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DESCRIPCION
Campo Técnico

La presente invencion se refiere a una nueva composicion de células bacterianas que contiene
células de Butyrivibrio fibrisolvens (de aqui en adelante referido también como B. fibrisolvens) que tienen una elevada
capacidad productora de acido butirico y que es util para inhibir la carcinogénesis, para mejorar la inmunidad, para
prevenir y tratar infecciones por patégenos, para prevenir y tratar la enfermedad inflamatoria intestinal y para prevenir y
tratar enfermedades alérgicas.

Antecedentes de la Invencion

En los afos recientes, se ha informado de preparaciones de probidticos que utilizan Lactobacillus,
Bifidobacterium, etcétera, que tienen una elevada capacidad productora de acido lactico (Referencia de Patente 1) y
muchas de ellas estan en el mercado. La funcién basica de las preparaciones es regular las funciones del intestino.
Cuando un huésped ingiere las preparaciones, el pH del tracto intestinal disminuye debido al acido lactico producido por
la cepa productora de acido lactico incluida en las preparaciones. Por consiguiente, se considera que se reduce el
numero de bacterias no favorables que no pueden crecer en un entorno con dicho pH bajo y, como resultado de ello, se
produce la regulacién de las funciones intestinales. La idea general de que los probiéticos que proporcionan a los
huéspedes efectos tales como una mejora de la salud y resistencia a las enfermedades por tal funcién microbiana, esta
ampliamente aceptada en la sociedad y los efectos han sido también reconocidos. Los probiéticos de acuerdo con la
presente invencién implican a un microorganismo viable que muestra actividades utiles sobre la salud de animales y
seres humanos.

Mas recientemente, se ha informado no soélo del acido lactico producido por las bacterias
productoras de acido lactico, sino también del hecho de que las bacterias productoras de acido lactico tienen actividad
inmunoestimulante en el huésped debida al péptidoglicano y a las proteinas similares que estédn contenidas en las pro(]
pias células microbianas suministradas y a la bacteriocina que muestra un estrecho rango de actividad antibacteriana
para ciertas bacterias especificas (Referencia No Patente 1).

Adicionalmente, los acidos grasos de cadena corta producidos por la fermentacion entérica en
humanos y animales han llamado la atencidon. Con respecto a los acidos grasos de cadena corta, se ha mostrado su
funcién reductora del pH del tracto intestinal, efectos que aceleran el movimiento del intestino (Referencia No Patente 2)
y que aceleran la absorcion de Na y similares. Entre los acidos grasos de cadena corta, destaca particularmente el acido
butirico. Entre sus funciones, se ha demostrado que es importante como fuente de energia de las células epiteliales del
colon (Referencia No Patente 3) y que proporciona efectos muy utiles a los huéspedes, tales como su actividad
anticancerosa (Referencia No Patente 4) y su efecto para acelerar la diferenciacion de las células de la mucosa
intestinal.

Sin embargo, existe un problema en vista de su olor caracteristico y de su seguridad cuando el
acido butirico es administrado directamente y oralmente. Asi, parece ser eficaz producir el mismo en el intestino en
pequefa cantidad y llevar a cabo su absorcién continua en el huésped, mas que su administracion oral directa, con el fin
de permitir que tal importante sustancia fisioldgicamente activa actie mas eficazmente en el huésped.

Como aceleradores de la concentracion de acido butirico entérico que utilizan un microorganismo,
se han descrito aquellos que utilizan células de Lactobacillus acidophilus y/o Bifidobacterium longum como ingrediente
activo (Referencia de Patente 2). Sin embargo, en el documento no existe una descripcién de su efecto en lo que se
refiere a enfermedades reales y no esta claro el grado de resistencia a la enfermedad debido a la administracion de las
células.

Ademas, se ha descrito también un método que utiliza Clostridium butyricum (referido también de
aqui en adelante como C. butyricum) como microorganismo con capacidad para producir acido butirico (Referencia No
Patente 5). De acuerdo con tal referencia ya conocida, el Clostridium butyricum que esta ya en el mercado como bac']
teria productora de acido butirico, produce la regulacién de las funciones del intestino. Sin embargo, en lo que se refiere
a su efecto para inhibir células de lesiones precancerosas, existe el problema de que el efecto producido por el
microorganismo solo es bajo, ya que es necesario administrar el mismo junto con un sustrato especial para obtener un
efecto suficiente (Referencia No Patente 6). Ademas, como resultado de la investigacion del efecto preventivo sobre la
enfermedad inflamatoria intestinal llevada a cabo de la misma manera, existe el problema de que el efecto producido por
el microorganismo solo es bajo.

WO 02 080947 A1 describe composiciones que contienen una bacteria capaz de convertir el acido
lactico en acido butirico y un método para prevenir/tratar la acidemia hiperlactica del tracto digestivo y el cancer de colon
mediante la utilizacion de las mismas. Aunque se menciona entre otras Butyrivibrio fibrisolvens como cepa capaz de
convertir el acido lactico en acido butirico, cepas de Megasphaera y Mitsuokella son utilizadas preferiblemente en la
composicion y el método de WO 02 080947 A1.

Adicionalmente, estas referencias no describen claramente un método ilustrativo que utilice Butyri-
vibrio fibrisolvens como probiético y en las mismas no se revelan tampoco sus efectos.
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Sobre la base de lo anterior, se ha dirigido un gran interés hacia una cepa bacteriana que tiene una
elevada actividad de resistencia a enfermedades, debido a que tiene ademas las funciones de producir una elevada
mejora de la salud, es anticancerosa e inmunoestimulante para el huésped y tiene también la capacidad de producir
acido butirico.

Referencia de Patente 1: JP-A-2002-306125
Referencia de Patente 2: JP-A-10-84909

Referencia No Patente 1: Kawai, Y. y col.,, Curr. Protein Pept. Sci., 2004, 5(5), 393-8, “The circular bacteriocins
gassericin A and circulacin A”

Referencia No Patente 2: Cherbut, C. y col., American Journal of Physiology, 1998, 275, G1415-G1422, “Short-chain
fatty acids modify colonic motility through nerves and polypeptide YY release in the rat”

Referencia No Patente 3: Cummings, J.H., Gut, 1981, 22 763-779, “Short-chain fatty acids in the human colon”

Referencia No Patente 4: Hague, A. y col., Gastroenterology, 1997, 112, 1036-1040, “Butyrate acts as a survival factor
for colonic epithelial cells: further fuel for the in vivo versus in vitro debate”

Referencia No Patente 5: Kanauchi, O. y col., Curr. Pharm. Des., 2003, 9(4), 333-346, “Modification of intestinal flora in
the treatment of inflammatory bowel disease”

Referencia No Patente 6: Nakanishi, S., y col., Microbiol. Immunol., 2003, 47(12), 951-958, “Effects of high amylose
maize starch and Clostridium butyricum on metabolism in colonic microbiota and formation of azoxymethane-induced
aberrant crypt foci in the rat colon”.

Descripcion de la Invencion
Problemas Resueltos por la Invencién

Un objeto de la presente invencion es proporcionar células bacterianas de Butyrivibrio fibrisolvens
recién aisladas que tienen efecto inhibidor sobre la carcinogénesis, efecto inmunoestimulante, efecto preventivo y de
tratamiento de infecciones por patégenos, efecto preventivo y de tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal y
efecto preventivo y de tratamiento de enfermedades alérgicas.

