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DESCRIPCION

Cepas probidticas, un procedimiento para la seleccion de ellas, composiciones de las mismas y su uso.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un procedimiento novedoso para la seleccién de nuevas cepas probidticas, a
nuevos microorganismos probidticos del género Lactobacillus seleccionados seglin este método y a composiciones
que comprenden estos microorganismos; a su uso para la profilaxis o el tratamiento frente a enfermedades digesti-
vas, infecciosas, neurodegenerativas y relacionadas con el sistema inmunitario tales como alergias o enfermedades
inflamatorias, y a una fuente novedosa para obtener dichos microorganismos.

Antecedentes de la invencion

Durante muchos afios, se han utilizado las bacterias del dcido lactico como agentes de fermentacién para la con-
servacioén de alimentos beneficidndose de un pH bajo y de la accién de productos de fermentacién generados durante
la actividad fermentativa de las mismas para inhibir el crecimiento de bacterias degradantes. Con este objetivo, se han
usado bacterias del dcido l4ctico mal caracterizadas o “fermento” para preparar una variedad de diferentes productos
alimenticios tales como productos cdrnicos fermentados secos, queso y otros productos lacteos fermentados a partir
de leche.

Recientemente, las bacterias del 4cido lactico han atraido una gran atencion debido a que se ha encontrado que
algunas cepas muestran propiedades valiosas para el hombre y los animales tras su ingestiéon. En particular, se ha
encontrado que cepas especificas del género Lactobacillus o Bifidobacterium pueden colonizar la mucosa intestinal y
ayudar en el mantenimiento del bienestar del hombre y el animal, y se han denominado como probidticas.

Las cepas probidticas se considera que son preparaciones microbianas viables que estimulan la salud del individuo
conservando una microflora més sana en el intestino. Una preparacion microbiana puede aceptarse comtinmente como
probidtica en el caso de que se conozca el efecto de la misma y su modo de accién. Se considera que las cepas probié-
ticas se unen a la mucosa del intestino, colonizan el tracto intestinal y asimismo impiden la unién de microorganismos
nocivos sobre el mismo. Un requisito previo crucial para su accién reside en que deben alcanzar la mucosa del intes-
tino en una forma apropiada y viable y no destruirse en la parte superior del tracto gastrointestinal, especialmente por
la influencia del pH bajo que prevalece en el estémago.

Durante los estudios extensos que conducen a nuevas cepas probidticas, solicitudes de patente previas han descrito
el aislamiento de una variedad de diferentes cepas bacterianas a partir de heces de bebé (documentos JP04320642,
JP05227946). Ademas, las cepas probidticas obtenidas hasta la fecha se seleccionaron principalmente por su capacidad
de adherirse a la mucosa intestinal, habitualmente mediante experimentos in vitro. No siempre se ha realizado seleccién
posterior, y si se ha hecho, solia basarse principalmente en propiedades individuales de la cepa. Finalmente, y algunas
veces tras la comercializacién de la cepa, se han comprobado in vivo los efectos beneficiosos de la cepa seleccionada.

En este aspecto, varias solicitudes de patente tales como, por ejemplo, EP0768375, W097/00078, EP0577903 y
WO000/53200 dan a conocer cepas especificas de Bifidobacterium y Lactobacillus y sus efectos beneficiosos sobre la
diarrea, inmunomodulacién, reacciones de hipersensibilidad o infeccién por microorganismos patégenos.

Ademas, también se han notificado de manera extensa los efectos beneficiosos de la leche materna humana sobre
el bienestar de los lactantes en comparacion con los alimentados con preparado a base de leche. En este aspecto,
se ha descrito una reduccién en el riesgo de infeccién, alergia, asma y afecciones relacionadas, y una mejora de la
maduracidn intestinal y las funciones del intestino. Ademads, se ha notificado que la composicién de la flora intes-
tinal es diferente en lactantes alimentados con leche humana respecto a los alimentados con preparado a base de
leche. Los efectos beneficiosos y la modulacién de la flora intestinal de la leche materna humana se han atribuido a
su composicion caracteristica en comparacién con preparados para lactantes. Por tanto, se han notificado los bene-
ficios de proteinas de la leche materna tales como lactoferrina o inmunoglobulinas maternas y la rica composicién
en oligosacdridos que pueden actuar como compuestos prebidticos, en la regulacién de la flora y las funciones del
intestino.

Sin embargo, a nuestro entender, no hay ninguna publicacién o trabajo que describa la presencia de cepas microbia-
nas en leche materna humana normal. Tampoco se ha notificado que tales cepas microbianas pudiesen ser beneficiosas
para el bebé amamantado, y por tanto actuar como cepas probidticas que modulan la flora intestinal del lactante
amamantado. Este trabajo sugiere que los efectos de bienestar de los seres humanos amamantados también podrian
mediarse mediante cepas microbianas presentes en la misma.

Se ha sugerido en varios trabajos que la colonizacién inicial del recién nacido se debe a la contaminacién cruzada
con microflora de la vagina durante el parto. Sin embargo, hay varios estudios que muestran una colonizacién mi-
crobiana inicial similar del recién nacido independientemente de la via de alumbramiento del recién nacido (cesarea
frente a parto natural). Ademads, el hecho de que no sea posible obtener animales libres de gérmenes a partir de ratones
prefiados convencionales a pesar de que se hayan obtenido por cesarea, y que estos animales también podrian obtener-
se tras el alumbramiento del embrién en ratones receptores estériles (Okamoto, M. y Matsumoto, T. 1999. Exp. Anim.
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48: 59-62), sugiere que debe haber otros mecanismos diferentes de la contaminacién vaginal que también influyen en
la colonizacién inicial del recién nacido y que este mecanismo debe comenzar antes del parto.

En este aspecto, a nuestro entender, no hay ninguna publicacién o trabajo que describa la presencia de cepas bacte-
rianas del 4cido lactico en el liquido amniético humano normal. Tampoco se ha notificado que tales cepas microbianas
no patégenas pudiesen ser beneficiosas para el bebé en gestacion, y por tanto condicionar, justo durante la gestacion,
las poblaciones microbianas iniciales que pueden colonizar el intestino fetal.

Al entender las propiedades valiosas que pueden proporcionar cepas particulares de bacterias del dcido lactico, hay
un deseo en la técnica de obtener cepas bacterianas del dcido lactico adicionales que sean beneficiosas para el bienestar
del hombre y/o los animales. En consecuencia, un problema de la técnica anterior era proporcionar métodos racionales
para la seleccién de nuevas cepas bacterianas adicionales y fuentes novedosas para la seleccién de las mismas, que
permitan la obtencidn de cepas bacterianas que muestren individualmente un alto nimero de propiedades beneficiosas
para el hombre y/o los animales. El problema anterior se ha solucionado proporcionando microorganismos novedosos,
concretamente bacterias del 4cido lctico, que pertenecen al género Lactobacillus. Estas nuevas cepas se han obtenido
a partir de diferentes fuentes aparte de heces, tales como queso de cabra y a partir de leche materna humana y liquido
amniotico, y se han elegido mediante un método que consiste en la capacidad de estas cepas de sobrevivir en la leche
materna y/o el liquido amnidtico, y por su capacidad para transferirse a la leche materna y/o el liquido amnidtico tras
la ingesta oral.

Este método de seleccion garantiza que las cepas bacterianas obtenidas tienen implicitamente la mayoria de las
caracteristicas atribuidas a una posible cepa probidtica, concretamente buena resistencia al proceso de digestion y
la capacidad de colonizacién del intestino, pero también un origen humano mads natural, aspectos de seguridad y la
capacidad de colonizar y regular algunos nichos humanos diferentes del intestino. Finalmente, las cepas seleccionadas
también se han sometido a prueba no sélo para determinar sus capacidades de adhesion sino para determinar si tienen
un alto grado de caracteristicas beneficiosas.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1
Método de seleccion: supervivencia de bacterias en la leche materna y el liquido amnidtico

Esta figura ilustra la tasa de supervivencia de las cepas probidticas seleccionadas de esta invencion en la leche ma-
terna y el liquido amnidtico. Segin el método de seleccidn, se midi6 la supervivencia de las posibles cepas probidticas
usando leche materna humana (barras grises) y liquido amniético (barras negras). Se resuspendieron 10°® ufc de cual-
quier cepa bacteriana candidata en 1 ml de MRS o leche materna o liquido amnidtico y se incubaron durante 1 hora a
37°C en condiciones anaerobias. Se evalué la supervivencia tras el cultivo cultivando diluciones en serie en placas de
agar MRS. Los resultados se representan como la media + DE de tres experimentos independientes. Se seleccionaron
inicialmente las bacterias candidatas que sobreviven mas del 75% en al menos uno de los liquidos humanos.

Figura 2
Meétodo de seleccion: transferencia de bacterias a la leche materna

Esta figura ilustra la transferencia de bacterias seleccionadas a la leche materna tras la ingesta oral. A) Marcaje de
las cepas. Se marcaron genéticamente las cepas que sobreviven en la leche materna y/o el liquido amniético usando
una construccién detectable por PCR. Se marcaron diferentes cepas con fragmentos de ADN de diferentes tamafios
(159 pb: F159; 189 pb: F189; y 228 pb: F228). La sefial de PCR es detectable sdélo en las cepas genéticamente
marcadas. La figura muestra como ejemplo el marcaje de las cepas bacterianas CECTS5711, CECT5713 y CECT5714.
B) Transferencia de bacterias seleccionadas a la leche materna. Se evalué la capacidad de las cepas marcadas para
transferirse a la leche materna y/o el liquido amniético usando ratones prefiados como modelo animal. Se inocularon
ratones prefiados cada dos dfas con 10 ufc/ratén (en esta figura se muestran los resultados de L. salivarius CECT5713)
durante dos semanas antes del parto. Se detecté indirectamente la presencia de bacterias en la leche comparando el
nimero de bacterias detectables por PCR en el intestino de recién nacidos antes y justo después de la primera lactacion.
El carril 1 en cada panel corresponde al marcador de peso molecular.

Figura 3
Perfil de RAPD de las bacterias seleccionadas
Esta figura ilustra los perfiles de RAPD de las 5 cepas probidticas seleccionadas de esta invencién usando dos

cebadores diferentes (Argdei y OPLS). Los carriles 1, 8 y 15 corresponden al marcador de peso molecular, los carriles
7'y 14 son los controles negativos.
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Figura 4
Comparacion del perfil de RAPD de las bacterias seleccionadas con otras bacterias de la misma especie

Esta figura ilustra las diferencias en los perfiles de RAPD observadas entre las cepas probidticas seleccionadas de
esta invencidn y los obtenidos con otras cepas bacterianas de la misma especie. Cada especie estd representada en uno
de los paneles: L. coryniformis (A), L. salivarius (B), L. gasseri (C) y L. fermentum (D). Las cepas usadas se describen
en la tabla III.

Figura 5
Adhesion de cepas probidticas a células intestinales

Esta figura ilustra la adhesién de cepas probidticas a células intestinales. Se evalué la adhesion de cepas probidticas
de esta invencion usando las lineas celulares intestinales Caco-2 (barras grises) o HT-29 (barras negras) y se compa-
raron con cepas probidticas comerciales. Se contaron veinte campos aleatorios y se expresaron los resultados como la
media del nimero de bacterias unidas a las células por campo + DE. La capacidad de adhesion de una cepa probidtica
a cada linea celular intestinal se consider¢ alta si el nimero de bacterias unidas era >250, moderada entre 100 y 250 y
ligera >100.

Figura 6
Supervivencia de cepas probicticas a la condicion de digestion

Esta figura ilustra la supervivencia de cepas probidticas a las condiciones de digestién. Se evalué la resistencia
de las cepas probidticas de esta invencion a un contenido 4cido (barras grises) y en sal biliar alto (barras negras) in
vitro mediante el cultivo de las bacterias en MRS pH 3,0 6 0,15% de sales biliares durante 90 minutos. Los resultados
se representan como la media = DE de tres experimentos independientes. La resistencia de una cepa probidtica se
consider? alta si la supervivencia era >80%, moderada entre el 60% y el 80% y ligera >60%.

