material de partida productos de origen animal, leche o
derivados lacteos.

10. Procedimiento de deteccién e identificacion simultdnea de bacteridfagos de bacterias del 4cido lactico segin
la reivindicaciones 8 caracterizado porque utiliza como material de partida productos de origen animal, carnes o
pescados.

11. Pareja de nucleétidos cebadores especificos del gen orf18 del fago DT1 y de los genes equivalentes presentes
en otros fagos que infectan St. thermophilus caracterizados por presentar la siguientes secuencias nucleotidicas SEQ
ID NO1 y SEQ ID NO2 y por permitir la amplificacion especifica de dichos genes por PCR segtin el procedimiento
indicado en las reivindicaciones 1 a 10.
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12. Pareja de nucledtidos cebadores especificos del gen mur del fago LL-H y de los genes equivalentes presentes
en otros fagos que infectan Lb. delbrueckii caracterizados por presentar la siguientes secuencias nucleotidicas SEQ
ID NO3 y SEQ ID NO4 y por permitir la amplificacién especifica de dichos genes por PCR segtn el procedimiento
indicado en las reivindicaciones 1 a 10.

13. Pareja de nucleétidos cebadores especificos del gen orf21 del fago Tuc2009 y de los genes equivalentes pre-
sentes en otros fagos que forman parte de la especie P335 de Lc. lactis caracterizados por presentar la siguientes
secuencias nucleotidicas SEQ ID NOS5 y SEQ ID NO6 y por permitir la amplificacién especifica de dichos genes por
PCR segtin el procedimiento indicado en las reivindicaciones 1 a 10.

14. Pareja de nucle6tidos cebadores especificos del gen msp del fago Bil170 y de los genes equivalentes presentes
en otros fago de la especie 936 de Lc. lactis caracterizados por presentar la siguientes secuencias nucleotidicas SEQ
ID NO7 y SEQ ID NO8 y por permitir la amplificacion especifica de dichos genes por PCR segtin el procedimiento
indicado en las reivindicaciones 1 a 10.

15. Pareja de nucledtidos cebadores especificos del gen mcp del fago C2 y de los genes equivalentes presentes
en otros fagos de la especie de fagos C2 de Lc. lactis caracterizados por presentar la siguientes secuencias nucleo-
tidicas SEQ ID NO9 y SEQ ID NO10 y por permitir la amplificacién especifica de dichos genes por PCR segtin el
procedimiento indicado en las reivindicaciones 1 a 10.

16. Kit de diagnéstico por Multi-PCR para la deteccion e identificacion simultdnea de bacteri6fagos que infectan
a bacterias del acido lactico (St. thermophilus., Lb. Delbrueckii, Lc. Lactis) caracterizado por amplificarse por el
procedimiento indicado en las reivindicaciones 1 a 10, los genes orf18 del fago DT1, mur del fago LL-H, orf21 del
fago Tuc2009, msp del fago Bil170 y mcp del fago C2 o sus genes equivalentes presentes en otros fagos de las mismas
especies y que contenga los oligonucleétidos cebadores especificos segtin las reivindicaciones 11 a 15.

17. Uso del procedimiento en procesos de fermentacién o en la fabricacién de cultivos iniciadores segtin las reivin-
dicaciones 1 a 10 y de las parejas de oligonucledtidos cebadores para la amplificaciéon por PCR de los genes equiva-
lentes a los genes orf18, mur, orf21, msp y mcp, segun las reivindicaciones 11 a 15 para la deteccidn e identificacién
de fagos que infectan St. thermophilus, Lb. delbrueckii y Lc. lactis en alimentos en general y productos vegetales y/o
animales en particular, asi como en aditivos de los mismos y en los cultivos iniciadores.

18. Uso del procedimiento en procesos de fermentacion seguin las reivindicaciones 1 a 10 y de las parejas de
oligonucledtidos cebadores para la amplificacion por PCR de los genes equivalentes a los genes orf18, mur, orf21,
msp y mcp, segln las reivindicaciones 11 a 15 para la identificacién de fagos que infectan St. thermophilus, Lb.
delbrueckii y Lc. lactis en muestras de leche, permitiendo decidir su destino mas adecuado.