Medios para Resolver los Problemas

Los inventores de la presente invencion han llevado a cabo intensos estudios para buscar una
preparacion probidtica que tenga ademas la funcion de mejorar la salud, funciones anticancerosas e
inmunoestimulantes para humanos y animales y que tenga también la capacidad de producir acido butirico en el
intestino, que sea segura y que pueda ser proporcionada de manera econdmica. Encontraron que la cepa MDT-1 de
Butyrivibrio fibrisolvens tenia tales funciones y llevaron a cabo la presente invencién.

Esto es, la presente invencion esta mostrada en lo siguiente:

(1) Una cepa de Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1 depositada como FERM BP-10463 en el International Patent
Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology. La cepa de Butyrivibrio
fibrisolvens MTD-1 tiene una elevada capacidad para producir acido butirico.

(2) Una composicion de células bacterianas que contiene células bacterianas de la cepa MDT-1 de Butyrivibrio
fibrisolvens de acuerdo con (1).

(3) Una preparacion farmacéutica que contiene la composicién de células bacterianas de acuerdo con (2) como
ingrediente activo.

(4) Un aditivo alimentario que contiene la composicion de células bacterianas de acuerdo con (2) como
ingrediente activo.

(5) Una preparacion farmacéutica de acuerdo con (3) para inhibir el desarrollo del cancer.
(6) Una preparacion farmacéutica de acuerdo con (3) para la inmunoestimulacion.

(7) Una preparacion farmacéutica de acuerdo con (3) para la prevencion y/o el tratamiento de la infeccién por un
patégeno.

(8) Una preparacion farmacéutica de acuerdo con (3) para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad
inflamatoria intestinal.

(9) Una preparacion farmacéutica de acuerdo con (3) para la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad
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alérgica.
Efecto de la Invencién

La composicidon de células bacterianas de la presente invencién tiene actividad anticancerosa,
efecto inmunoestimulante, efecto preventivo y de tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal, efecto preventivo
y de tratamiento de la infeccién por un patégeno y efecto preventivo y de tratamiento de enfermedades alérgicas,
etcétera.

Breve Descripcion de las Figuras

La Fig. 1 es una figura que muestra la pauta de administracion de la composicién de células
bacterianas y dimetilhidrazina.

La Fig. 2 es una figura que muestra el DAI en ratones administrados con DSS y Butyrivibrio fibrisol-
vens.

La Fig. 3 es una figura que muestra el efecto de la administracion de la composicidon de células
bacterianas sobre la formacién de fibrosarcoma inducido por 3-MC.

La Fig. 4 es una figura que muestra la influencia de la administraciéon de 3-MC y de la composicién
de células bacterianas sobre la ganancia de peso.

Modo Mejor de Llevar a Cabo la Invencion
Lo que sigue a continuacion describe con detalle la presente invencion.

El “tipo I” de Butyrivibrio fibrisolvens de acuerdo con la especificacion es una clase de la clasifil]
cacion de la bacteria basada en la diferencia de la capacidad de fermentaciéon (Shane, B.S. y col., J. Gen. Microbiol.,
1969, 55, 445-457, “Cellulolytic bacteria occurring in the rumen of sheep contained to low-protein teff hay”). El tipo |
forma una gran cantidad de acido butirico, ya que su ruta de fermentacién esta inclinada hacia la producciéon de acido
butirico, y la tasa de acido lactico formado por la fermentacion bacteriana es pequefia en comparacion con el tipo llb.

Segun se muestra en la tabla, la cepa MDT-1 de la presente invencion tiene la resistencia mas
elevada a la disminucién del pH extracelular entre las cepas de tipo | que producen una gran cantidad de acido butirico.
Por tanto, se espera que la misma crezca de manera ventajosa incluso en el tracto intestinal acido.

Tabla 1. pH de crecimiento minimo de B. fibrisolvens

Cepa Tipo pH de crecimiento minimo
TH-1 b 5,2
MDT-1 I 5,3
51255 b 55
A38 I 58
OB156 b 6,0

El término “inhibicién de la carcinogénesis”, segun se utiliza en la presente, indica, por ejemplo, la
prevencién de la formacién de focos de criptas aberrantes que son lesiones precancerosas de la membrana mucosa del
tracto del intestino grueso. Concretamente, en el caso de un estado normal en el cual no hay en absoluto posibilidad de
carcinogénesis o0 en el caso en el que exista una posibilidad de carcinogénesis, la carcinogénesis puede ser prevenida
completamente o su riesgo puede ser reducido mediante la administracién con antelacién a un ser humano o a un
animal de las células bacterianas o de la composicién de células bacterianas de la presente invencién o de una
preparacion farmacéutica que contenga las mismas. También de la misma manera, cuando exista la posibilidad de que
la carcinogénesis haya ocurrido ya, el desarrollo del cancer puede ser prevenido o reducido por la administracion
inmediata a un ser humano o a un animal de las células bacterianas o de la composiciéon de células bacterianas de la
presente invencion o de una preparacion farmacéutica que contenga las mismas.

El término “inmunoestimulacién”, segun se utiliza en la presente, indica, por ejemplo, el refuerzo
adicional de la inmunidad cuando una bacteria o un virus patégeno o similar penetra en el organismo de un ser humano
o de un animal mediante el incremento del niumero de células NK para mostrar rapidamente resistencia a la
enfermedad, rapidez o eficacia de la respuesta de la inmunidad humoral tal como la produccién de 1gG, o rapidez o
eficacia de la respuesta del sistema inmune del tracto intestinal. Concretamente, en el caso de un estado normal en el
que no hay en absoluto posibilidad de produccion de una infeccidon por una bacteria o un virus patégeno, o en el caso en
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el que exista la posibilidad de infeccion por una bacteria o un virus patégeno, la infeccion por la bacteria o el virus
patégeno anteriormente mencionados que han entrado en el organismo puede ser completamente prevenida o reducida
por la administracion con antelacién a un ser humano o a un animal de las células bacterianas o de la composicién de
células bacterianas de la presente invencion o de una preparacion farmacéutica que contenga las mismas. También de
la misma manera, cuando exista la posibilidad de que la bacteria o el virus patégeno haya penetrado ya en el
organismo, la aparicion o la crisis de las enfermedades causadas por la infeccién anteriormente mencionada con la
bacteria o el virus patdgeno o similar puede ser prevenida o reducida por la administraciéon inmediata de las células
bacterianas o de la composicién de células bacterianas de la presente invencion o de una preparacion farmacéutica que
contenga las mismas a un ser humano o a un animal.

Ademas, el término “prevencién y/o tratamiento de una infeccién por una bacteria patégena”,
segun se utiliza en la presente, significa, por ejemplo, la prevencién de la infecciéon por la bacteria patdégena o de la
aparicion y la crisis de las enfermedades causadas por la infeccion cuando una bacteria patégena que esta reprel|
sentada por el género Salmonella o por el género Campylobacter entra en el tracto digestivo o en el tracto respiratorio
de un ser humano o de un animal. Concretamente, en el caso de un estado normal en el cual no hay en absoluto
posibilidad de de infeccién o en el caso en el que exista una posibilidad de infeccion, la infeccién anteriormente
mencionada por una bacteria patdgena puede ser prevenida completamente o reducida por la administracién con
antelaciéon a un ser humano o a un animal de las células bacterianas o de la composicion de células bacterianas de la
presente invencion o de una preparacion farmacéutica que contenga las mismas. También de la misma manera, cuando
exista la posibilidad de que un sujeto esté ya infectado por una bacteria patégena, la aparicién y la crisis de las
enfermedades causadas por la infeccion anteriormente mencionada por una bacteria patégena puede ser
completamente prevenida o reducida por la administracion inmediata a un ser humano o a un animal de las células
bacterianas o de la composicién de células bacterianas de la presente invencién o de una preparacion farmacéutica que
contenga las mismas.