Figura 7
Tiempo de generacion de cepas probidticas

Esta figura ilustra el tiempo de generacion de cepas probidticas. Se evalud el tiempo de generacién de las cepas
probidticas de esta invencion in vitro cultivando bacterias en MRS 0,2% de glucosa durante 120 minutos. Los resulta-
dos se representan en minutos y como la media + DE de tres experimentos independientes. El tiempo de generacién
de una cepa probidtica se considero rapido si el tiempo era <60, moderado entre 60 y 120 y lento >120 minutos.

Figura 8
Capacidades de fermentacion de cepas probioticas

Esta figura ilustra la capacidad de cepas probidticas de fermentar hidratos de carbono complejos. Se evaluaron
in vitro las capacidades de fermentacién de las cepas probidticas de esta invencioén para usar hidratos de carbono
complejos como una unica fuente de hidratos de carbono cultivando bacterias en MRS sin glucosa y complementado
con el 2% de hidratos de carbono indicados durante 24 y 48 h. Se evalu6 la reduccién del pH usando purpura de
bromocresol. Los resultados se representan como la induccién en veces en la absorbancia tras 24 horas en comparacién
con un cultivo control sin fuente de hidrato de carbono (A) y la suma de todos los valores de induccién en veces
independientes (B). La capacidad de fermentacidon de una cepa probidtica se consideré alta si el valor total era >30,
moderada entre 25 y 30 y ligera >25.

Figura 9
Resistencia a antibidtico de cepas probioticas

Esta figura ilustra la resistencia a antibidtico de cepas probidticas. Se evalud in vitro la resistencia al tratamiento
con antibidtico de las cepas probidticas de esta invencion mediante un ensayo de difusién en pocillo con agar en
placas Miieller-Hinton durante 24-48 horas. El didmetro del halo de inhibicién determina el efecto del antibidtico. Los
resultados se representan como R (resistente) si el halo tiene un didmetro < 12 mm, I (intermedio) desde 12 hasta 15
mm Yy S (sensible) si >15 mm. Tras eso, se asigné un valor numérico a cada condicién: R=3, I=2 y S=1. La capacidad
de resistencia de una cepa probidtica se considerd alta si el valor total era >17, moderada entre 15 y 17, y ligera
<15.
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Figura 10
Produccion de dcido por las cepas probidticas

Esta figura ilustra la produccién de 4cido por las cepas probidticas. Se evalud in vitro la produccién de 4cido (dcido
l4ctico, propidnico, acético y butirico) por las cepas probidticas de esta invencién mediante la medicién del pH en
cultivos de leche durante 24 (barras grises) y 48 (barras negras) horas. La produccién de dcido por una cepa probidtica
se considerd alta si el valor de pH de la leche tras 48 horas era <4, moderada entre 4 y 4,5, y ligera >4,5.

Figura 11
Produccion de metabolitos bactericidas por las cepas probidticas

Esta figura ilustra la produccién de metabolitos antimicrobianos por las cepas probidticas. Se evalué in vitro la
produccion de metabolitos antimicrobianos por las cepas probidticas de esta invencién mediante un ensayo de difusién
en pocillo con agar en placas TSA cultivadas con S. typhimuriumi (barras negras) o Escherichia coli (barras grises).
El didmetro del halo de inhibicién (en milimetros) inducido por los sobrenadantes bacterianos determina el efecto
bactericida. La capacidad antimicrobiana de una cepa probidtica se consider¢ alta si el halo era >12, moderada entre
8y 12, y ligera <8 para ambas cepas patdgenas.

Figura 12
Inhibicion de la adhesion de bacterias patogenas

Esta figura ilustra la inhibicién de la adhesion de bacterias patégenas. Se evalu6 la adhesion de las cepas patogenas
E. coli (barras grises) y S. typhimurium (barras negras) a células Caco-2 en presencia de las cepas probidticas de esta
invencién y se compararon con cepas probidticas comerciales. Se contaron diez campos aleatorios y se expresaron los
resultados como la media del % de bacterias gram negativas adheridas a las células en comparacién con el nimero
de bacterias patégenas adheridas en ausencia de cepas probidticas. La capacidad de una cepa probidtica de inhibir la
adherencia de bacterias patdgenas se considerd alta si el % de ambas bacterias patdgenas unidas era <25, moderada
entre 25y 75, y ligera > 75.

Figura 13
Colonizacion del intestino por L. Salivarius CECT5713

Esta figura ilustra la colonizacién del intestino por L. salivarius CECT5713. Se analiz6 el nimero de lactobacilos,
bifidobacterias y bacterias coliformes fecales en ratones complementados diariamente durante 14 dfas con 10® ufc de L.
salivarius CECT5713 mediante siembra en placa bacteriana. Se recogieron muestras fecales (200 mg aprox.) en el dia
0,7 y 14 de complementacion probidtica y también una y dos semanas (dia 21 y 28) tras terminar la complementacion.
(* p< 0,05; ** p<0,01).
Figura 14
Efecto de L. Fermentum CECT5716 sobre la infeccion por Salmonella

Esta figura ilustra el efecto de L. fermentum CECTS5716 sobre la infeccién por Salmonella. A) L. fermentum
CECT5716 inhibe la translocacion de Salmonella al bazo. Se midi6 el niimero de colonias de Salmonella en los bazos
de ratones tratados con L. fermentum CECT5716 con o sin vacunacién con 108 ufc inactivadas de Salmonella tras 24
horas de una exposicién oral con 10'° ufc de Salmonella. B) Se usaron los mismos ratones para medir el contenido en
IgA en las heces.
Figura 15
Efecto de cepas probidticas sobre la expresion de citocinas

Esta figura ilustra el efecto de cepas probidticas sobre la expresién de citocinas. Se analizé la produccion de
citocina TNF-a (A) o IL-10 (B) en macréfagos derivados de la médula 6sea estimulados con LPS y la cepa probidtica
indicada durante 12 horas. Se detectd la produccion de citocina mediante una técnica de ELISA.
Figura 16
Efecto de cepas probidticas sobre la expresion de IgG

Esta figura ilustra el efecto de cepas probidticas sobre la expresion de IgG. Se analiz6 la producciéon de IgG en

linfocitos obtenidos a partir del bazo de ratones Balb/c (6-8 semanas de edad) estimulados con LPS y la cepa probidtica
indicada durante 6 dias. Se detectd la produccion de inmunoglobulina mediante una técnica de ELISA de Bethyl.
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Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona, por tanto, un método para la selecciéon de cepas microbianas probidticas que
comprende las siguientes etapas:

a. seleccionar cepas no patégenas que pueden sobrevivir en la leche materna y/o el liquido amniético, y
b. seleccionar cepas patdégenas que pueden transferirse a la leche materna y/o el liquido amniético tras la
ingesta oral en individuos sanos sin colonizar otros érganos internos excepto mucosas.
En un aspecto adicional, la invencién proporciona nuevas cepas de Lactobacillus, que son:

e CECTS5711 (Lactobacillus coryniformis),

CECTS5713 (Lactobacillus salivarius subsp. salivarius),

CECTS5714: (Lactobacillus gasseri, anteriormente L. acidophilus),

CETCS5715: (Lactobacillus gasseri), y
e CECTS5716: (Lactobacillus fermentum).

Un aspecto adicional de la invencién se refiere al uso de leche de mamifero y liquido amniético de mamifero como
fuente para obtener bacterias probidticas no patégenas.

Otro aspecto de la invencion se refiere a composiciones y productos que contienen al menos una de las cepas
mencionadas anteriormente.

Finalmente, un tltimo aspecto de la invencién se refiere al uso de las cepas mencionadas anteriormente o de
cualquier cultivo, composicién o producto que las contienen en la fabricacién de un producto para el tratamiento
terapéutico o profildctico de enfermedades en seres humanos y animales.

Descripcion detallada de la invencién

Tal como se mencioné anteriormente, la presente invencién proporciona un método de seleccidon de nuevas cepas
bacterianas que consiste en la capacidad de estas cepas de sobrevivir en la lecha materna y/o el liquido amnidtico,
y su capacidad para transferirse a la leche materna y/o el liquido amnidtico tras la ingesta oral, que garantiza las
caracteristicas especiales de las cepas seleccionadas obtenidas con él. Por tanto, el principal aspecto de la presente
invencién se define como un método para la seleccién de cepas probidticas microbianas, que comprende las siguientes
etapas:

a. seleccionar cepas no patégenas que pueden sobrevivir en la leche materna y/o el liquido amnidtico, y

b. seleccionar cepas no patdgenas que pueden transferirse a la leche materna y/o el liquido amniético tras la
ingesta oral en individuos sanos sin colonizar otros érganos internos excepto mucosas.

Segtin una realizacién preferida de la invencidn, tanto la leche materna como el liquido amnidtico son de fuentes
humanas. Las cepas probidticas sometidas a prueba en el método de la invencién pueden ser cualquier bacteria pro-
bidtica seleccionada de, pero que no se limita a, los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Streptococcus 'y Bifidobacterium. Estas cepas probidticas se obtienen preferiblemente de la leche materna, heces de
bebés amamantados o liquido amniético, lo mds preferiblemente de muestras humanas. Se facilitan a continuacién
detalles adicionales del método de la invencién en “Método y ejemplos”.

La presente invencion proporciona cepas bacterianas seleccionadas mediante el método de la invencién. Algunas
de estas nuevas cepas bacterianas que muestran varias caracteristicas que las hacen beneficiosas para la salud humana,
y en particular en la profilaxis o el tratamiento frente a enfermedades digestivas, infecciosas, neurodegenerativas y
otras relacionadas con el sistema inmunitario tales como alergias o enfermedades inflamatorias, se han depositado
segun el Tratado de Budapest en la CECT (Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo), Valencia (Espaiia) el 11 de junio de
2002. Estas cepas bacterianas y sus caracteristicas son:

o CECTS5711: (Lactobacillus coryniformis), obteniéndose dicha bacteria de queso de cabra, selecciondndose
mediante el procedimiento propuesto y caracterizindose mediante el perfil de RAPD mostrado en la figura
3y las caracteristicas descritas en la tabla I, Il y VIIL

e CECTS5713: (Lactobacillus salivarius subsp. salivarius), obteniéndose dicha bacteria de heces de bebés
humanos amamantados, selecciondndose mediante el procedimiento propuesto y caracterizaindose mediante
el perfil de RAPD mostrado en la figura 3 y las caracteristicas descritas en la tabla I, Il y VIIL.
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e CECT5714: (Lactobacillus gasseri, anteriormente L. acidophilus), obteniéndose dicha bacteria de leche
materna humana, detectdndose también en liquido amniético humano, selecciondndose mediante el proce-
dimiento propuesto y caracterizdndose mediante el perfil de RAPD mostrado en la figura 3 y las caracteris-
ticas descritas en la tabla I, Il y VIL

o CECTS5715: (Lactobacillus gasseri), obteniéndose dicha bacteria de leche materna humana, detectdndose
también en liquido amniético humano, selecciondndose mediante el procedimiento propuesto y caracteri-
zandose mediante el perfil de RAPD mostrado en la figura 3 y las caracteristicas descritas en la tabla I, Il y
VIIL

o CECTS5716: (Lactobacillus fermentum), obteniéndose dicha bacteria de leche materna humana, seleccio-
nandose mediante el procedimiento propuesto y caracterizdndose mediante el perfil de RAPD mostrado en
la figura 3 y las caracteristicas descritas en la tabla I, Il y VII.