19. Uso del procedimiento en procesos de fermentacién segin las reivindicaciones 1 a 10 y de las parejas de
oligonucle6tidos cebadores para la amplificacion por PCR de los genes equivalentes a los genes orf18, mur, orf21,
msp y mcp, segln las reivindicaciones 11 a 15 para la identificacién de fagos que infectan St. thermophilus, Lb.
delbrueckii y Lc. lactis en muestras fermentativos de leche, como el yogur, cuajadas y queso entre otros para ordenar
tratamientos antisépticos de la planta de produccién.
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ATTACTAATT GGGATTGG- ACGATGTC (MAATG(S-—TGACAAGKS GCGTL IT GAAGAAGTCAAT 171
ATTACTAATT GGGATTGG-ACGATGTCGAATGG-TGACAAGAGCGTTGAAGAAGTCAAT 171

CTTGACAATTGGGGATATTGGGAAGCTbGATCGCCTAATGAAAATCWC&TATAG CAAC 179

ATCG}’% ¥ GGT»A TTCGIGCTGITAAATTAACC—AAA GG ?ACAAAAACAGCA-——AAT;‘& 223
ATCGATGGT-ATICGIGCTG I TAAATTAACC-—AAAGGTACAAAAACAGCA---AATA 223
AC~-ATGGTTTIL ATTACAAI JGGCACAAGA----ACACT ETTTAGACTAGATTGTGATA 232

CTGG-TGGGAACTACATTCAATATCAAGGTTTGTTGCG-TAAAC-TCATAC-GACCAAA 278
CTGG-TGGGAACTACATTCAATATCAAGGTTTGTTGCG--TAAAC- TCATAC-GACCAAA 278
CTGG-TGGGAACTACATTCAATATCAAGGTTTGTTGCG--TAAAC- TCATAC-GACCAAA 278
ATAGTTACGGGGTTCCTGCAGCATCAAGACGTTTTCCAGTIAAACGTAACACTGATTATT 292
AGGAAAACAATATATCAT CAGTGCCAAAAC-——--AGATG--GTAATTTTACTAAAT 241

CACAC AGTACAWTCTTTCG 7-TTGATGT- Af«AAC(“ﬂAGTG ?TGATG 7AAGTTTITCAG- 334
CTCT(,AATATT&AGATGTTé-GCAACTGAAAACATC;ﬁAAGG TGTAAATATCTATZICCTC 351

CAACGCTAATAAGAGGCAACTACCAAGC G,
CAACGCTAATAAGAGGCAACTACCAAGC Y & J
CAACGCTAATAAGAGGCAACTACCAAGC }AA TTGA--CTGATALTGTCCTTATGAATAA 382
GGGCGCAAGICAAATGAAACTAACGAGA T G-I TTA-CTAAAGCAGTTAATAT-—-CAA 404
GGATGTGGT IGACAT: TG--T1 CTGAT-wmm Froeme 322

AGCTT~TGGcm"‘?CAATEGA ----- f*'?AAAGTAT@ATGTGTTCTGI@“CAAGTAAAGAAAC 446
ACAﬁTGGAAAAA:CGCC{‘TCAACGA S TGA-TGTCGTGAAGTTCCAC—TTCA-CATT 458

GGTAA-- ITGGTTAATAATCAAGAATATCAAGCTAGAAGAAGETAATATAC - 550
GGTAA-—- I TGGTTAATAATCAAGAATATCAAGCTAGAAGAAG GTAATATAC -~ 550
GGTAA*--TTGUTTAATAATCAAGAATATCMGCTAGAAGAA(;(}TAATATAC