El término “prevencion y/o tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal”, segun se utiliza en
la presente, indica la prevencion y/o el tratamiento de, por ejemplo, el desarrollo de un sintoma o de una enfermedad
perteneciente a un grupo de enfermedades intratables conocida como colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn. Esto es,
la enfermedad anteriormente mencionada puede completamente tratada o sus sintomas pueden ser aliviados mediante
la administracion de las células bacterianas o de la composicion de células bacterianas de la invencién o de una
preparacion farmacéutica que contenga las mismas, a un ser humano o a un animal que padezca ya la enfermedad
anteriormente mencionada. También de la misma manera, en el caso de un estado normal sin posibilidad en absoluto
de padecer la enfermedad anteriormente mencionada, o en un caso en el que exista la posibilidad de padecer la
enfermedad anteriormente mencionada, la enfermedad anteriormente mencionada puede ser prevenida o aliviada por la
administracion con antelacion a un ser humano o a un animal de las células bacterianas o de la composicion de células
bacterianas de la invencién o de una preparacion farmacéutica que contenga las mismas.

El término “prevenciéon y/o tratamiento de una enfermedad alérgica”, segun se utiliza en la
presente, indica, por ejemplo, el efecto para la mejora y/o el tratamiento de los sintomas de una enfermedad alérgica por
la inclinacién del equilibrio de las células T cooperadoras Th1/Th2, que son células inmunes, hacia Th1. Especil]
ficamente, la enfermedad alérgica muestra dermatitis atdpica, polinosis, diarrea causada por un componente originado
de la alimentacion y sintomas similares. Concretamente, en el caso de un estado normal en el que no exista en absoluto
la posibilidad de mostrar sintomas alérgicos o en el caso de que exista la posibilidad de crisis de sintomas alérgicos, la
crisis de los sintomas alérgicos puede ser completamente prevenida, o su riesgo puede ser reducido, por la
administracion con antelacion a un ser humano o a un animal de las células bacterianas o de la composicion de células
bacterianas de la presente invencién o de una preparacién farmacéutica que contenga las mismas. También de la
misma manera, cuando exista la posibilidad de que se muestre ya un sintoma alérgico, la progresién del sintoma
alérgico puede ser prevenida o aliviada por la administracién inmediata de las células bacterianas o de la composicion
de células bacterianas de la presente invencion o de una preparacion farmacéutica que contenga las mismas, a un ser
humano o a un animal.

El origen de la célula bacteriana de la composicion de células bacterianas de la presente invencion
es Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1 (FERM BP-10463). Con respecto a las cepas mutantes de MDT-1, las mismas no
estan limitadas siempre que los efectos de la presente invencidén puedan ser obtenidos a partir de ellas. Un ejemplo de
ello incluye una cepa subcultivada, una cepa mutante artificial y una cepa mutante natural, una cepa recombinante,
etcétera, de MDT-1. Las propiedades bacteriologicas de la cepa MDT-1 son segun sigue.

Propiedades bacteriolégicas de MDT-1

La cepa MDT-1 de Butyrivibrio fibrisolvens es un bacillo Gram negativo. La bacteria es una bacteria
estrictamente anaerdbica que requiere para su crecimiento un elevado grado de anaerobiosis. La utilizaciéon de azucar
por parte de la bacteria estd mostrada en la tabla siguiente.
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Tabla 2. Utilizacion de azucar por

B. fibrisolvens MDT-1"

Bacterias Azlcares?

Glu | Mal | Fru | Gal | Lac | Ara Xil Cel | Sta | Avi

Bacteria aislada ++ + ++ ++ + + ++ ++ ++ -

B. fibrisolvens ++ + ++ ++ + + ++ ++ ++ -

" Con respecto a la utilizacién de aztcar, se midieron las cantidades restantes después de 24 horas
de cultivo y se dividieron sobre la base de las cantidades consumidas: “++” indica 20 mM o mas de

consumo; “+” indica 5 mM o mas de consumo; y “-” indica menos de 5 mM de consumo.

AGlu = glucosa, Man = manosa, Fru = fructosa, Gal = galactosa, Lac = lactosa, Ara = arabinosa, Xil =
xilosa, Cel = celobiosa, Sta = almidén de maiz, Avi = avicel (celulosa microcristalina).

Adicionalmente, los productos de fermentacién que se forman en el momento del crecimiento de la
bacteria son segun sigue.

Tabla 3. Productos de fermentacion en el momento del crecimiento de B. fibrisolvens MDT-1"

Bacterias Productos de fermentacion”
Acido lactico Acido Acido Acido Cantidad
férmico acético butirico total
Bacteria aislada 11,8 9,9 10,3 11,3 43,3
B. fibrisolvens 12,2 9,7 9,8 11,5 43,2

" Productos de fermentacion después de 24 horas de cultivo utilizando como sustratos glucosa y
celobiosa (2 g/l de cada una).

2 No se detectaron acido succinico ni acido propionico en ninguna de las dos bacterias.

A este respecto, la cepa MDT-1 de Butyrivibrio fibrisolvens fue depositada el 9 de Noviembre de
2004 como FERM P-20293 en el International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology (direccion: Central 6, 1-1 Higashi 1-chome, Tsukuba, Ibaraki, Japén) (a este respecto, la cepa
MDT-1 fue transferida al International Depositary el 5 de Diciembre de 2005 como FERM BP-10463).

A continuacion se describe el método de cultivo de la cepa MDT-1.

Cuando se cultiva Butyrivibrio fibrisolvens en la presente invencion, puede utilizarse un medio nul|
tricio general siempre que contenga un componente que presente capacidad tamponante a pH alrededor de neutro, y
puede utilizarse un medio natural o un medio sintético siempre que contenga de forma suficiente una fuente de carbono,
una fuente de nitrégeno, metales, acidos grasos de cadena corta, vitaminas y aminoacidos.

Con respecto a la fuente de carbono del medio, puede utilizarse glucosa, fructosa, sacarosa, mal-
tosa, manosa, almidén, etcétera. Ademas, puede utilizarse como fuente de nitrégeno peptona, levadura, extracto de
carne, etcétera. Adicionalmente, pueden utilizarse como sales inorganicas hidrogenofosfafo dipotasico, dihidrégel]
nofosfato de potasio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, sulfato de amonio, sulfato de magnesio, acetato de potasio,
etcétera.

Con respecto al método de cultivo, Butyrivibrio fibrisolvens puede ser cultivado mediante cultivo
con agitacion a una temperatura de 10°C a 70°C, preferiblemente de 25°C a 60°C, mas preferiblemente de 30°C a 45°C,
durante un periodo de 2 a 96 horas, preferiblemente de 3 a 48 horas, mas preferiblemente de 5 a 24 horas,
manteniendo un grado de anaerobiosis mas elevado mediante sustitucion de la atmdsfera por gas didxido de carbono,
gas nitrégeno o similar.

La composicion de células bacterianas de la presente invencidn contiene células bacterianas del
microorganismo anteriormente mencionado Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1.

A continuacion se describe la composicion de células bacterianas de la presente invencion con
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referencia a un caso en el cual la composicion de células bacterianas de la presente invencion contiene células del mil
croorganismo anteriormente mencionado Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1.