Ademis, también se ha confirmado que aplicando el método de la invencidn, es posible seleccionar nuevas cepas
especificas como las mencionadas anteriormente. En este sentido, se han comparado los aspectos genéticos (perfiles
de RAPD) y bioquimicos tales como las capacidades de fermentacion (perfiles de API), el potencial enzimético (per-
files de APIZYM) y la resistencia a antibiético de las cepas seleccionadas con otras cepas de las mismas especies
depositadas en varias colecciones de cultivo (concretamente CECT, ATCC, LMG, NCFB, etc.). Por consiguiente, se
ha establecido que estas nuevas cepas son diferentes de las notificadas anteriormente.

A nuestro entender, esta es la primera vez que un laboratorio experimental ha observado que es posible obtener
microorganismos bacterianos no patégenos presentes en leche materna o liquido amniético de mamifero normal,
que existe una transferencia de cepas bacterianas no patégenas hasta la leche materna y el liquido amniético tras la
ingesta oral y que estos organismos microbianos son cepas no patégenas que podrian actuar como cepas bacterianas
probidticas y por tanto, afectar de manera beneficiosa no sélo al sujeto que las ingiere sino también al feto o lactante
amamantado. Por esta razén, un aspecto adicional de la presente invencién se refiere al uso del liquido amnidtico y la
leche materna de mamifero como nuevas fuentes de microorganismos bacterianos que tienen la capacidad de usarse
como cepas probidticas, a las cepas obtenidas a partir de ellas y al uso de las mismas. La leche materna y el liquido
amnidtico son preferiblemente humanos.

También es un aspecto de la invencién que comprende cualquiera de las cepas bacterianas de la invencion junto con
al menos otra cepa bacteriana. En este aspecto, esta invencién se refiere a cultivos bioldgicos puros de cada una de las
cepas, o mezclas entre ellas o con otras cepas bacterianas. Por tanto, dicho aspecto de esta invencién es la produccién
de diferentes composiciones que comprenden al menos una cepa o una mezcla de las cepas de la invencion. Segin
este aspecto, la invencién proporciona una composicién que comprende al menos una de las cepas bacterianas de la
invencion, es decir, una de las cepas mencionadas anteriormente o cualquier cepa bacteriana seleccionada mediante
el método de la invencidn, en la que la composicién comprende preferiblemente de 2 a 6 cepas, mds preferiblemente
desde 2 hasta 4 cepas, lo mds preferiblemente desde 2 hasta 3 cepas, y en la que cada una de las cepas estd presente
en la composicién en una proporcién de desde el 0,1% hasta el 99,9%, preferiblemente desde el 1% hasta el 99%),
mds preferiblemente desde el 10% hasta el 90%. En una realizacién preferida, la composicién comprende al menos
una de las cepas bacterianas de la invencidén junto con otra cepa o mezcla de cepas en la que la mezcla comprende
preferiblemente desde 2 hasta 6 cepas, mds preferiblemente desde 2 hasta 4 cepas, lo mds preferiblemente desde 2
hasta 3 cepas y en la que cada una de las cepas estd presente en la composicién en una proporcién de desde el 0,1%
hasta el 99,9%, preferiblemente desde el 1% hasta el 99%, mas preferiblemente desde 10% hasta el 90%.

Las composiciones de la invencion estdn preferiblemente en forma liofilizada, en forma congelada o incluso muer-
ta.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composicion obtenible a partir del sobrenadante
de un cultivo de una cepa bacteriana de la invencion, o a partir de cualquier composicién de la invencién. En una
realizacién preferida, la composicién puede obtenerse mediante extraccion de un cultivo de cualquiera de las cepas
bacterianas de la invencién o de una composicién de la invencién.

Puede usarse el sobrenadante de un cultivo de una cepa de Lactobacillus de la presente invencién para preparar
un soporte administrable. El sobrenadante puede usarse como tal o puede secarse bien en condiciones que no des-
truyen los compuestos metabdlicos secretados o producidos por los microorganismos en el medio liquido, tal como
por ejemplo secado por congelacion. La presente invencién también se refiere al uso de enzimas obtenidas a partir
de estas cepas probidticas y a su uso en la produccién de metabolitos o hidrolizados de proteina. La presente inven-
cién también se refiere a composiciones de las cepas de esta invencion en forma liofilizada, secada por congelacién
o inactivada (bacterias muertas) mediante métodos convencionales. Por tanto, atin en otro aspecto, la invencién pro-
porciona un producto obtenible a partir de la actividad metabdlica de cualquiera de las cepas de la invencién, de un
cultivo de cualquier cepa de la invencién o de una composicién segtin la presente invencidn, en la que el producto es
preferiblemente una enzima.

Un aspecto adicional de la invencién consiste en un producto alimenticio que comprende material de soporte y
al menos una cepa segun la invencién, un cultivo, una composiciéon o un producto segun la presente invencion. Pre-
feriblemente, el material de soporte es una composicién alimenticia seleccionada de leche, yogurt, cuajada, queso,
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leches fermentadas, productos fermentados a base de leche, productos fermentados a base de carne, productos a base
de cereales fermentados, polvos a base de leche, polvos a base de cereal, preparados para lactantes, preparado de nutri-
cion clinica, helados, zumos, harinas, pan, pasteles, azticar, caramelos o chicles. En una realizacién preferida, la cepa
microbiana segun la presente invencidn estd contenida en el material de soporte en una cantidad de desde aproxima-
damente 10° ufc/g hasta aproximadamente 10'? ufc/g de material de soporte, preferiblemente desde aproximadamente
10° ufc/g hasta aproximadamente 10'! ufc/g de material de soporte, mds preferiblemente desde aproximadamente 10°
ufc/g hasta aproximadamente 10" ufc/g de material de soporte.

Para el fin de la presente invencion, la abreviatura ufc debe designar una “unidad formadora de colonia” que se
define como el nimero de células bacterianas tal como se determina mediante recuentos microbioldgicos en placas de
agar.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden al menos una ce-
pa segun la invencidn, un cultivo, una composicién o un producto segiin la invencién y excipientes farmacéuticamente
aceptables. La cantidad de dosificacion requerida en la composicion farmacéutica o alimenticia descrita anteriormente
variard segun la naturaleza del trastorno o el uso propuesto de la composicidn, ya se use profildctica o terapéuticamen-
te y el tipo de microorganismo implicado. Para preparar una composicién alimenticia segin la presente invencion, se
incorpora al menos una de las cepas de Lactobacillus de la presente invencidn en un soporte adecuado, en una cantidad
de desde 10° ufc/g hasta aproximadamente 10'* ufc/g de material de soporte, preferiblemente desde aproximadamente
106 ufc/g hasta aproximadamente 10" ufc/g de material de soporte, mas preferiblemente desde aproximadamente 107
ufc/g hasta aproximadamente 10" ufc/g de material de soporte.

Las preparaciones farmacéuticas pueden prepararse en forma de comprimidos, capsulas, suspensiones bacterianas
liquidas, complementos orales secados, complementos orales himedos, alimentacién nasogdstrica seca o alimentacién
nasogastrica himeda.

No obstante, la actividad de los nuevos microorganismos en el individuo depende de manera natural de la dosis.
Es decir, cuanto mayor es el nimero de los microorganismos novedosos que se incorporan por medio de ingestion
o administracién del material alimenticio o la composicién farmacéutica anterior, mayor es la actividad protectora
y/o terapéutica de los microorganismos. Dado que los microorganismos de esta invencién no son perjudiciales para
el hombre y los animales y se han aislado finalmente de heces de bebé, alimento o leche materna humana o liquido
amniotico, puede incorporarse una alta cantidad de los mismos de modo que esencialmente una alta proporcién de la
mucosa del individuo se colonizara por los microorganismos novedosos.

Preferiblemente, el sujeto que necesita el tratamiento se selecciona del grupo que consiste en individuos que pa-
decen el trastorno o que tienen riesgo de padecer el trastorno seleccionado, concretamente infeccion, alergia, infla-
macion, etc. Sin embargo, se reconocerd que los presentes tratamientos se emplean adecuadamente en la profilaxis de
esos trastornos en cualquier sujeto.

Ademads, debido a la capacidad de las cepas seleccionadas de transferirse a y sobrevivir en la leche materna y/o el
liquido amnidtico, los sujetos que necesitan el tratamiento podrian ser no sélo los que ingieren directamente las cepas
seleccionadas, sino también el feto o los bebés amamantados.

Preferiblemente, la cepa probidtica, o la composicién que contiene cepas probidticas, se dirige a la superficie
mucosa oral, géstrica o a la intestinal; sin embargo, también podria dirigirse a la mucosa nasofaringea, respiratoria,
genitourinaria o glandular, y podria administrarse a seres humanos y animales mediante una via oral, rectal, tdpica,
uretral o vaginal.

Ademds, las cepas probidticas de la presente invencion pueden usarse junto con otros tratamientos, para potenciar
o ayudar en su eficacia.

Muchas personas tienen una microflora intestinal alterada, es decir, el equilibrio entre las bacterias intestinales
utiles y nocivas estd alterado. Varios factores, entre otros el estrés, la presencia de sales biliares y especialmente la
dieta, influyen en la flora intestinal. En estas situaciones podrian alterarse los procesos de fermentacién y reducirse
el nimero de bacterias ttiles, la consecuencia seria que la mucosa del colon se debilita y deja de funcionar al mismo
tiempo que las bacterias potencialmente malignas crecen rdpidamente en nimero. Por esta razén, un aspecto de esta
invencién es el uso de cepas probidticas como tratamiento profildctico o terapéutico de la infeccidn crénica o agu-
da, o de la colonizacién microbiana indeseable, de una superficie mucosa, que comprende la administracién de una
cantidad eficaz de una cepa probidtica, o una composicién que contiene cepas probidticas, a un sujeto que necesita la
misma.

Las composiciones de la presente invencion también pueden usarse eficazmente en el tratamiento de infecciones
virales agudas y crénicas. En particular, el tratamiento del virus de Epstein-Barr, citomegalovirus y otras infecciones de
virus de tipo herpes crénicas, que son ubicuos en la poblacidn y estdn asociados con una disminucién de la vigilancia
inmunitaria.

Otra realizacién de la invencidn es el uso de las bacterias probidticas de esta invencion para el tratamiento profi-
lactico o terapéutico de la diarrea, independientemente de si este trastorno se debe a la presencia de una infestacién
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pardsita y/o infeccién bacteriana o viral, el tratamiento con antibidticos o quimio o radioterapia o complicaciones
fisicas o de la dieta.

La presente invencion también se refiere al uso de las cepas probidticas establecidas para la prevencion y el trata-
miento de niveles de actividad inmunitaria temporalmente reducidos y normalizar los niveles de actividad inmunitaria
que estdn deprimidos en comparacion con lo que puede considerarse normal, tales como los que se producen en el
envejecimiento o en individuos sanos que se someten a ejercicio intenso o en general a una gran tension fisioldgica.

Ademds, a través de la modulacion de la respuesta inmunitaria y el equilibrio entre citocinas Th1 y Th2, las cepas
probidticas de la invencién también podrian usarse para el tratamiento profildctico o terapéutico de la alergia y los
trastornos relacionados con el desarrollo de tolerancia frente a proteinas ingeridas.

Otra realizacién de la invencion es el uso de las cepas probidticas de esta invencidn para el tratamiento profildctico
o terapéutico de trastornos inflamatorios crénicos tales como, pero que no se limitan a, psoriasis, sarcoidosis, ateros-
clerosis, enfermedad inflamatoria del intestino, debido a la capacidad de algunas de las cepas probidticas de reducir la
produccion de citocinas proinflamatorias por macréfagos activados.

La presente invencién también se refiere al uso de las cepas establecidas en esta invencion para el tratamiento
profilactico o terapéutico de algunos tipos de cdncer. Este uso de las cepas se basa en los efectos descritos de algunas
bacterias del acido lactico que contrarrestan el cancer debido a sus efectos en la inhibicién de toxinas carcinogénicas
en los intestinos tales como nitrosaminas pero también por el efecto de estas cepas probidticas en la modulacién de la
defensa inmunitaria natural.