A--AA---_zCTgZTTTGGGAA ------ GTGAAGATTGAAGAAGGGACAAT C-rrnnnmrv 453

-CTACTCCA?{ :m-GACACCAGCCATCu-s‘TG JACATA !%CAAGX%AGAGA iT uATT{ CAA 602

GLCGATCATGTCCTTACGCAAGCACAACICAACAAGCTGAAT GAAATGAATTCTAITGY 662
AGC CCGATGAIGTCCTTACOCAAGCACAACTCAACAAGC IGAAT GAAATGAATTCTATTGT 662
AGQCG;@TGAi(;TCCTTA(JGCAA{)CAvAAC ”CA;%CAAGC:GMATuAA 5&TAN-\ ITCTAJTGY 662

Continuacion
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TAAAGCTGAACTTGCTGLTAAAGUCTCACTTGATACACITGACCAATGHAAGCAAGCC A 722
TAAAGCTGAACTTGCTGCTALAL AAGCCTCACTTGATACAC TTGACCAATG {EAAGCAAGCC TAT22
T.

TCAAGATTTCGTTAACGCAAACAATGLCAATCETGLACAAGCTGAAAAAGATTTAGCTGA 782

TCAAGATCTCGTTAACGCAAACAATGUCAATCGTGCACAAGCTGAAAAASGA L ITAGCTGA 782
TC Afi’s (;ﬁ TTTCG TTAACGCAAA {}AATGr"‘ CAATC L?TG CACAAGT

""7: A gﬁc&éeumc m; ?TG ?’T é"TﬁaAﬁCTbATAA 902

FIGURA 1
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_{_}CZTAA GAAGCCAAGAAL CAsé(sACA TTAGCAAGAAACGGATGCTTTGGCTAGACTGIGA 178
CCITAAGGAAGCCAAGAAGCAAGACATTAGCAAGAAALGBATGCTTTGG i?"fA(‘,fi TOGEA 179
CATCAAGGAAGCTAAGAAGGAAL ACAE”A{:CCAA&AG( GGATCGTITTOGCIGLALTGEGA 179

ET{‘CGG!ACJ(“&:L f\CACCG GA("Cw(‘(,:?CAAAAG(‘A TC( K%f%GAGSTCGGQA;& fsb ! UGC 238

CT'?‘?A 'TG @AC@C A‘?“"{'AA;Q G 4 ""»‘”‘{EA’ 3 GC T G{‘ CEGLOGEE IT{Z ic }’ATAGCG STGCATCCCT 299
{ { G}’”szi ?C}é;{)?" 299

GATGCGGACGGUGATTOACACCAAGCAGGTOE TAAAAAAGTATCGGCACCTIGTCTCTGGET 359
GATGUGGACGEUGATTGACACCAAGLAGETGETAAAAAAGTAT GGRCACCTIGTCICTELGT 359
GCTGCGGACTGUCATCGACACTGCBLAGGT GG TCAAAAAGTATGGLACCTECLTCTGGGT 359

"’"‘AAGC '%vC GfiCC;’%TsJS{T G {}Cﬂb?{j {Z?CACGGCTw;’%”'?TGGATﬁLTTﬁC‘G X Af%TZHS
AGCTTCCIACCLTACGATGELOGCAGTCTCATCAGCAGACTICCGCTACTTCUCGICTAT 419

GOACGGGEICELCATUTOECAGTITACCAGTAACTOCCATGGLLTGEALGTAGADGGGAA 478
GGALGE GL«;TC%’SQCA; CTGQCAGTITACCAGTAAC Tise-CATi:a{:: CTGGACGTAGACGEGAA 477

GOACGRGGICHLTATCTGGCAGTICACCAGCAACTECGAAGLEGCCTGRGLGTAGALGECAA 479

CGITGLTLTIGRTICACLTCAACAGCUGAGAACAAGCOTAAAGUCGAG GTC&{EGQQAA;{% GALC 538
CGITGCTCIGGTTEACC T CAALAGLGAGAACAAGCLTAAAGCCGAGGTCAAGLCAAAGAL 537
TTIGGCACTGGTTGATCTCAACAGCGACGCTAAGCC TAAAGCAGAGGCCAAACCTAAGCE 539