Se obtiene un precipitado que contiene las células bacterianas mediante tratamiento del liquido de
cultivo obtenido. Adicionalmente, la composicion de células bacterianas puede ser también obtenida suspendiendo las
células bacterianas en una solucion isoténica o en una solucién similar. Como solucion isoténica o solucion similar,
puede utilizarse una solucién de cloruro de sodio o similar.

Con el fin de obtener la composicion de células bacterianas de la presente invencién que contiene
un microorganismo Butyrivibrio fibrisolvens de la cepa MDT-1 con capacidad para producir acido butirico, la composicion
de células bacterianas de la presente invencion puede ser preparada llevando a cabo el cultivo bajo condiciones que
sean apropiadas para el microorganismo segun se describié anteriormente, seguido por la recuperacion de las células
que comprenden el microorganismo de la presente invencion y, si es necesario, la adicion de componentes opcionales
(una solucién, células distintas de dichas células, un vehiculo, un diluyente, etcétera).

El contenido de células bacterianas en la composicién de células bacterianas no esta particularr]
mente limitado, siempre que puedan demostrarse las funciones suficientes descritas anteriormente de acuerdo con el fin
de la solicitud. Por ejemplo, el contenido puede ser del 0,01 al 99% en masa, preferiblemente del 0,1 al 80% en masa,
sobre la base del peso total de la composicion de células bacterianas.

Ademas de las células bacterianas de la invencion, la composicion de células bacterianas de la
presente invencion puede contener células bacterianas adicionales distintas de las células bacterianas de la invencion,
tales como células de al menos uno de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium y Clostridium. Cuando se utilizan en
combinacién células bacterianas distintas de las células bacterianas de la presente invencion, puede esperarse una
mejora adicional del efecto probidtico en comparacidon con la composicién de células bacterianas que contiene las
células bacterianas de la presente invencién solas.

La composicion de células bacterianas de la presente invencién puede contener las células
bacterianas de la presente invencién solas como ingrediente activo, o puede contener un vehiculo y/o diluyente
apropiado junto con las células bacterianas de la presente invencién como ingrediente activo. Como el vehiculo y/o
diluyente anteriormente mencionado puede utilizarse un vehiculo o un diluyente utilizado de manera general como
vehiculo o diluyente de composiciones de células bacterianas, tal como un excipiente (por ejemplo lactosa, cloruro de
sodio, sorbitol, etcétera), un surfactante o un antiséptico, siempre que el efecto inhibidor de la carcinogénesis, el efecto
inmunoestimulante, el efecto preventivo y de tratamiento de la infeccién por un patdgeno, el efecto preventivo y de
tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal y el efecto preventivo y de tratamiento de una enfermedad alérgica
ejercidos por las células bacterianas de la presente invencién como ingrediente activo no sean suprimidos o inhibidos
por el mismo.

Mediante la utilizacion de las células bacterianas o de la composicidn de células bacterianas de la
presente invencion solas o en forma de las preparaciones farmacéuticas anteriormente mencionadas, puede llevarse a
cabo una inhibiciéon de la carcinogénesis, una mejora de la inmunidad, la prevencién de infecciones por patégenos, la
prevencion de la enfermedad inflamatoria intestinal y la prevenciéon de enfermedades alérgicas en un ser humano o en
un huésped animal. Alternativamente, incluso cuando el ser humano o el huésped animal tenga ya céncer; tenga su
inmunidad reducida; tenga posibilidad de infeccidon por un patégeno; tenga la posibilidad de infeccion por una
enfermedad inflamatoria intestinal o tenga la posibilidad de infeccion por una enfermedad alérgica, cada sintoma puede
ser tratado o aliviado por la administracion de las células bacterianas o de la composicion de células bacterianas de la
presente invencion.

El organismo diana de acuerdo con la presente invencion no esta particularmente limitado, siempre
que sea un organismo en el cual puedan expresarse eficazmente los efectos de la presente invencién. Sus ejemplos
incluyen humanos o animales. Un ejemplo de animales incluye animales vertebrados tales como mascotas y animales
domésticos vy, particularmente, peces, anfibios, reptiles, aves, mamiferos, etcétera. Sus ejemplos ilustrativos incluyen
peces, anfibios y reptiles criados o atesorados, aves atesoradas, mascotas tales como perros, gatos o roedores,
animales domésticos tales como ganado y cerdos y aves de corral domésticas.

Con respecto a la administracion de las células bacterianas o de la composicion de células
bacterianas de la presente invencién, es deseable una realizacion mediante la cual las células bacterianas o la
composicion de células bacterianas puedan alcanzar el tracto digestivo, y es mas deseable una realizacion mediante la
cual puedan alcanzar el intestino. Un ejemplo de una realizacion incluye la administraciéon oral mediante tabletas, pildol(]
ras, capsulas, granulos, granulos finos, polvos, soluciones orales para uso oral o similares, y la administracion
parenteral que utiliza supositorios.

La cantidad de la composicién de células bacterianas anteriormente mencionada que ha de estar
contenida como ingrediente activo en las medicinas, aditivos alimentarios, inhibidores de la carcinogénesis, inmunoes(]
timulantes, agentes para la prevencion y el tratamiento de infecciones por patdgenos, agentes para la prevencion y el
tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal y agentes para la prevencién y el tratamiento de enfermedades
alérgicas de la presente invencion, no esta particularmente limitada siempre que puedan obtenerse los efectos de la
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invencién, y cuando se expresa en cantidad de células bacterianas, es preferiblemente de 10° a 10™ UFC/g, mas
preferiblemente de 10°a 10" UFC/g y, en particular, preferiblemente de 10°a 10" UFC/g.

El método de administracion de la composiciéon de células bacterianas anteriormente mencionada
(dosis, frecuencia de administracion, periodo de administraciéon) que es el ingrediente activo de las medicinas, aditivos
alimentarios, inhibidores de la carcinogénesis, inmunoestimulantes, agentes para la prevencion y el tratamiento de
infecciones por patdgenos, agentes para la prevencién y el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal y
agentes para la prevencion y el tratamiento de enfermedades alérgicas de la invencion y los métodos de la presente
invencion, no esta particularmente limitado siempre que las células bacterianas anteriormente mencionadas puedan
alcanzar el intestino y puedan crecer en el intestino y puedan obtenerse los efectos de la presente invencion. Asi, puede
ser establecido apropiadamente considerando el animal diana, la finalidad y el estado de crecimiento de las células
bacterianas.

La dosis no esta particularmente limitada siempre que puedan obtenerse los efectos de la presente
invencién, pero cuando se expresa en cantidad de células bacterianas por administracion, es preferiblemente de 10% a
10" UFC, mas preferiblemente de 10° a 10" UFC y, en particular, preferiblemente de 10% a 10" UFC por 1 kg del
animal diana.

La dosis del rango anteriormente mencionado puede ser, por ejemplo, administrada una vez o
administrada continuamente a lo largo de un cierto periodo de tiempo. En el caso de administracion continua, el periodo
de administracion es, por ejemplo, preferiblemente de 2 dias a 6 meses 0 mas, mas preferiblemente de 3 dias a 6
meses 0 mas, en particular, preferiblemente de 7 dias a 6 meses o mas. De acuerdo con la presente invencion, los
efectos de la presente invenciéon pueden ser expresados ademas mediante la continuacién de la administracion a lo
largo de un periodo de tiempo prolongado adicional.