Finalmente, la presente invencién también se refiere al uso de estas cepas probidticas para el tratamiento profi-
lactico o terapéutico de enfermedades neurodegenerativas debido al efecto hipocolesterolémico y de modulacién del
estrés oxidativo de algunas cepas probidticas. Se han relacionado ambas situaciones como factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas tales como Parkinson o Alzheimer. Ademads, también se ha descrito
que las bacterias comensales pueden desaminar L-triptéfano produciendo dcido indol-3-propiénico, que es un potente
agente neuroprotector.

También se ha sometido a prueba el potencial de las cepas seleccionadas mediante el método de seleccién de la
presente invencidn, analizando las propiedades probidticas de las cepas seleccionadas usando criterios convencionales.
En este sentido, se han estudiado los siguientes aspectos: a) estabilidad a 4cido y bilis, porque las bacterias se ingieren
principalmente y deben pasar a través del entorno dcido del estdmago asi como el intestino delgado que contiene bilis,
y deben poder sobrevivir en estas condiciones; b) adherencia a la mucosa intestinal, porque esta propiedad permite a
las bacterias colonizar y establecerse en el tracto gastrointestinal; c) capacidades proliferativas altas y fermentativas,
para potenciar el establecimiento en la mucosa; d) resistencia a antibidticos, porque podria ser necesario para algunas
indicaciones; e) reduccion del pH (produccion del dcido lactico) y produccion de metabolitos antimicrobianos por las
cepas de la invencidn, dado que puede ayudarlas a formar una barrera protectora frente a patégenos dentro del tracto
gastrointestinal; f) capacidades inmunomoduladoras.

Los siguientes métodos y ejemplos ilustran la invencién.
Métodos y Ejemplos
Ejemplo 1
Nuevo método de seleccion de cepas probioticas

Se ha desarrollado un método novedoso de seleccién de nuevas cepas bacterianas que consiste en la capacidad de
estas cepas de sobrevivir en la leche materna y/o el liquido amnidtico, y por su capacidad de transferirse a la leche
materna y/o el liquido amniético tras la ingesta oral. El fundamento de este método novedoso descrito en la presente
invencién es que garantiza las caracteristicas especiales de las cepas seleccionadas obtenidas con él, dado que las cepas
bacterianas obtenidas tienen implicitamente la mayoria de las caracteristicas atribuidas a una posible cepa probidtica,
concretamente buena resistencia al proceso de digestion y la capacidad de colonizacién del intestino, pero también
un origen humano mds natural, aspecto de seguridad y la capacidad de colonizar y regular algunos nichos humanos
diferentes del intestino. Ademas, estas nuevas cepas se han obtenidos de diferentes fuentes aparte de heces, tales como
queso de cabra y de leche materna humana y liquido amnidtico.

Ejemplo la

Resistencia a liquidos humanos

Se comprobaron colonias aisladas de diferentes fuentes para determinar su capacidad de sobrevivir en la leche ma-
terna humana y también en el liquido amniético humano. Para analizar la tasa de supervivencia de las cepas probidticas
de esta invencidn, se cultivaron 10® ufc de cada bacteria en 1 ml de leche materna humana o liquido amniético humano

durante 60 minutos en condiciones anaerobias a 37°C. Se calcul6 la supervivencia mediante siembra en placas de agar
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MRS de diluciones en serie y se compar6 con el nimero de colonias obtenidas en condiciones control (caldo MRS
pH 6,2). Se cultivaron las placas durante 16-18 horas a 37°C en condiciones anaerobias. El experimento se repitio tres
veces. Las cepas se consideraron resistentes cuando la supervivencia al menos en uno de los liquidos humanos era
superior al 75% en comparacién con las condiciones control (figura 1).

Ejemplo 1b
Transferencia a liquidos humanos

El segundo criterio en el procedimiento de seleccidon de la presente invencion es que las bacterias deben poder
transferirse a la leche materna y/o el liquido amniético tras la ingesta oral. Con el fin de someter a prueba esa capacidad,
se marcaron genéticamente las cepas supuestas, tal como se describe a continuacién, y se administraron por via oral
a ratones prefiados como modelo animal. Se analiz6 la transferencia de bacterias mediante seleccién por PCR de las
colonias obtenidas a partir del liquido amnidtico y del intestino de ratones amamantados.

- Marcaje de bacterias

Se emplearon tres parejas de cebadores para obtener tres fragmentos de PCR diferentes (F159: 159 pb, F189: 189
pb y F228: 228 pb, respectivamente). Los tres fragmentos incluian la unién entre el promotor de ARNr 35S del virus
del mosaico de la coliflor (CaMV) y el gen de la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de Agrobacte-
rium tumefaciens. Los cebadores se disefiaron a partir de la secuencia artificial presente en la soja Roundup Ready
(nimero de registro de EMBL: AX033493). Se afiadieron sitios BamHI a las colas en 5° de todos los cebadores pa-
ra facilitar la clonacién de los fragmentos de PCR. Una vez obtenidos, se purificaron los productos de PCR usando
el kit de purificaciéon de PCR QIAquick (Qiagen), se digirieron con BamHI y se ligaron en pTG262, un pldsmido
que confiere resistencia a cloranfenicol (Cm). Posteriormente, estos pldsmidos se introdujeron individualmente en las
cepas seleccionadas mediante electroporacion siguiendo protocolos convencionales. Se confirmé la identidad de los
transformantes mediante PCR (figura 2A).

- Transferencia de bacterias

Se inocularon por via oral cuatro ratones Balb/c prefiados con 10® ufc de cepas marcadas genéticamente vehicu-
ladas en 200 ul de leche cada dos dias a partir de dos semanas antes del parto. Justo antes del parto, se recogié de
manera aséptica liquido amnidético de dos de los ratones y se cultivé en placas de agar MRS. Los otros dos ratones
prefiados finalizaron la gestacién. Se analiz6 la transferencia de las bacterias marcadas genéticamente a la leche ma-
terna mediante la comparacién de las bacterias aisladas a partir del intestino del recién nacido justo antes y tras la
primera lactacion. Tocas las placas se incubaron durante 24 h a 37°C en condiciones anaerobias. Para cada muestra
obtenida, se seleccionaron aleatoriamente 52 colonias entre las que crecian en las placas de MRS y se subcultivaron
en placas de Cm-MRS. Finalmente, para detectar las colonias marcadas genéticamente entre las colonias resistentes a
Cm, se realizaron andlisis de PCR usando ADN de las colonias resistentes a Cm como molde (figura 2B). Se considerd
la transferencia positiva cuando podian detectarse al menos dos colonias positivas por PCR en al menos una de las
muestras.

Las cepas bacterianas seleccionadas mediante el método descrito en la presente invencién se sometieron a prueba
adicionalmente para establecer su singularidad y sus propiedades probidticas tal como se describe en los ejemplos 3 y
4.

Ejemplo 1c
Aislamiento de bacterias del dcido ldctico

Las cepas bacterianas que se han sometido al método de seleccidon descrito en la presente invencion se han obtenido
de diferentes fuentes aparte de las heces, tales como queso de cabra y de liquido amnidtico y leche materna humanos.
Este procedimiento de aislamiento se ha realizado tal como se describi6 anteriormente:

- Aislamiento a partir de leche materna humana

Se recogieron de manera aséptica muestras de dos mililitros de leche materna humana de una mujer de 35 afios
de edad (15 dias tras el alumbramiento). Con el fin de aislar cepas bacterianas a partir de esta muestra, se sembraron
en placa diluciones en serie de 0,1 ml en agua de peptona en placas de agar MRS (pH 6,2), MRS (pH 5,5), APT,
RCM, LM17, GM17 y Elliker a 37°C tanto en condiciones aerobias como anaerobias durante 24-48 horas. A partir
de aproximadamente 740 colonias en total, se seleccionaron 74 colonias (10%) que inclufan al menos dos colonias de
las diferentes morfologias apreciadas y se cultivaron adicionalmente en agar MRS a 37°C en condiciones anaerobias
y se sometieron a prueba segtin el método propuesto. Dos de las colonias obtenidas a partir de esta muestra pudieron
cumplir los criterios definidos.
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Los Lactobacillus gasseri CECT5714 y Lactobacillus fermentum CECT5716 derivados de leche materna seleccio-
nados se aislaron originalmente a partir de placas de agar MRS (pH 6,2) cultivadas en condiciones aerobias, mientras
que se aislo el Lactobacillus gasseri CECTS5715 a partir de placas de agar APT cultivadas en condiciones anaerobias.

- Aislamiento a partir de liquido amniotico humano

Se realiz6 el aislamiento de cepas bacterianas a partir de liquido amnidtico humano mediante dilucién de 2 ml de
liquido amnidtico humano recogido de manera aséptica por el personal clinico durante el parto de dos voluntarias.
Se sembraron en placa diluciones en serie de 0,1 ml en agua de peptona en placas de agar MRS (pH 6,2), MRS (pH
5,5), APT, RCM, LM17, GM17 y Elliker a 37°C tanto en condiciones aerobias como anaerobias durante 24-48 horas.
A partir de aproximadamente 400 colonias en total, se seleccionaron 40 colonias (10%) que incluian al menos dos
colonias de las diferentes morfologias apreciadas y se cultivaron adicionalmente en agar MRS a 37°C en condiciones
anaerobias y se sometieron a prueba segtin el método propuesto.

Las dos cepas seleccionadas a partir de esta fuente eran idénticas a las seleccionadas anteriormente a partir de leche
materna humana, concretamente Lactobacillus gasseri CECT5714 y CECT5715.

- Aislamiento a partir de productos alimenticios (queso de cabra)

Se llevé a cabo el aislamiento de cepas bacterianas a partir de productos alimenticios mediante homogeneizacién
en agua de peptona de 20 g de una parte central del producto alimenticio recogida de manera aséptica. Se sembraron
en placa 0,1 ml de diluciones en serie en placas de agar MRS (Oxoid) y placas de agar RCM (Oxoid) y se cultivaron
tanto en condiciones aerobias como anaerobias a 32°C durante 48 horas. A partir de mas de 500 colonias en total,
se seleccionaron 5 colonias de cada condicién y se cultivaron adicionalmente en agar MRS a 37°C en condiciones
anaerobias. Estas colonias se sometieron a prueba segtn el método propuesto. S6lo una de las colonias pudo cumplir
los criterios definidos. La colonia derivada de queso seleccionada de Lactobacillus coryniformis CECT5711 se aislé
originalmente a partir de placas de agar MRS cultivadas en condiciones aerobias

- Aislamiento a partir de heces de bebés humanos amamantados

Se realiz6 el aislamiento de cepas bacterianas a partir de heces humanas mediante homogeneizacion de 2 g de heces
recogidas de manera aséptica de tres bebés independientes (15-45 dias de edad) en agua de peptona. Se sembraron
en placa 0,1 ml de diluciones en serie en placas de agar MRS (pH 6,2), MRS (pH 5,5), APT, RCM, LM17, GM17 y
Elliker a 37°C tanto en condiciones aerobias como anaerobias durante 24-48 horas. A partir de aproximadamente 670
colonias en total, se seleccionaron 67 colonias (10%) que incluian al menos dos colonias de las diferentes morfologias
apreciadas y se cultivaron adicionalmente en agar MRS a 37°C en condiciones anaerobias y se sometieron a prueba
segun el método propuesto. Sélo una de las colonias pudo cumplir los criterios definidos.