TAGCAAGGCCAGCTGRAAGGITLEGC
AG-CAAGGBCCAGCTOGAAGGITLGEC
GGGLAAGGLLAGCTGGAAAGICLGET

A Cﬁé“:@izﬁ 659

FIGURA 2
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TTAAATATGGGATATTACGACADAAAAAATE
ITAAATATGGGATATTACGACACAAAAAA
T-AAATATGGOATATTACGACACAAAAAA

TTAATTATGGGATATTACGACACAAAAAAC

CAAAATATATCGAGTCAGCAASACAMAAAAGAATTTGAATTAGATAGCCAAAGCAAGTIT 120
CAAAATATATCGAGTGAGCAAAACAAAAAAGAATTTGAATTAGATAGCCASAGCAAGTTT 120
CAAAATATATOGAGTGAGCAAAACAAASAAGASTTTGAATTAGATAGCCAAAGCAAGTTT 119
CAAAATATATCGAGTGAGCAAAACAAASAAGAATTTCAATTAGATAGCCAAAGCAAGTTT 120
CARMATATATCGAGTGAGCAAACCAAAAAAGAATTTCAATTAGATAGACAAAGLAAGTTT 120

AATCAGOAAATGCAAGCTGAGTTTCACCASAGASTTAAAAAAT TAGGAGAAAALAATGET 180
AATCAGGAAATGCAAGCTGAGTTTCACGAAAGAATTAAAAAATTAGGAGAARAAAAATGGT 180
AATCAGGAAATGCAAGLTGAGT TTCACGASAGAATTAASAAATTAGGAGAAAAAAATGET 179
AATCAGGAAATGLAAGLTGAGTTTCALCGARAGAAT TAARAAATTAGGAGAAAAALATGET 180
AATCAGGAMTGCAAGCTGAGTTTCACGAAAAAATTAAAAAATTAG GAGAAAAAAATG T 180

AGTTAAAGTCTTTCATGUTTATATTGAAGELGAAAAALAAA
ACGTTAAAGTCTTITCATGCTTATATTGAAGGLGAAAAAAAA
AGTTARAGTCTTTGATGUTTATATTGAAGGLGAARAAALA

AGTTAAAGTCTTTGATGUTTATATTGAAGGCGAAAAAA

AGTTAAAGTCTTTCGATGCTTATATTGAAGCCGAAAAAAA 240
TTACTTYGATCITTCCCOGRAGTCT 274
ATTACTITGATCTTTICCOGRAACTCT 274

ATTACTTTGATATITOCCGRAAGTCT 273
ATTACTTTGATGTTITCCLBUAACTCT 274
TTACTITGATATITCCOGRACCTICT 274

FIGURA 3
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(’,}‘A E?CA(‘TA %CC A AﬁAﬁ'&f iz MA T :«(;:U}'AG?
GAGTITTCCAACCATAAAATT G TAACTGGTITAG,

M ?fﬁéu}i&C}’A ?"’” ﬁ&G{?TGﬁ? bACQ?GSSA@A{«Q&T&&J:Q@?Gﬁﬂﬁﬁﬁﬂ(}{\’rw f. 240

A(/C}”Au LI if)f%f% {},»{3 {JAAA ?G GIATITA ’“TCAAA {JA C;AQ(‘AA{S CGLTCAAAGAAGATATT 300

TTAGGTCAACAAAGAACAGAAAAT GGCTTCGGTTGGETCTCCTACTGRTAAT TGGAAAALG 360
CIAGGGLAACAAAGAACAGAAAAT GECTTGEOTTGETICTCCTACGE R TAACT G GAAAALT 360