En el caso de administracion continua, la frecuencia de administracion es, por ejemplo, preferiblel]
mente de una o mas administraciones en 1 mes, mas preferiblemente de una o mas administraciones en 2 semanas, en
particular, preferiblemente de una vez por semana a administracioén diaria.

Con respecto al método de administracién, fijando la dosis diaria en el rango anteriormente
mencionado, la dosis total puede ser administrada una vez al dia o puede ser administrada dividiéndola en 2 a 3 veces
al dia. Alternativamente, puede ser administrada mezclandola con el alimento o similar, de tal manera que la dosis diaria
esté dentro del rango anteriormente mencionado.

Ejemplos

Aunque la presente invencidon se describe a continuacion de forma ilustrativa sobre la base de
ejemplos, éstos no limitan el ambito de la presente invencién y se incluyen en la misma todos los medios para cambiarla
o modificarla que no estdn mostrados en la presente.

Ejemplo 1. Preparacion de la composicion de células bacterianas

Con el fin de obtener la composicion de células bacterianas de la invencion, un medio que
constaba de 0,9 g de hidrégenofosfato dipotasico (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,9 g de
dihidrégenofosfato de potasio (producido por Wako Pure Chemical Industries), 1,8 g de cloruro de sodio (producido por
Wako Pure Chemical Industries), 1,8 g de sulfato de amonio (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,24 g de
cloruro de calcio deshidratado (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,375 g de sulfato de magnesio
heptahidrato (producido por Wako Pure Chemical Industries), 1 g de acetato de potasio (producido por Wako Pure
Chemical Industries), 0,5 g de propionato de sodio (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,3 g de n-butirato
de sodio (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,1 g de acido valérico (producido por Wako Pure Chemical In|
dustries), 0,1 g de acido isobutirico (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,1 g de acido isovalérico
(producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,1 g de butirato de 2-metilo (producido por Wako Pure Chemical
Industries), 10 mg de citrato de amonio hierro (producido por Wako Pure Chemical Industries), 6 mg de cloruro de
manganeso (producido por Wako Pure Chemical Industries), 2 mg de sulfato de cobalto (producido por Wako Pure Chel]
mical Industries), 0,4 mg de cloruro de niquel (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,4 mg de molibdato de
amonio (producido por Wako Pure Chemical Industries), 1 mg de sulfato de cobre al 15% (producido por Wako Pure
Chemical Industries), 0,3 mg de sulfato de aluminio potasio (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,3 mg de
acido bérico (producido por Wako Pure Chemical Industries), 2 mg de sulfato de zinc (producido por Wako Pure
Chemical Industries), 2 mg de fosfato de piridoxal (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,5 mg de acido pl]
aminobenzoico (producido por Wako Pure Chemical Industries), 0,2 mg de biotina (producida por Wako Pure Chemical
Industries), 2 mg de propionato de fenilo (producido por Kanto Chemical Co., Ltd.), 2 mg de L-arginina (producida por
Wako Pure Chemical Industries), 100 mg de Panvitan (producido por Takeda Chemical Industries), 0,03 yl de Vitamina
K1 (producida por SIGMA), 3 g de glucosa (producida por Wako Pure Chemical Industries), 3 g de Extracto de Levadura
(producido por Difco), 1,5 g de Triptona Peptona (producida por Becton Dickinson and Company), 1,5 g de Tripticasa
(producida por Becton Dickinson and Company) y 1 g de clorhidrato de cisteina (producido por Wako Pure Chemical
Industries) (pH 7,0) (referido de aqui en adelante como medio A), fue sometido a sustitucion con CO, y cerrado
herméticamente en un recipiente y esterilizado por calor. Posteriormente se inoculdé Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1
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(FERM BP-10463) en el medio A (40 ml) y se cultivé a 37°C durante 5 horas con agitacién. Por centrifugacion del medio
de cultivo asi obtenido utilizando una centrifuga (3000 G, 30 minutos), se obtuvo un precipitado que contenia las células
bacterianas. A continuacion, se obtuvo una composicion de células bacterianas suspendiendo las células bacterianas en
una solucion de NaCl al 0,8% para obtener una densidad de células bacterianas de 10" UFC/m.

Ejemplo 2. Efecto inhibidor sobre la formacion de FCA

Utilizando la composicion de células bacterianas de la presente invencion, se llevé a cabo la
evaluacion de su capacidad para inhibir la formaciéon de focos de criptas aberrantes (FCA) inducida por DMH (dil!
metilhidrazina; producida por Aldrich) en ratdon. Adicionalmente, se llevd a cabo también el mismo ensayo con
Clostridium butyricum ya en el mercado como bacteria productora de acido butirico, y se compararon sus efectos
inhibidores.

Como animales de ensayo se utilizaron ratones Jcl:ICR machos de 4 semanas de edad (CLEA
Japan, Inc.). El ensayo se llevé a cabo estableciendo los grupos de ensayo segun se muestra en la tabla siguiente, con
10 animales por grupo.

La composicién de células bacterianas obtenida mediante el método descrito en el Ejemplo 1 fue
administrada oralmente a los ratones de manera forzada utilizando un tubo gastrico. Al grupo control, se le administré
una porcién de 0,1 ml (‘10g UFC) de la solucién de NaCl al 0,8%, y la misma porcién de la composicion de células
bacterianas al grupo de administraciéon. La pauta de administracion de la composicion de células bacterianas y de dil]
metilhidrazina (DMH; producida por Aldrich) fue segun se muestra en la Fig. 1.

Los focos de criptas aberrantes (FCA), como lesiones precancerosas de la mucosa del tracto del
intestino grueso, fueron medidos el dia 31 después del inicio del ensayo. Después de someter a cada ratén a eutanasia,
se extrajo una parte del tracto intestinal del ratén, desde el ciego hasta el ano, y se fij6 en formalina al 10% (producida
por Junsei Chemical) después de cortar para abrir la parte central. Después de esto, se tifid con azul de metileno
(producido por Kanto Chemical, Co., Ltd.) y se contaron los FCA utilizando un microscopio éptico.

Tabla 4. Seccion de Ensayo

Grupos Numero de  Administracion de  Administracion de células
animales DMH bacterianas

Sin administracion de DMH ni de

i . 10 NaCl 0,8% NaCl 0,8%
células bacterianas

DMH 50 mg/kg
Administracién de DMH sin

administracion de células 10 de peso NaCl 0,8%
bacterianas
corporal
DMH 50 mg/kg .
Administracién de DMH y de B. 10° UFC,
fibrisolvens 10 de peso
3 veces/semana
corporal
DMH 50 mg/kg .
Administracion de DMH y de C. 10” UFC,
butyricum 10 de peso
Yy 3 veces/semana

corporal

Cambios del peso corporal y condiciones de los érganos

Aunque la ganancia de peso corporal fue reducida por la administracion de DMH, la misma fue
mejorada por la administracion oral de la composicidon de células bacterianas de la presente invencion (Tabla 5). Tal
efecto no se encontré con la administracién oral de C. butyricum. No se encontraron diferencias significativas en la masa
del higado en el momento de la finalizacién del ensayo (Tabla 6). La masa del higado por peso corporal se redujo por la
administracion de DMH y mejoré, hasta un nivel similar al del grupo al que no se habia administrado DMH, por la
administracion de la composicién de células bacterianas de la presente invencién. La masa del bazo se incrementoé por
la administracion de DMH, y mejor6 hasta un cierto grado por la administracion de la composicién de células bacterianas
de la presente invencion. Tales efectos no se encontraron con C. butyricum.
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Tabla 5. Cambios en el peso corporal

Grupos Peso corporal de los ratones (g)

3 dias 10 dias 17 dias 24 dias 31 dias

Sin administracion de DMH ni de 576,05  2809+03 35005 38405  40,5:0,7°
células bacterianas

Administracién de DMH sin

administracién de células bacte- 27,8£0,3 27,7+0,5 32,8%0,9 35,4+0,7 34,6+1,0°
rianas

Administracién de DMH y de B.

o 27,7¢0,4  30,1+0,7 33,2+0,7 36,1+0,8 37,9+0,7°
fibrisolvens

Administracién de DMH y de C.