El Lactobacillus salivarius subsp. salivarius CECT5713 derivado de heces de bebé seleccionado se aisl6 original-
mente a partir de las placas de agar MRS (pH 6,2) cultivadas en condiciones aerobias.
Ejemplo 2
Caracterizacion fisiologica y genética

El fenotipo de cada cepa bacteriana seleccionada que se hizo crecer en medio MRS (agar o caldo) a 37°C en
condiciones anaerobias era tal como se describe en la tabla I:

11



TABLA I

ES 2311729 T3

Caracteristicas fenotipicas de las diferentes cepas probidticas de la invencion

Se compararon las caracteristicas fenotipicas de las diferentes cepas probiéticas de la invencion con las observadas
en cepas probidticas comerciales conocidas (Lactobacillus rhamnosus LGG de Valio, Lactobacillus johnsonii Lal de

Nestlé y Lactobacillus casei immunitas de Danone).
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Para la identificacién de las cepas probidticas seleccionadas, se llevo a cabo un andlisis API SOCH (BioMerieux)
de fermentacién a 37°C en condiciones anaerobias durante 24 y 48 horas siguiendo las instrucciones especificadas por
el fabricante. Los resultados tras 24 h de cultivo se resumen en la tabla II. Un sustrato fermentable positivo es aquél
con un valor superior a 3.

TABLA II

Patron de fermentacion de las diferentes cepas probidticas de la invencion

Se compararon las capacidades de fermentacién de las diferentes cepas probidticas de la invencién con las ob-
servadas en algunas cepas probidticas comerciales (Lactobacillus rhamnosus LGG de Valio, Lactobacillus johnsonii
Lal de Nestlé y Lactobacillus casei immunitas de Danone) usando el método API SOCH (BioMerieux). Los sustratos
fermentables positivos se indican en gris.

PRUEBA 571115713 1 5714 | 57151 5716 LGG | LAl L.
casel
Glicerol G 0 g 0 0 O 0 0
Eritritol 0 0 0 0 0 0 0 0
D-Arabinosa G 0 o O g it 0
L-~Arabinosa 0 : 0 0 '
Ribosa { 0 0 o
D~Xilosa 0 0 8 0
L-Xilosa g 0 O 0 it 0 g 0
Adonitol 0 0 0 0 0
B-Metil-xilésido | O 0 0 0 0
Galactosa
D-Glucosa

D-Fructosa

D~Manosa b

L-Sorboss g G 0 \‘Q 0

Ramnosa 0 0 0 0 0

Dulcitol o 0 ¥ 0 G

Inositol 0 0 0 0 0 1 0 0
Manitol 5 5 0 3 0 5 0 4
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Sorbitol G 0 g 0 { 1
a-~Metil~D=- 0 0 0 0 0 0 Q 0
mandsido
a-Metil-D~ 0 0 0 0 0 0 ] 0 0
glucdsido

N-Acetil-
glucosamnina

Amigdalina

Arbutina

Esoulina

Salicina

Celobiosa

Maltosa

Lactosa

Melibliosa

Sacarosa

Trehalosa

Inulina

Melaezitosa

D-Rafinosa

&mid@a

Gluudgeno

Xilitol

P-Genticbiosa

D-Turanosa
D-Lixosa 0 0 0 0 0 0 0 0
D-Tagatosa 0 0 - 0 5 3
D-Fucosa 0 0 0 0 0 0 | o 0
L-Fucosa 0 0 O 0 ¢ &g O 0
D-Arabitol 0 0 o 0 % 00 3]
L-Brabitol 0 0 0 0 0 0 0 0
Gluconato 0 1 0 1 1 31 0 3
2-Ceto-gluconato 0 0 0 0 { 0 O 0
5-Ceto~gluconato | 0 0 0 0 0 11 0 0
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Las bacterias seleccionadas se clasificaron taxondmicamente segtn su perfil de proteina por SDS-PAGE 1D y la
secuencia de ADNr 16S por BCCM/LMG (Bélgica) y/o NIZO Food Research (Paises Bajos), respectivamente. Los
resultados obtenidos a partir de estos datos conducen a la clasificacién taxondmica de las cepas bacterianas tal como
se indic6 anteriormente. Con esta clasificacion, las cepas bacterianas de la invencién se depositaron segtn el Tratado
de Budapest en la CECT (Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo), Valencia (Espaiia) el 11 de junio de 2002 y con los
siguientes nimeros de registro:

e Lactobacillus coryniformis: CECTS5711

e Lactobacillus salivarius subsp. salivarius: CECT5713
e Lactobacillus acidophilus: CECT5714

e Lactobacillus gasseri: CECT5715

e Lactobacillus fermentum: CECT5716

Ejemplo 3
Singularidad de las cepas seleccionadas

Aunque el andlisis del perfil de proteina por SDS-PAGE 1D vy la secuencia de ADNr 16S realizados en el ejemplo
2 son métodos adecuados para definir la especie bacteriana, no tienen la especificidad suficiente para diferenciar entre
diferentes cepas de la misma especie bacteriana. Por esta razén, se realizé un andlisis de RAPD-PCR de las cepas
usando dos cebadores especificos de lactobacilos diferentes (ArgDei y OPLS). Para el andlisis de ADN polimoérfico
amplificado aleatoriamente (RAPD)-PCR, se aisl6 ADN genémico a partir de 10 ml de cultivos en MRS durante
la noche usando el kit de tejido DNeasy (Qiagen) y siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor para el
aislamiento de ADN gendémico de bacterias Gram positivas. Se usé6 ADN total en las posteriores amplificaciones
por PCR llevadas a cabo en un termociclador Techne ADN. Se realizaron amplificaciones por PCR usando o bien
el cebador OPL5 (5°-ACGCAGGCAC-3’), o bien ArgDei (5’-ACCYTRGAAGGYGGYGATGTB-3’). Se analizaron
cinco ul de las mezclas de PCR en un gel de agarosa (Sigma) al 1,2% (p/v) con tincién con bromuro de etidio. Se usé
un marcador de tamafio molecular (Invitrogen) de 100 pb como patrén de peso molecular. Se hicieron correr los geles
durante aproximadamente 1 h a 100 V y se visualizé el ADN y se analiz6 en un sistema de documentacién de geles
(Gel Doc 2000, Bio-Rad), usando el paquete de software Diversity Database (Bio-Rad). Los resultados se muestran
en la figura 3.

Ademais, con el fin de someter a prueba la singularidad de las cepas bacterianas seleccionadas con este nuevo
procedimiento y compararlas con las cepas obtenidas mediante otros criterios de seleccioén pero que se habian asignado

anteriormente a la misma especie. Estas cepas probidticas se obtuvieron de varias colecciones de cultivo tales como
CECT, ATCC, LMG o DSM y se describen en la tabla III.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA III

Cepas probidticas usadas para someter a prueba la singularidad de las cepas probidticas incluidas en
esta invencion

Lactobacillus coryniformis

* DSM 20005: Lactobacillus coryniformis subsp.
torquens

* DSM 20007: Lactobacillus coryniformis subsp.
coryniformis

* CECT 982: Lactobacillus coryniformis subsp.
coryniformis

e CECT 4129: Lactobacillus coryniformis subsp.
torquens

Lactobacillus fermentum

e LMG 83900: Lactobacillus fermentum = ATCC 11976
* LMG 17551: Lactobacillus fermentum = ATCC 23271
*+ CECT 285: Lactobacillus fermentum = ATCC 9338

« CECT 4007: Lactobacillus fermentum = ATCC 14931

Lactobacillus gasseri

* ILMG 11413: Lactobacillus gasseri

* LMG 13047: Lactobacillus gasseri = ATCC 19992
+ LMG 13134 : Lactobacillus gasseri = ATCC 9857
e IMG 18176 : Lactobacillus gasseri

e LMG 18194 : Lactobacillus gasseri

* CECT 4479 : Lactobacillus gasseri

Lactobacillus salivarius

« DSM 20492 : Lactobacillus salivarius
* CECT 4062 : Lactobacillus salivarius
e CECT 4063 : Lactobacillus salivarius

Todas las cepas seleccionadas incluidas en esta invencidn se compararon con las cepas descritas en la tabla III
con respecto a los perfiles de RAPD-PCR usando dos cebadores diferentes, los resultados de este andlisis (figura
4) muestran que las cepas seleccionadas incluidas en esta invencidn son diferentes a las descritas anteriormente.
Ademds, se extendieron estos resultados y se compararon no sélo las caracteristicas genéticas sino también los aspectos
bioquimicos de las cepas seleccionadas con las cepas descritas en la tabla III. En este sentido, se realizaron analisis
API (BioMerieux) (tabla IV), andlisis APIZYM (BioMerieux) (tabla V) y de resistencia a antibitico tal como se
describe en el ejemplo Sg (tabla VI). Las actividades que difieren de las observadas con las cepas de esta invencion se
han indicado en gris.
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Las cepas probidticas usadas se describieron en la tabla III. Las actividades que difieren de las observadas con las

cepas de esta invencién se han indicado en gris.

TABLA V

Comparacion de los perfiles de APIZYM de las bacterias seleccionadas usando el método descrito en esta invencion

con otras bacterias de la misma especie
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Las cepas probidticas usadas se describieron en la tabla III. Las actividades que difieren de las observadas con las
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cepas de esta invencién se han indicado en gris.

Comparacion de resistencias a antibiotico de las bacterias seleccionadas usando el método descrito en esta
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TABLA VI

invencion con otras bacterias de la misma especie
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Las cepas probidticas usadas se describieron en la tabla III. Los antibidticos usados y la metodologia se describen
en el ejemplo 4e. R = resistente, I = intermedio, S = sensible. Las actividades que difieren de las observadas con las
cepas de esta invencién se han indicado en gris.

Ejemplo 4
Caracteristicas probidticas de las cepas

También se analiz6 la idoneidad del procedimiento de seleccidn de cepas probidticas incluidas en esta invencién
con respecto a su capacidad de seleccionar cepas bacterianas con caracteristicas probidticas deseables. Con el fin de
evaluar esto, se analizaron las cepas seleccionadas para determinar un alto nimero de caracteristicas diferentes que
podrian potenciar sus capacidades de actuar como una cepa probidtica. Ademds, se asigné arbitrariamente (seglin se
indica) un valor numérico a los resultados obtenidos en cada prueba con el fin de comparar la cepa probiética incluida
en esta invencién con las obtenidas mediante otros criterios de seleccion. Los resultados obtenidos se resumen en
la tabla VIII al final de este ejemplo y se describen en los siguientes subejemplos y se comparan con algunas cepas
comerciales.

Ejemplo 4a
Andlisis de adhesion a Caco-2 'y HT-29
- Cultivo de células Caco-2 y HT-29

Para los andlisis de adhesion e inhibicién, se utilizaron las lineas celulares Caco-2 (ATCC HTB-37) y HT-29
(ATCC HTB-38) como modelo de las células del intestino. Ambas lineas celulares presentaban rasgos caracteristicos
de células intestinales tales como polarizacion, expresion de enzimas intestinales y produccién de mucinas y polipép-
tidos estructurales particulares.

Se hicieron crecer las células en frascos de pléstico (75 cm?, Nunc) en DMEM (PAA laboratories) como medio de
cultivo complementado con FCS inactivado al 10% (suero de ternero fetal, PAA laboratories), aminodcidos no esen-
ciales, penicilina/estreptomicina 100 U/ml, anfoterina 1 pg/ml. Se realizé el cultivo celular a 37°C en una atmdsfera
que comprendia el 95% de aire y el 5% de CO,. Se cambi6 el medio en una base de dos veces al dia y se separaron las
células cada semana.

Para los ensayos de adhesion, se separaron las células en placas de plastico de 35 mm (Nunc) y se cultivaron en
condiciones similares pero sin antibidticos tras la confluencia. Se realizaron ensayos de adhesién 10-14 dias tras la
confluencia.

- Cultivo de bacterias
o Cepas probidticas

Se cultivaron las cepas probidticas de esta invencién en caldo MRS (pH 6,2) en condiciones anaerobias durante
16-18 horas a 37°C tras la inoculacién de un 0,1% (v/v) de la disolucién madre en glicerol. En estas condiciones, la
concentracion del cultivo era de 1-2x10° ufc/ml, tal como se observé mediante siembra en placa en agar MRS.

o Cepas Gram-negativas

Escherichia coli O157:H7 (no patégena) (CECT4972), E. coli O157:H7 (enteropatégena) (CECT4783), E. co-
li O157:H7 (enteropatégena) (CECT4782), Salmonella cholerasuis typhi (CECT409) y S. cholerasuis typhimurium
(CECT443) se obtuvieron todas de la CECT (Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo). Se cultivaron todas las cepas
gram negativas en caldo TSB (AES Laboratoire) en condiciones anaerobias durante 16-18 horas a 37°C tras la inocu-
lacién de un 0,1% (v/v) de la disoluciéon madre en glicerol. En estas condiciones, la concentracién del cultivo era de
1-2x10° ufc/ml, tal como se observé mediante siembra en placa en agar TSA (AES Laboratoire).