TIAGGTCAACAAAGAACAGAAAAT GELTTGOGTIGGICTCCTACTGGTAAT TGGAAAACG 360

TIAGGTCAACAAAGAARAGCAMMCEELITEORTIGETCTOCTACT G GTAATTEGAAAALG 338

TIAGETCAALAAAGARACAGCASAT GRLTTGGETTIGGTCTCUTACT QLR TAAT I GEAAAALG 360

AAATGTGTITCAATACCTTATTAAAGGGLETAAGCGTCGATAAAGITACAGHEGEAATITGIC 420
ﬁiz’éﬁf\?Q?ﬁT}’”CﬂA ﬁCbTTﬁ f?'AAﬁ{:z{N GCGT%AQXC«G”VWAAAGI TKECA&;(“ GUAATTTGTC 420

GACGGTTATCGTGTGGICGTTTA ;?

FIGURA 4
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Q38 Gt (;TAA ATTCO ?ﬁGu%AAA;xéC"TCM{“ AC BTAu;%A&

s TAAAT fT,f% 1 (mi;? ﬂAC??G\“ZSG 600

c2 TCT;’%A%/‘%M 7 GGV ?‘GAAA {:C‘QA(;AACAAG ? TCTTC i}‘(s T (:AA T T:’ (,:{) Trvﬁ TFGTG( *A(;Af 643

3AA] fm ?CAAu?(‘ TCT ”‘TC‘::SG TCTAT: fmm T c;zzw: ;ATGC
Q44 TTGAATGITGT

eb1 7 0G0 ?A ?GAAA m@@c;&" E’TL@AAQG ?T%"wACAC? as‘ *@Aeﬁgm ?Ag&? 780
i - STAGAC 780
TAGAT 780

& Y AT JCTCTGG] 7 FAQTTTC ?"?"? CAAAGC A GG ?;ﬁCA GéTﬂAi"sAfsCAA!%TL, i’Cﬂ% As A¢ \CGGCT 840
Q44 GA ?A&A?' TICAT TGAG(EG TACTTITAAAGCAGGTACAGACAAALAATAAAGY f'iﬁ"v%wAG__uG 840
Q38 GATACTITCATCGAGGGTACTTTTAAAGCGEG! ACé{jﬁ%TAAAAATéAAG 2T ; :

Q38

FIGURA 5
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<130> multi-per
<160> 10
<170> Patentln version 3.1

<210>1

<211> 30

<212> DNA

<213> del gen orf18 del bacteriéfago DT1 que infecta Streptococcus thermophilus

<400> 1
gaatgatact gctggcagta tttcggttgg 30

<210>2

<211> 31

<212> DNA

<213> del gen orf18 del bacteriéfago DT1 que infecta Streptococcus thermophilus

<400> 2
cagtcatgta gctatcgatg aaattccaac g 31

<210>3

<211>25

<212> DNA

<213> Bacteriéfago LL-H

<400> 3
tccecgggcta accacctcta cacte 25

<210>4

<211>25

<212> DNA

<213> Bacteriéfago LL-H
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<400> 4
ggtgtagtga ccatcctttg agage

<210>5

<211>29

<212> DNA

<213> Bacteri6éfago Tuc2009

<400> 5
gaagctagge gaatcagtaa acttgctag

<210> 6

<211> 28

<212> DNA

<213> Bacteriéfago Tuc2009

<400> 6
cggctatctc gtcaattgtt ccggttge

<210> 7
<211>29
<212> DNA

<213> del gen msp del bacteriéfago Bil170 que infecta Lactococcus lactis
<400> 7
atcagttggc tcaatggaag accaagcgg

<210> 8

<211>30

<212> DNA

<213> del gen msp del bacteri6fago Bil170 que infecta Lactococcus lactis

<400> 8
gttgcttctg ctgttggtgt caaatgagga

<210>9

<211>30

<212> DNA

<213> del gen gen mcp del bacteriéfago C2 que infecta Lactococcus lactis

<400> 9
caatcgaagc aggtgtaaaa gttcgagaac

<210> 10

<211> 30

<212> DNA

<213> del gen gen mcp del bacteriéfago C2 que infecta Lactococcus lactis
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gctttatcea tttgtaggta tgettetgec
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