! 27,8£0,2 28,8+0,2 31,5+¢1,0 35406  34,9+0,7°
butyricum

a — c: Se muestra que existe diferencia significativa entre signos opuestos (p<0,05)

Tabla 6. Peso de érganos

Grupos Peso de 6rganos (g)
Higado (proporcion Bazo (proporcion respecto al
respecto al peso corporal, peso corporal, %)
%)

Sin administracion de DMH ni de 5 55,4 10 (5 5:0,3)° 0,105+0,004 (0,260+0,007)?
células bacterianas
Administracion de DMH sin 2,48+0,09 (7,240,2)° 0,496£0,014 (1,4410,053)°
administracion de células bacterianas
Administracion de DMH y de B. 2,26+0,08 (5,8+0,1)° 0,3010,030 (0,771£0,069)°
fibrisolvens
Administracion de DMH y de C. 2474011 (7,1£0,4)° 0,514£0,024 (1,481£0,086)°

butyricum

a — c: Se muestra que existe diferencia significativa entre signos opuestos (p<0,05)

Condiciones del tracto intestinal y FCA

La longitud desde el colon hasta el recto fue acortada por la administraciéon de DMH y mejorada
hasta cierto grado por la composicién de células bacterianas de la presente invencién. Ademas, la masa del ciego y la
masa del colon y del recto fueron reducidas por la administracion de DMH y mejoradas hasta cierto grado por la compo(]
sicidn de células bacterianas de la presente invencion. No se encontrd diferencia en lo que se refiere al pH del contenido
del ciego y del contenido del colon. Adicionalmente, el nimero de FCA formados fue controlado hasta la mitad
aproximadamente por la administracion oral de la composicion de células bacterianas de la presente invencién. Tales
efectos tampoco fueron encontrados con C. butyricum.
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Tabla 7. Longitud del colon-recto; peso del ciego y del colon-recto y pH del contenido del ciego y del colon-recto

Grupos Longitud (cm) Peso de 6rganos (g) pH
del colon-recto
Ciego Colon-recto Contenido Contenido
del ciego del colon-
recto

Sin administracién
de DMH ni de 10,9+0,3° 0,207+0,012° 0,426+0,017° 6,5+0,0 6,7+0,0
células bacterianas

Administracion de
DMH sin
administracion de
células bacterianas

8,4+0,2° 0,111£0,012° | 0,264+0,015° | 6,5+0,0 6,70,0

Administracion de
DMH y de B. 9,3+0,4° 0,163+0,018° 0,338+0,024° 6,5+0,0 6,7+0,0
fibrisolvens

Administracion de
DMH y de C. 8,510,3" 0,115+0,007° | 0,258+0,012° | 6,5+0,0 6,710,0
butyricum

a — c¢: Se muestra que existe diferencia significativa entre signos opuestos (p<0,05)

Tabla 8. Numero de FCA formados

Grupos Numero de FCA formados
Sin administracion de DMH ni de células bacterianas 040,0°
Administracion de DMH sin administracion de células bacterianas 14,7+1,2°
Administracién de DMH y de B. fibrisolvens 7,4+0,8°
Administracion de DMH y de C. butyricum 15,74¢1,2°
a — c: Se muestra que existe diferencia significativa entre signos opuestos (p<0,05)

Ejemplo 3. Efecto de inmunoaceleracion

Se examinod el grado de aceleracion de la inmunidad en un huésped midiendo las células NK, que
se considera que atacan en primer lugar a las sustancias foraneas que entran en un organismo tales como patégenos y
virus.

Se utilizaron como animales de ensayo ratones Jcl:ICR machos de 8 semanas de edad (CLEA
Japan, Inc.) y el ensayo se llevo a cabo con 3 animales por grupo.

La composicion de células bacterianas obtenida mediante el método descrito en el Ejemplo 1, fue
administrada a los ratones de manera forzada utilizando un tubo gastrico. Al grupo control se administré una porcion de
0,1 ml (‘IO9 UFC) de la solucion de NaCl al 0,8% y la misma porcion de la composicion de células bacterianas al grupo
de administracion. La administracion se llevd a cabo continuamente durante 3 dias y cada ratén fue sacrificado 1
semana después de la primera administracion.

Se extrajo el bazo de los ratones sacrificados por dislocacién de las vértebras cervicales y a partir
del mismo se prepararon células esplénicas. Después de llevar a cabo la lisis de eritrocitos, las células fueron lavadas
dos veces y suspendidas en PBBS (un tampodn; ver la tabla) a una densidad de 10" células/ml. A 100 pl de la
suspensioén de linfocitos esplénicos asi preparada, se anadié una porcion de 10 ul de cada uno de los anticuerpos que
estan descritos a continuacion y se dejo reposar sobre hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se lavo dos veces con
PBBS y se utilizé en la medida. Para medir las células se utilizé un FACSCalibur (Becton Dickinson and Company). Para
el marcaje de las células se utilizaron un anticuerpo anti-CD3 marcado con FITC (producido por Beckman Coulter, Inc.),
un anticuerpo anti-CD19 marcado con PE (producido por Beckman Coulter, Inc.) y un anticuerpo anti-NK1.1 marcado
con PE (producido por Beckman Coulter, Inc.).
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Por la administracion oral de la composicion de células bacterianas, se redujeron las proporciones
de células T y B en los linfocitos y se incrementaron las proporciones de células NK y NKT (T destructoras naturales)
(Tabla 10). Cuando se convirtieron en el numero de células, no se encontré influencia de la administraciéon oral de la
composicion de células bacterianas sobre el nimero de células T y de células B (Tabla 11). Sin embargo, el nimero de
células NK se incrementd 3,5 veces y el numero de células NKT se incrementd 3,8 veces. Por consiguiente, la
administracion oral a los ratones de la composicion de células bacterianas acelera su funcién inmune.

Tabla 9. PBBS (solucion de sales equilibrada tamponada con fosfato) (0,1% de BSA afiadido)

NaCl 7,20 g
KCI 0,32g
Na;HPO4 1,15¢
PH2PO4 0,209
CaCl, 0,14 g
MgCl2:6H.0 0,20g
MgSO,-7H20 0,20g
Glucosa 1,00 g
BSA 1,009
H20 Hasta 1 litro

Todos los productos fueron producidos por Kanto Chemical, excepto la BSA (producida por Wako
Pure Chemical Industries).

Tabla 10. Proporcion de linfocitos existentes

Grupos Células T (%) Células B Células NK Células NKT Otros

(%) (%) (%) (%)

Grupo control 17,2 53,4 4.6 0,8 241
Grupo de ensayo 16,5 42,3 14,4 2,5 244

Tabla 11. Numero de linfocitos

Grupos Células T Células B Células NK Células Otros
NKT
Grupo control 8,9x10° 2,8x10" 2,4x10° 3,9x10° 8,0x10"
Grupo de administracion 9,5x10° 2,5x10’ 8,4x10° 1,5x10° 7,1x107

Ejemplo 4. Efecto preventivo de la infeccion por patégenos

Campylobacter es una bacteria causante del envenenamiento por alimentos, que es tomada
oralmente a partir de las heces o de alimento contaminado y que se establece en el tracto intestinal. Por consiguiente,
se examino si Butyrivibrio fibrisolvens cepa MDT-1 tenia o no efecto para prevenir la infeccion.