- Andlisis de adhesion

Se cultivaron lineas celulares intestinales Caco-2 y HT-29 en placas de plastico de 35 mm en 2 ml de medio sin
antibidticos hasta la confluencia. 10-14 dfas tras la confluencia, se sustituyé 1 ml de medio por 1 ml de una suspensién
de 10® bacterias en DMEM. Se incubaron los cultivos durante 1 hora a 37°C. Tras esto, se lavaron las células dos veces
con PBS y se fijaron con metanol al 70% enfriado con hielo durante 30 minutos. Se secaron al aire las placas y se
tifieron con Gram. Se visualizaron las bacterias unidas usando un microscopio 6ptico Axiovert 200 (Zeiss) a 1000x
aumentos en inmersion en aceite. Se contaron veinte campos aleatorios y se expresaron los resultados como la media
del nimero de bacterias unidas a las células por campo + DE. La capacidad de una cepa probidtica se consider? alta
si el nimero de bacterias unidas era >250, moderada entre 100 y 250 y ligera >100 (figura 5).
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Ejemplo 4b
Resistencia a dcido y sales biliares

Para analizar la resistencia de las cepas probidticas de esta invencién al contenido 4cido y en sal biliar alto, condi-
ciones que estas bacterias encontrardn durante el trdnsito digestivo, se cultivaron bacterias en medios de caldo MRS o
bien a pH 3,0 o bien en caldo MRS a pH 6,2 complementado con el 0,15% de sales biliares (Sigma) durante 90 minutos.
Se calculd la tasa de supervivencia mediante siembra en placa de agar MRS de diluciones en serie y se compardé con la
de varias colonias obtenidas en condiciones control (caldo MRS pH 6,2). Se cultivaron las placas durante 16-18 horas a
37°C en condiciones anaerobias. Se repiti6 el experimento tres veces. La resistencia se consider6 alta cuando la super-
vivencia era >80%, moderada del 80% al 60%, ligera <60% en comparacién con las condiciones control (figura 6).

Ejemplo 4c
Tiempo de generacion

El tiempo de generacidn, que significa el tiempo que requiere un cultivo bacteriano para duplicar la concentracién
de bacterias, es una caracteristica importante para una bacteria probidtica. Es importante desde un punto de vista
industrial (produccién de una mayor cantidad de biomasa en la misma cantidad de tiempo) y desde un punto de vista
probidtico (mayor colonizacién del intestino). Con el fin de considerar ambos aspectos, se ha analizado el tiempo de
generacion de las cepas probidticas de la invencién en un medio rico (punto de vista industrial) y un medio pobre
(punto de vista probi6tico).

Las cepas probidticas de esta invencién se hicieron crecer en caldo MRS (pH 6,2) con un 2% (medio rico) o
un 0,2% (medio pobre) de glucosa durante 0, 1, 2, 4 y 6 horas a 37°C en condiciones anaerobias y se determin la
concentracion de bacterias mediante siembra en placas de diluciones en serie en placas de agar MRS e incubacién de
las placas durante 16-18 horas a 37°C en condiciones anaerobias (figura 7). Se calcul6 el tiempo de generacién como
el tiempo en minutos necesario con el fin de duplicar el nimero de colonias en el momento inicial.

Ejemplo 4d
Capacidades de fermentacion

La capacidad de una cepa bacteriana de metabolizar hidratos de carbono complejos (fibras solubles y no solubles)
garantiza que estas cepas probidticas puedan usarlos como fuente de carbono en el colon, y por tanto potenciar la
eficacia de la colonizacién. Por esta razon, se ha sometido a prueba la capacidad de las cepas probidticas de esta
invencion de usar varias fibras no digeribles como una unica fuente de hidratos de carbono.

Para someter a ensayo la capacidad de las cepas bacterianas probidticas de metabolizar fibra que se cultivaron, se
llevé a cabo un cultivo liquido en medio de caldo MRS sin glucosa y complementado con un 2% de cada fibra en
placas de plastico de fondo plano de 96 pocillos (Nunc) durante 24 y 48 horas a 37°C en condiciones anaerobias. Se
control6 el proceso de fermentacién mediante la disminucién de pH en el medio y se determiné mediante un enfoque
colorimétrico usando rojo de fenol al 0,3% como indicador y midiendo la absorbancia a 540 nm.

Las fibras usadas fueron: -celulosa (celulosa sin procesar, Campi y Jove), Actilight (fructooligosacédrido, Beghin-
Meiji), Ficao (fibra de cacao, Natra), Fructafit (inulina, Sensus), lactosa (Bordulo), pectina (YM100, Genu), raftilina
(inulina-oligofructosa, Orafti), raftilosa (inulina-oligofructosa, Orafti) y Vitacel (celulosa purificada, Campi y Jove).

Se calculd la capacidad de fermentacién (definida como la induccién en veces de la reduccion del pH en compa-
racion con el control sin fibra). Los resultados mostrados en la figura 8 representan los valores individuales para cada
fibra (panel A) y la suma de todos estos valores individuales para cada cepa seleccionada (panel B). La capacidad de
fermentacién se consider6 alta cuando la suma de los valores individuales era >30, moderada de 30 a 25, ligera <25.

Ejemplo 4e
Resistencia a antibioticos

El uso de antibidticos conduce a una reduccién de la microflora intestinal comensal que algunas veces se relaciona
con diarrea y otros trastornos intestinales. Ademas, esta reduccién en la cantidad de bacterias intestinales podria ser la
consecuencia de que virus y bacterias patégenas oportunistas infecten al huésped. El uso de antibidticos para bloquear
la infeccién no resuelve este trastorno sino que lo complica. En otras situaciones como inflamacién intestinal en la
que las cepas probidticas podrian ejercer un papel beneficioso, este posible efecto estd limitado algunas veces por la
terapia simultdnea con antibidticos. Por estas razones, la seleccion de posibles cepas probidticas que pueden resistir
antibidticos comunes serfa una mejora en la técnica.

Para analizar la resistencia de las cepas probidticas de testa invencion se us6 un ensayo de difusién en pocillo
con agar. Se prepararon placas de agar Miieller-Hinton que contenfan 10° ufc/ml de cada cepa probidtica. Entonces,
se afiadieron discos comerciales de antibidtico correspondientes a las concentraciones indicadas a los pocillos y se
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dejaron difundir en el agar durante un periodo de preincubacién de 10 minutos a temperatura ambiente, seguido por
incubacién anaerobia de las placas a 37°C durante 16-18 horas. Se midi6 el didmetro de los halos de inhibicién y se
clasific6 el grado de resistencia de las bacterias a cada antibidtico como R (resistente), I (intermedio) o S (sensible)
seglin la sensibilidad descrita de lactobacilos a estos antibidticos (tabla VII). Tras eso, se asigné un valor numérico
a cada condicién: R=3, =2, y S=1. Se sometieron a prueba diez antibidticos diferentes y se afiadieron los valores
numéricos hasta conseguir un valor global. La capacidad de resistencia de una cepa probidtica se consider alta si el
valor total era >17, moderada entre 15y 17 y ligera <15.

Los antibidticos y las concentraciones usados fueron: eritromicina 15 mg (E 15), penicilina 10 ug (P 10), ciproflo-
xacina 5 ug (CiP 5), cloranfenicol 30 ug (C 30), 4cido nalidixico 30 ug Na 30), amoxicilina 10 ug (AM 10), tetraciclina
30 ug (Te 10), vancomicina 30 ug (Va 30), cefoxitina 30 ug (Fox 30) y cefalotina 30 ug (CF 30) (figura 9).
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Ejemplo 4f
Produccion de dcidos metabdlicos

La produccion de dcidos metabdlicos por las bacterias probidticas, concretamente dcido lactico, acético, propidnico
y butirico, y la reduccion posterior del pH en las heces se ha asociado de manera extensa con un efecto beneficioso
de estas bacterias debido a una reduccién en el crecimiento y en las capacidades infecciosas de microorganismos
patégenos oportunistas. Ademas, algunos de estos acidos, especialmente dcido butirico, se absorben rapidamente y se
usan por las células intestinales como fuente de energia. En este sentido, el pH reducido en las heces de los lactantes
amamantados se ha asociado con el riesgo reducido de trastornos intestinales en comparacion con bebés alimentados
con preparado.

Se observé la capacidad de produccién de dcido de las cepas probidticas de la invencién mediante la medicién de
la reduccién del pH durante la fermentacion de la leche. Se inocularon cinco ml de leche desnatada con 10 ufc de
cada cepa bacteriana y se fermentaron durante 24 (barras grises) y 48 (barras negras) horas a 37°C en condiciones
anaerobias y se midi6 el pH usando un pH-metro CyberScan 510 (VWR). La produccién de 4cido por una cepa
probidtica se considero alta si el valor de pH de la leche tras 48 horas era <4,5, moderada entre 4,5y 5,5, y ligera >5,5
(figura 10).

Ejemplo 4g
Produccion de metabolitos antimicrobianos

Se ha sugerido que el principal efecto beneficioso de las cepas probidticas es el control del equilibrio entre bacterias
intestinales ttiles y nocivas en el intestino. Cuando se reduce el nimero de bacterias utiles, las bacterias oportunistas
podrian crecer excesivamente y alterar el bienestar del huésped o incluso inducir una infeccién. La mayoria de los
organismos bacterianos han adquirido caracteristicas o mecanismos que reducen las capacidades de crecimiento de
otros microorganismos que cohabitan con ellos y por tanto, permitiendo su crecimiento selectivo. Tal como se expone
en el ejemplo 4f, la reduccién del pH a través de la produccién de dcido por las bacterias del dcido lactico es uno de
tales mecanismos. Ademds, algunas bacterias del dcido lactico también producen componentes de péptidos bioactivos
y otros metabolitos que inhiben selectivamente el crecimiento de otras bacterias, levaduras u hongos. Este es el caso
de bacteriocinas tales como pediocina.

Se evaluaron las cepas probidticas de esta invencién para determinar su capacidad de producir metabolitos anti-
microbianos usando un ensayo de difusién en pocillo con agar. Se prepararon placas de agar MRS que contenian 10°
ufc/ml de diferentes cepas de bacterias patégenas (Salmonella typhmurium y Escherichia coli). Entonces se cortaron
los pocillos, con un didametro de 5 mm, en el agar usando un taladracorchos estéril. Entonces, se afiadieron 50 ul de
un sobrenadante concentrado 2 veces de cada cultivo de cepa probidtica a los pocillos y se dejé difundir en el agar
durante un periodo de preincubacion de 2 horas a 4°C, seguido por incubacién aerobia de las placas a 37°C durante
16-18 horas. La actividad microbiana de cada sobrenadante se considerd alta si el didmetro del halo de inhibicién para
ambas cepas de bacterias patégenas era >12, moderada entre 8 y 12, y ligera <8 (fig. 11).

Ademis, también se someti6 a prueba si la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes se debia a una sustancia
antimicrobiana o a la produccién de 4cidos metabdlicos. En este sentido, se sometid a ensayo el efecto inhibidor de
una dilucién de cada 4cido metabdlico (acético, lactico, propidnico y butirico) a pH 4,5. Ninguna de estas situaciones
inhibid el crecimiento de Salmonella o E. coli en estas condiciones (datos no mostrados). También se sometieron a
prueba las capacidades antimicrobianas de sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos bacterianos usando glucosa o
lactosa como fuente de hidratos de carbono. En estas circunstancias, las cepas bacterianas que no fermentan lactosa
(L. rhamnosus GG y L. acidophilus CECT5714) no mostraron actividad microbiana en el cultivo que contenia lactosa
mientras que mostraron esta actividad en el cultivo con glucosa (datos no mostrados).

Ejemplo 4h
Inhibicion de adhesion de patégenos a Caco-2

Se cultivaron lineas celulares intestinales Caco-2 en placas de plastico de 35 mm en 2 ml de medio completo sin
antibidticos hasta la confluencia. 10-14 dfas tras la confluencia, se sustituyé 1 ml de medio por 1 ml de una suspensién
de 10® bacterias probidticas en DMEM. Se incubaron los cultivos 1 hora a 37°C. Tras eso, se afiadié 1 ml de una
suspension de 10® bacterias patégenas (E. coli o S. typhimurium) en DMEM a los cultivos y se incub6 1 hora mds a
37°C. Se lavaron dos veces las células con PBS y se fijaron con metanol al 70% enfriado con hielo durante 30 minutos.
Se secaron al aire las placas y se tifieron con Gram. Se visualizaron las bacterias unidas usando un microscopio 6ptico
Axiovert 200 (Zeiss) con 1000x aumentos en inmersion en aceite. Se cont6 el nimero de bacterias gram negativas
en 10 campos aleatorios y se expresaron los resultados los resultados como la media del % de bacterias patégenas
unidas a las células en comparacion con los cultivos control sin cepas probiéticas. La capacidad de inhibir la adhesién
de bacterias patdgenas a las células intestinales de una cepa probidtica se considero alta si el % de ambas cepas de
bacterias unidas gram negativas en comparacién con el control era <25%, moderada entre el 25% y el 75%, y ligera
>75% (figura 12).
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Todos los resultados obtenidos en el ejemplo 4 se resumen en la tabla VIII. Cada prueba se realizé tal como se
indicé en el correspondiente sub-ejemplo y se describi6 en este documento. Las categorias en cada prueba se asignaron
tal como se indica. a) Ejemplo 4a; niimero de bacterias unidas por campo; alto >250, moderado: de 100 a 250, ligero
<100. b) Ejemplo 4b; % de supervivencia en comparacién con condiciones control; alto >80%, moderado: del 80%
al 60%, ligero <60%. c) Ejemplo 4c; minutos necesarios para duplicar la poblacién inicial; rapido < 60, moderado:
de 60 a 120, lento >120. d) Ejemplo 2; niimero de sustratos fermentables; alto >18, moderado, de 12 a 18, ligero <
12. e) Ejemplo 4d; reduccion en veces acumulada de los sustratos fermentables totales en comparacion con el control;
alta >30, moderada: de 25 a 30, ligera <25. f) Ejemplo 4e, resistencia acumulada a cada antibidtico (resistente =3,
intermedio =2, sensible =1); alta >17, moderada: de 15 a 17, ligera <15. g) Ejemplo 4f; valor de pH de la leche tras
el cultivo de 48 horas; alto <4, moderado: de 4 a 4,5, ligero >4.,5. h) Ejemplo 4g; mm del halo de inhibicién alto >12,
moderado: de 12 a 8, ligero <8, (*) sélo en presencia de glucosa pero no de lactosa. i) Ejemplo 4h; % de adhesion;
alto <25, moderado: de 25 a 75, ligero <75. Se calcul6 la capacidad probidtica global mediante la suma de todas las
pruebas (alta=3, moderada=2, ligera=1).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA VIII

Potencia para actuar como cepa probiotica de las diferentes cepas de la invencion

Se compararon las diferentes capacidades de actuar como cepa probidtica de las diferentes cepas de la invencion
con las observadas en algunas cepas probidticas comerciales (Lactobacillus rhamnosus LGG de Valio, Lactobacillus

Jjohnsonii Lal de Nestlé y Lactobacillus casei immunitas de Danone) y se cuantificaron arbitrariamente.
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Ejemplo 5
Colonizacion probidtica del intestino de ratones

Por definicion, una cepa probidtica debe colonizar la mucosa intestinal del huésped. Ademads, se ha descrito que
las acciones beneficiosas ejercidas por las cepas probidticas requieren esta colonizacion. Aunque estudios in vitro
tales como capacidades de adhesion a lineas celulares intestinales o resistencia a las condiciones de digestién son
buenos enfoques para seleccionar cepas probidticas, estas pruebas no garantizan la eficacia de la cepa seleccionada
para colonizar in vivo la mucosa intestinal. Por esta razon, se realizé un andlisis in vivo de la capacidad de colonizacién
de las cepas probidticas de la invencién usando un ratén como modelo animal experimental.

Se complementaron diariamente seis ratones Balb/c macho (de 6-8 semanas de edad) con 10® ufc en 0,2 ml de leche
desnatada de L. salivarius CECT5713 durante 14 dias. Tras este periodo, se detuvo la complementacion probiética pero
todavia se mantuvieron los animales en observacién durante otros 14 dias. Se recogieron muestras de heces a los 0, 7,
14,21y 28 dias desde el inicio del experimento. Se recogieron aproximadamente 200 mg de heces independientemente
de cada ratén y se homogeneizaron a 50 mg/ml en agua de peptona. Se prepararon diluciones en serie del sobrenadante
recogido y se sembraron en placa 0,1 ml en placas de agar selectivo (MRS para lactobacilos, agar Eugon + zumo de
tomate para bifidobacterias y agar McConkey para bacterias coliformes). Se incubaron las placas a 37°C en condiciones
anaerobias durante 24 horas. Se determiné el niimero de ufc mediante recuento en las placas de medio selectivo placas
y se calcul6 el promedio.

La figura 13 muestra que la complementacién con L. salivarius CECT5713 provocé un aumento estadisticamente
significativo en el nimero de lactobacilos totales en heces que demuestra que esta cepa puede sobrevivir a su paso a
través del tubo digestivo y alcanzar el colon. Ademds, el hecho de que el aumento en el recuento de lactobacilos pudiese
observarse todavia una semana tras la finalizacién de la complementacién oral demuestra que esta cepa probidtica
puede colonizar temporalmente la mucosa intestinal.

De manera concomitante con el aumento de lactobacilos, también se observd una reduccién en el recuento fecal
de bacterias coliformes, y todavia era estadisticamente significativa dos semanas tras la finalizacién del tratamien-
to probidtico. Este hallazgo muestra que la complementacion dietética con células CECT5713 no sélo provoca la
estimulacién de la flora beneficiosa sino también la inhibicién de las bacterias nocivas.

Ejemplo 6

Efecto de Lactobacillus fermentum CECT5716 sobre la translocacion de Salmonella typhimurium@ en ratones tras
inmunizacion con vacuna frente a Salmonella inactivada

La translocacién de bacterias Gram negativas a través del epitelio del intestino puede producirse especialmente en
sujetos tras la infeccidn gastrointestinal, enfermedad o cirugia. Si se deja sin tratar, puede conducir a endotoxemia. En
este ejemplo, se examind el efecto del suministro de L. fermentum CECTS5716 sobre la translocacién del patégeno del
intestino Salmonella typhimurium.

Se inocularon diariamente por via oral ratones Balb/c macho (6-8 semanas de edad) con 1x10® ufc en 0,2 ml de
leche o leche sola durante dos semanas. Después de eso, se inmunizaron los ratones por via oral o no con una vacuna
frente a Salmonella inactivada (10® ufc inactivadas con paraformaldehido en 0,2 ml de leche). Tras la inmunizacidn, se
inocularon los ratones por via oral dos semanas mds con la preparacién de L. fermentum CECT5716 en dias alternos
durante dos semanas mds. Dos semanas tras la inmunizacién oral, se expusieron todos los ratones por via oral con S.
typhimurium viva (10'° ufc en 0,2 ml de leche). Entonces, tras 24-48 horas, se determiné el nivel de colonizacién de S.
typhimurium en el bazo mediante recuento de colonias en agar SS (Oxoid). También se midi6 la concentracion fecal
de IgA especifica para antigenos de Salmonella mediante técnicas de ELISA (Biosource).

Los resultados obtenidos demuestran que L. fermentum CECT5716 potencia el efecto beneficioso de la vacunacion
de ratones con la vacuna frente a Salmonella inactivada tal como se muestra en la figura 15. La inhibicién de la
translocacion de S. typhimurium inducida por la vacuna inactivada y potenciada por L. fermentum CECT5716 se debia
al aumento de la secrecion de IgA especifica y también al efecto de bloqueo o inhibicién de la cepa probidtica sobre
la adhesion a la mucosa de Salmonella tal como se describi6 en el ejemplo 4h.

Ejemplo 7
Efecto de bacterias probidticas sobre citocinas inflamatorias

Ademds de la reduccion del riesgo de infeccidn, muchos efectos clinicos asociados con tratamientos probidticos
se deben a las capacidades inmunomoduladoras de las cepas probidticas seleccionadas. La regulacién de la respuesta
inmunitaria estd mediada habitualmente a través de un cambio en el equilibrio entre citocinas proinflamatorias (Th1)
tales como TNF-a, citocinas humorales (Th2) tales como IL-4 o IL-13 y citocinas reguladoras (Th3) tales como IL-10
y TGF-B. Por esta razén, también se sometié a prueba el efecto de algunas de las cepas probidticas de esta invencién
en la regulacién de la expresion de algunas de estas citocinas cruciales.
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Se estimularon macréfagos derivados de la médula ésea con 100 ng/ml de LPS (Sigma) como modelo celular. Se
cultivaron 10° macréfagos/pocillo en placas de plastico de 24 pocillos (Nunc) con 1 ml de DMEM. Una vez unidos,
se estimularon los macréfagos o no con 100 ng/ml de LPS y con 107 ufc/ml de las cepas probidticas indicadas durante
12 horas a 37°C en una atmoésfera con un 5% de CO,. Se recogieron los sobrenadantes y se analizé la produccién de
citocinas usando un ELISA de IL-10 de ratén o de TNF-a de ratén (Biosource). Los resultados obtenidos (figura 15)
muestran que el consumo de las cepas probidticas de esta invencion podrian tener un efecto beneficioso en algunas
situaciones inflamatorias dado que inducen un efecto antiinflamatorio global sobre células inmunitarias tales como
macréfagos, induciendo un aumento en la expresion de IL-10 sin aumentar los niveles de TNF-« secretado.

Ejemplo 8
Efecto de bacterias probidticas sobre la produccion de Ig

Se analizé el efecto de las cepas probidticas de esta invencién sobre la produccién de inmunoglobulina usando
cultivos de linfocitos obtenidos a partir del bazo de ratones Balb/c macho (6-8 semanas de edad). Se cultivaron 2x10°
linfocitos en 1 ml de DMEM en placas de plastico de 24 pocillos y se estimularon con cultivos probidticos inactivados
(108 ufc/ml) en presencia o ausencia de 25 pg/ml de LPS durante 6 dias. Se evalu6 la produccion de I1gG por linfocitos
usando un ELISA de IgG de ratén de Bethyl.

Los resultados obtenidos (figura 16) muestran que el efecto sobre la produccién de IgG inducida en linfocitos de
las cepas probidticas de esta invencién es sumamente variable dependiendo de la cepa seleccionada usada. En este
aspecto, hay algunas cepas (CECT5711 y CECT5714) que tienen actividades inmunoestimuladoras dado que inducen
la expresion de IgG, mientras que otras (CECT5713 y CECT5715) tienen efectos inmunosupresores.