Se utilizaron como animales de ensayo ratones Jcl:ICR machos de 5 semanas de edad (CLEA
Japan, Inc.) y el ensayo se llevé a cabo con 10 animales por grupo.

La composicién de células bacterianas obtenida mediante el método descrito en el Ejemplo 1 fue
administrada oralmente a los ratones de manera forzada utilizando un tubo gastrico. Al grupo control se administré una
porcion de 0,2 ml (‘IO9 UFC/ml) de la solucion de NaCl al 0,8% y se administré la misma porcion de la composicién de
células bacterianas al grupo de administracién. La administracion se llevé a cabo continuamente durante 3 dias y
comenzo 4 dias antes de la infeccion. Dos dias después de ello, se inoculd oralmente la cepa 11580-3 de Campylo-
bacter coli (original de aves de corral domésticas) en porciones de 0,2 ml (107 UFC/ml). La composicion de células
bacterianas fue administrada continuamente durante 4 dias, comenzando el dia siguiente de la infeccion, de la misma
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manera que antes de la infeccién. Cada animal fue sacrificado el dia 5 después de la infeccion y anatomizado para
recoger las heces del ciego. Se diluyeron con NaCl al 0,8% mediante un sistema de diluciones seriadas de 10 veces y
se aplicaron a un medio de agar sangre de carnero al 10% para Campylobacter (Japan Becton Dickinson and
Company). Después de 48 horas de cultivo a 42°C en un incubador anaerdbico, se contd el nimero de células viables
(colonias) para calcular el nimero de células de Campylobacter por 1 g de heces del ciego (log UFC/g).

No se observaron casos mortales ni en el grupo control ni en el grupo administrado con la
composicion de células bacterianas.

Segun se muestra en la Tabla 12, el nUmero de células de Campylobacter en las heces del ciego
era 8,27 log UFC/g de media (de 7,88 a 8,82 log UFC/g) en el grupo control y 6,96 log UFC/g de media (de 4,79 a 8,69
log UFC/g) en el grupo administrado con la composicion de células bacterianas. En comparacion con el grupo control, el
grupo administrado con la composicidn de células bacterianas mostré una reduccion significativa de 1,31 log UFC/g.

Sobre la base de los resultados anteriores, la infecciéon con Campylobacter se redujo cuando se
administré la composicion de células bacterianas. Esto es, se reveld que puede efectuarse la prevencién o la reduccion
de la infeccién mediante la toma continua de la composicion de células bacterianas.

Tabla 12. Efecto preventivo de la infeccidon por Campylobacter

Numero de células de C. coli en el ciego (log UFC/g)

Media £ S.D.
Grupo Control 8,27 £ 0,30
Grupo Administrado con la Composicién de Células Bacterianas 6,96 + 1,47

Existe diferencia significativa: P<0,05

Ejemplo 5. Efecto preventivo de la enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) tal como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn,
es una enfermedad intratable. Por consiguiente, se examind si Butyrivibrio fibrisolvens cepa MDT-1 tenia o no un efecto
similar.

Se utilizaron como animales de ensayo ratones Jcl:ICR machos de 4 semanas de edad (CLEA
Japan, Inc.) y el ensayo se llevé a cabo con 6 animales por grupo.

La composicion de células bacterianas obtenida mediante el método descrito en el Ejemplo 1 fue
administrada oralmente a los ratones de manera forzada utilizando un tubo gastrico. Al grupo control se administré una
porcion de 0,1 ml (109 UFC) de la solucién de NaCl al 0,8% y la misma porcién de la composicidn de células bacterianas
fue administrada al grupo de administracion. La administracion se llevd a cabo continuamente durante 3 dias.

Con el fin de inducir la IBD, se disolvié dextran sulfato de sodio (DSS; producido por MP BiomedilJ
cal) en el agua de bebida a una concentracion del 3% (p/v) y se dej6 que los ratones la tomaran libremente. La
administracion de DSS se llevé a cabo durante 7 dias, empezando el dia siguiente de los 3 dias de administracion
continua de la composicion de células bacterianas. El octavo dia, cada ratén fue sacrificado y anatomizado para medir la
longitud y la masa del tracto intestinal.

El calculo del indice de actividad de la enfermedad (DAI) se llevé a cabo de la siguiente manera.
Concretamente, se evalud la reduccion del peso corporal, la forma de las heces (grado de diarrea) y la presencia de
sangre oculta en 5 niveles de 0 a 4. En este caso, los sintomas graves fueron evaluados por los valores mas elevados.
Se utilizé como DAl el valor calculado dividiendo el nimero total de estos tres puntos de medida entre 3.

El método de medida de la mieloperoxidasa (MPO) se llevo a cabo de la siguiente manera. Esto
es, una porcion de 6 cm de longitud de la parte terminal del intestino grueso fue suspendida en tampdn fosfato 20 mmol|
les/l (pH = 6,0) que contenia 5 ml/l (v/v) de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HTAB; un surfactante) (producido por
Wako Pure Chemical Industries) y sometida a desintegraciéon ultrasonica. Después de centrifugar (15.000 rpm, 15
minutos), una porcion de 0,1 ml del sobrenadante fue mezclada con 2,9 ml de tampén fosfato 20 mM (pH = 6,0) que
contenia guayacol (producido por SIGMA) 20 mM y 5 ml/l de peréxido de hidrégeno (producido por Kanto Chemical Co.,
Ltd.) y se midié el cambio de la absorbancia a una longitud de onda de 460 nm y se utiliz6 como actividad MPO.

Segun se muestra en la Tabla 6, el peso corporal se redujo por la administracion de DSS, pero el
grado de reduccién se redujo en los ratones que habian sido administrados oralmente con la composicion de células
bacterianas.

13



ES 2358 746 T3

Tabla 13. Cambios en el peso corporal de los ratones por la administracion de DSS y B. fibrisolvens

Admoén.  Admoén. B. Peso corporal de los ratones (g) (n = 6)
fibrisolvens
DSS Dias de administracién de DSS
Antes 1 2 3 4 5 6 7
de la
Admon.

- - 28,1° 29,4° 29,7° 30,0° 31,3 31,8° 32,5° 33,7°
+ - 28,17  29.08°  29,3° 29,5° 29,7° 29,5° 28,2° 26,5°
+ + 28,0° 29,0° 29,4° 29,8° 29,9° 30,2° 29,9° 30,2°

a — c: El signo opuesto muestra la presencia de una diferencia significativa (P<0,05, n = 6)

Aunque tras la administracion de DSS se observd un incremento del bazo, una reduccion del
higado y un acortamiento del intestino grueso, el grado de estos cambios se redujo por la administracion de la
5 composicion de células bacterianas (Tabla 14).

Tabla 14. Pesos del bazo y del higado y longitud del tracto intestinal de ratones a los que se habia administrado DSS o
B. fibrisolvens

Administracién de  Administracién de B. Peso de 6rganos (g) Longitud del tracto
DSS fibrisolvens intestinal
Bazo Higado (Colon-recto) (cm)
- - 0,11% 2,35° 11,2°
+ - 0,24° 1,56° 7,2°
+ + 0,17° 1,99 8,9°
a-c: El signo opuesto muestra la presencia de una diferencia significativa (P<0,05, n = 6)

Ademas, a partir de los valores del DAI obtenidos mediante la conversion en valores numéricos de

10 la reduccion del peso corporal, de la forma de las heces y de la presencia de sangre oculta, se considerd que las con(J

diciones de la enfermedad habian sido aliviadas por la administracion de la composicién de células bacterianas (Fig. 2).