Ejemplo 9
Preparacion de un preparado de leche liquida fermentada

Se prepar6 una composicién de leche liquida fermentada normal con cepas probiéticas usando la siguiente férmula:

Leche 1,5% de grasa; 3,2% de proteina 997 g/kg

Leche en polvo desnatada 3 g/kg

Cepa probidtica (10'* ufc/g) 0,1 g/kg

Los contenidos en sdlidos secos y en grasa de la leche se normalizaron segin la formulacién descrita anteriormente.
Tras esto, se homogeneiz6 la leche a 20-25 Mpa y 65-70°C para obtener propiedades fisicas 6ptimas en el producto.
La preparacion se calentd a 90-95°C y un tiempo de espera de aproximadamente 5 minutos. Este periodo de tiempo
provoca la desnaturalizacién de aproximadamente el 70-80% de las proteinas del suero. Se inoculd leche fria (40-45°C)
con la cepa probidtica en ausencia de cualquier cultivo iniciador y se fermentd en el tanque de incubacion a 40-45°C
durante 10 horas sin agitacion hasta alcanzar un pH final (pH 4,5-5). Tras la formacién del codgulo, se homogeneiz6 la
mezcla mediante métodos mecdnicos. Una vez que se llevé a cabo la homogeneizacion, se enfrid la preparacion hasta
una temperatura inferior a 10°C en 60 minutos. Tras esto, se envasé la composicién. El enfriamiento final, normalmente
hasta 5°C, tuvo lugar en una habitacidn fria, en la que los productos se mantuvieron hasta la caducidad.

Ejemplo 10
Preparacion de un yogurt natural

Se prepar6 un producto de yogurt con cepas probidticas usando la siguiente férmula:

Leche 3,1% de grasa; 3,2% de proteina 987 g/kg

Leche en polvo desnatada 13 g/kg
Iniciador 0,1 g/kg
Cepa probidtica (10" ufc/g) 0,1 g/kg

Los contenidos en sélidos secos y en grasa de la leche se normalizaron segtin la formulacién descrita anteriormente.
Se homogeneiz6 la leche a 20-25 Mpa y 65-70°C para obtener propiedades fisicas ptimas en el producto y se realizd
un tratamiento con calor a 90-95°C y un tiempo de espera de aproximadamente 5 minutos que puede desnaturalizar
aproximadamente el 70-80% de las proteinas del suero. Tras la pasteurizacién, se enfrié la leche hasta 40-45°C y se
dosificaron los cultivos iniciador y probidtico en la corriente de leche a medida que se bombeaban desde un tanque de
almacenamiento intermedio hasta la mdquina de llenado. Tras el envasado en la miquina de llenado, los envases, tras
el embalaje y paletizacion, se transportaron en el sistema para la incubacién y el enfriamiento. Tras eso, se fermentaron
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los palets llenos en la habitacién de incubacién a 40-45°C durante 5-6 horas hasta que se alcanzé un pH de 4,5. El
enfriamiento de los paquetes se realiz6 rdpidamente obteniendo una temperatura de 12-15°C en 55-70 minutos. El
enfriamiento final, hasta 5°C, tuvo lugar en el almacén frio.

Ejemplo 11

Preparacion de un preparado para lactantes en polvo

Se prepar6 un preparado para lactantes con cepas probidticas usando la siguiente formula:

Suero desmineralizado 512 g/kg
Oleina de palma 135 g/kg
Lactosa 92 g/kg
Leche desnatada 95 g/kg
Aceite de colza 52 g/kg
Aceite de cacahuete 49 g/kg
Aceite de girasol 28 g/kg
Agua 31 glkg
Premezcla de vitaminas 2 g/kg
Premezcla de minerales 4 g/kg
Cepa probidtica (10'? ufc/g) 0,1 g/kg

A un tanque de combinacién de tamafio apropiado con agitacién y calentamiento, se le afiadieron todos los ingre-
dientes s6lidos con la leche liquida y el agua en ausencia de vitaminas. Entonces, se mezclaron los aceites vegetales.
Entonces se calent6 la mezcla a 60-70°C y se emulsiond a través de un homogeneizador de fase tinica ade 6 a7 MPa en
ausencia de oxigeno. Tras la emulsificacién, se normaliz6 la mezcla mediante la adicion de vitaminas y se ajust6 el pH
en el intervalo de aproximadamente 6,7 a 7,2. Entonces, se volvi6 a calentar la mezcla hasta entre aproximadamente
65°C y 70°C. Finalmente, se secd el producto en un secador por pulverizacion para obtener un producto en polvo seco
final. Finalmente, se mezcl6 en seco la cepa probidtica (10'* ufe/g) (0,1 g/kg) con el producto en polvo seco final y se
envaso.
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REIVINDICACIONES
1. Método para la seleccidn de cepas microbianas probidticas, que comprende las siguientes etapas:
a. seleccionar cepas no patégenas que pueden sobrevivir en la leche materna y/o el liquido amniético, y

b. seleccionar cepas no patdgenas que pueden transferirse a la leche materna y/o el liquido amniético tras la
ingesta oral en individuos sanos sin colonizar otros érganos internos excepto mucosas.

2. Método segtn la reivindicacién 1, en el que tanto la leche materna como el liquido amnidtico son de fuentes
humanas.

3. Método segtin la reivindicacién 2, en el que las cepas probidticas sometidas a prueba son cualquier bacteria del
dcido lactico seleccionada de los géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus y
Bifidobacterium.

4. Método segtin la reivindicacion 3, en el que las cepas probidticas sometidas a prueba se habian obtenido previa-
mente de: leche materna, heces de bebés amamantados o liquido amnidtico.

5. Método segtin la reivindicacion 4, en el que las cepas sometidas a prueba se habian obtenido de muestras
humanas.

6. Cepa de bacteria depositada en la CECT con el n° de registro 5711 (Lactobacillus coryniformis).
7. Cepa de bacteria depositada en la CECT con el n° de registro 5713 (Lactobacillus salivarius subsp. salivarius).

8. Cepa de bacteria depositada en la CECT con el n° de registro 5714 (Lactobacillus gasseri, anteriormente L.
acidophilus).

9. Cepa de bacteria depositada en la CECT con el n° de registro 5715 (Lactobacillus gasseri).
10. Cepa de bacteria depositada en la CECT con el n° de registro 5716 (Lactobacillus fermentum).
11. Cultivo biol6égicamente puro de una cepa segin cualquiera de las reivindicaciones 6-10.

12. Composicién que comprende al menos una de las cepas bacterianas definidas en las reivindicaciones 6 a 10, en
la que la composicién comprende preferiblemente desde 2 hasta 6 cepas, mds preferiblemente desde 2 hasta 4 cepas,
lo mas preferiblemente desde 2 hasta 3 cepas, y en la que cada una de las cepas estd presente en la composicién en una
proporcién de desde el 0,1% hasta el 99,9%, preferiblemente desde el 1% hasta el 99%, mas preferiblemente desde el
10% hasta el 90%.

13. Composiciéon que comprende al menos una de las cepas bacterianas definidas en las reivindicaciones 6 a 10
junto con otra cepa o mezcla de cepas, en la que la mezcla comprende preferiblemente desde 2 hasta 6 cepas, mas
preferiblemente desde 2 hasta 4 cepas, lo mds preferiblemente desde 2 hasta 3 cepas y en la que cada una de las cepas
esté presente en la composicién en una proporcién de desde el 0,1% hasta el 99,9%, preferiblemente desde el 1% hasta
el 99%, mds preferiblemente desde el 10% hasta el 90%.

14. Composicién que comprende una cepa como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 o
una composicién como se define en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13 en forma liofilizada.

15. Composicién que comprende una cepa como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 o una
composicién como se define en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13 en forma congelada.

16. Composicién que comprende una cepa como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 o una
composicién como se define en cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13 en forma inactivada o muerta.

17. Producto alimenticio que comprende material de soporte y al menos una cepa segtin cualquiera de las reivindi-
caciones 6 a 10, un cultivo, una composicién o un producto segun las reivindicaciones 11y 12 a 16.

18. Producto segtn la reivindicacion 17, en el que el material de soporte es una composicién alimenticia selecciona-
da de leche, yogurt, cuajada, queso, leches fermentadas, productos fermentados a base de leche, productos fermentados
a base de carne, productos a base de cereales fermentados, polvos a base de leche, polvos a base de cereal, preparados
para lactantes, preparado de nutricién clinica, helados, zumos, harinas, pan, pasteles, azicar, caramelos o chicles.

19. Producto segtin la reivindicacién 17, en el que la cepa microbiana segun las reivindicaciones 6 a 10 estd

contenida en el material de soporte en una cantidad de desde aproximadamente 10° ufc/g hasta aproximadamente 10"
ufc/g de material de soporte, preferiblemente desde aproximadamente 10° ufc/g hasta aproximadamente 10" ufc/g
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de material de soporte, més preferiblemente desde aproximadamente 10° ufc/g hasta aproximadamente 10'° ufc/g de
material de soporte.

20. Composicién farmacéutica que comprende al menos una cepa segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10,
un cultivo, una composicion o un producto segin las reivindicaciones 11 y 12 a 19 y excipientes farmacéuticamente
aceptables.

21. Composicioén farmacéutica segiin la reivindicacién 20, en la que las cepas microbianas estian contenidas en una
cantidad de desde 10° ufc/g hasta 10™ ufc/g de material de soporte, preferiblemente desde 10° ufc/g hasta 10" ufc/g
de material de soporte, mas preferiblemente desde 107 ufc/g hasta 10'* ufc/g de material de soporte.

22. Cepa de bacteria segiin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, un cultivo, una composicién o un producto
seglin las reivindicaciones 11 y 12 a 19 para tratamiento terapéutico o profilactico.

23. Composicion segun la reivindicacién 22, para administracion tdpica, oral, ocular, nasal, enteral, urogenital,
vaginal o rectal.

24. Composicién segun la reivindicacidn 22, disefiada para administrarse a mujeres embarazadas para el tratamien-
to terapéutico o profilactico de su feto.

25. Composicion segun la reivindicacion 22, disefiada para administrarse a mujeres lactantes para el tratamiento
terapéutico o profilactico de sus bebés amamantados.

26. Uso de una cepa segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, un cultivo, una composiciéon o un producto
segun las reivindicaciones 11y 12 a 20 en la fabricacién de un producto para el tratamiento terapéutico o profilactico
de enfermedades en seres humanos o animales.

27. Uso segun la reivindicacién 26, para el tratamiento y/o la profilaxis de la infeccién crénica o aguda, o de
la colonizacién microbiana no deseada, en el que la infeccién o colonizacién estd provocada por pardsitos, bacterias,
levaduras, hongos o virus, de una superficie mucosa en un sujeto o animal que necesita el mismo, en el que la superficie
mucosa se selecciona pero no se limita al grupo que consiste en la oral, nasofaringea, respiratoria, géstrica, intestinal,
urogenital y glandular.

28. Uso segtin la reivindicacion 26, para el tratamiento y/o la profilaxis de niveles inmunitarios temporalmente
deprimidos en individuos sometidos a estrés fisioldgico.

29. Uso segtin la reivindicacién 26, para la mejora de la barrera intestinal inmunitaria en un sujeto o animal que
necesita la misma; para el tratamiento y/o la profilaxis de reacciones de hipersensibilidad reguladas por disminucién
frente a alimentos e intolerancia metabdlica tal como: intolerancia a la lactosa; del estrefiimiento y otros trastornos
gastrointestinales; de trastornos inflamatorios o autoinmunitarios tales como: EIl (enfermedad inflamatoria del intes-
tino), colitis ulcerosa, artritis, aterosclerosis, esclerosis miltiple, psoriasis o sarcoidosis; y de crecimiento tumoral,
metastasis y cdncer en un sujeto o animal que necesita el mismo.

30. Uso segtn la reivindicacion 26, para el tratamiento y/o la profilaxis de trastornos alérgicos y asma en un sujeto
o animal que necesita el mismo.

31. Uso segun la reivindicacion 26, para el tratamiento y/o la profilaxis de enfermedades neurodegenerativas en un

individuo o animal que necesita el mismo, seleccionadas de, pero no limitadas a, el grupo que consiste en Parkinson,
accidente cerebrovascular, Alzheimer, Huntington y demencia.
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