Adicionalmente, la actividad MPO del tejido del tracto intestinal de los ratones a los que se habia administrado la

composicion de células bacterianas se redujo en un 40% aproximadamente respecto a la de los ratones a los que se

habia administrado DSS solo (Tabla 15). Sobre la base de este resultado, se considerd que el grado de inflamacion era

15 bajo debido a la presencia de menos neutréfilos en el tracto intestinal de los ratones a los que se habia administrado la
composicion de células bacterianas.

Tabla 15. Actividad MPO en el tracto intestinal de los ratones a los que se habia administrado DSS o B. fibrisolvens

Administracion de DSS Administracion de B. fibrisolvens Actividad MPO relativa
- - 20°
+ - 100°
+ + 43°
a-c: El signo opuesto muestra la presencia de una diferencia significativa (P<0,05, n = 6)

Sobre la base del resultado anterior, la administracion oral de la composicidon de células bactell
20 rianas aliviaba los sintomas. Concretamente, se reveld que la enfermedad inflamatoria intestinal podia ser prevenida
cuando se tomaba de manera continua la composicion de células bacterianas.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2358 746 T3

Ejemplo 6. Actividad antialérgica

El nimero de células NK (destructoras naturales) del bazo se incremento por la administracion oral
a los ratones de Butyrivibrio fibrisolvens. Las células NK producen una citoquina, IFN-y. El IFN-y tiene la capacidad de
inclinar el equilibrio Th1/Th2 de células T cooperadoras hacia Th1. El equilibrio Th1/Th2 es un indice que se ve afectado
en la alergia. Por consiguiente, se examind si Butyrivibrio fibrisolvens era también eficaz o no en una enfermedad
alérgica midiendo la citoquina.

Butyrivibrio fibrisolvens cepa MDT-1 fue cultivado en 20 ml de medio sintético hasta que alcanzo la
metafase de la fase de crecimiento logaritmico. Las células bacterianas fueron lavadas una vez con PBS (un tampon
liquido) y recuperadas mediante precipitacion por centrifugacion, seguido por suspension en medio RPMI-1640
(producido por KOHJIN BIO) que contenia un 10% de suero bovino (JRH Bioscience), de tal manera que el numero de
células bacterianas fuera de 4 x 10’ células/ml.

Se extrajo el bazo de un raton y a partir del mismo se prepararon las células esplénicas. Después
de llevar a cabo la lisis de eritrocitos, las células fueron lavadas dos veces y suspendidas en medio RPMI-1640 (pro!]
ducido por KOHJIN BIO) que contenia un 10% de suero bovino (JRH Bioscience), a una densidad de 4 x 107 células/ml.
A una placa de cultivo, se afiadié una porcion de 0,5 ml de la suspensién de células esplénicas y a la misma se
afnadieron ademas 0,5 ml del liquido o medio bacteriano, seguido por incubacién durante 72 horas en un incubador con
un 5% de COs..

La determinacion de la citoquina se llevo a cabo de la siguiente manera. Concretamente, el liquido
del cultivo celular fue sometido a precipitacion por centrifugacién y el sobrenadante resultante fue utilizado como
muestra. La determinacion de la cantidad de IFN-y y de IL-4 se llevé a cabo utilizando un kit de ELISA (Amersham
Biosciences) de acuerdo con las instrucciones adjuntas al mismo.

Como resultado, la produccién de IFN-y fue incrementada por la adicion de Butyrivibrio fibrisolvens
cepa MDT-1. Por otra parte, la produccion de IL-4, que tiene la capacidad de inclinar el equilibrio Th1/Th2 hacia Th2, fue
disminuida (Tabla 16). Se considera que el equilibrio Th1/Th2 se inclina hacia el lado de Th1 por la presencia de
Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1. Por consiguiente, la administracion oral de Butyrivibrio fibrisolvens cepa MDT-1 es
también eficaz para enfermedades alérgicas.

Tabla 16. Cantidades relativas de las citoquinas IFN-y e IL-4 en células esplénicas de raton

Butyrivibrio fibrisolvens Cantidades Relativas (%)
(UFC) IFN-y IL-4
0 100 100
1x10° 596 15

Ejemplo 7. Influencia sobre la formaciéon de sarcoma

Con el fin de confirmar si existe 0 no un efecto inhibidor sobre un cancer formado en una region
distinta del intestino grueso, se examind la influencia sobre la formacién de un fibrosarcoma en ratones inducida por la
administracion subcutanea de 3-metilcolantreno (3-MC).

El ensayo se llevd a cabo en tres grupos: un grupo en el que no se administré 3-MC ni se
administré la composicion de células bacterianas (10 animales), un grupo en el que se administré6 3-MC pero no se
administrd la composicion de células bacterianas (13 animales) y un grupo en el que se administré 3-MC y se administrd
la composicion de células bacterianas (11 animales). A cada uno de los ratones Jcl:ICR de 4 semanas de edad (CLEA
Japan, Inc.), se administré oralmente de manera forzada una porcién de 0,1 ml (109 UFC) de la composicion de células
bacterianas obtenida mediante el método descrito en el Ejemplo 1, con una frecuencia de 3 veces por semana. Una
semana después de la primera administracion, 20 mg de 3-MC (SIGMA) fueron disueltos en 2,0 ml de aceite de oliva y
0,1 ml de los mismos (3-MC, 1 mg) fueron administrados subcutaneamente en el lado derecho del flanco. La misma
cantidad de aceite de oliva fue administrada al grupo control. La palpacién se llevé a cabo 1 semana después de la
administracion subcutanea y se considerd tumor un endurecimiento de 3 mm o mas de didmetro. La palpacion se llevé a
cabo durante 15 semanas. Adicionalmente, 3 animales de cada grupo fueron sacrificados 5 semanas después de la
administracion y se midio la composicion de linfocitos (células NK).

Se extrajo el bazo de cada uno de los ratones sacrificados y las células esplénicas fueron
suspendidas en PBS al que se habia afiadido un 0,1% de BSA (BSA/PBS) y lavadas mediante precipitacion por
centrifugacion. Después de eliminar los eritrocitos utilizando una solucion hipoténica (14 mmoles/l de NH4CI, 17
mmoles/l de Tris, pH 7,6), se llevé a cabo el lavado con BSA/PBS 2 veces. La suspension celular fue marcada por la
adicion de un anticuerpo hacia células T marcado con fluorescencia [anticuerpo anti-CD3 marcado con FITC, anticuerpo
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anti-CD19 marcado con PE, anticuerpo anti-NK1.1 marcado con PE, anticuerpo anti-CD4 marcado con FITC o
anticuerpo anti-CD8 marcado con PE (Beckman Coulter, Hialeah, Florida)]. Se conté el nimero de linfocitos marcados
utilizando citometria de flujo (FACSCalibur, Becton Dickinson).

Efecto sobre la formacion de fibrosarcoma inducida por 3-MC

Segun se muestra en la Fig. 3, no se encontré la formacion de tumores en los ratones a los que se
habia administrado subcutaneamente aceite de oliva. En el grupo de ensayo al que se administré 3-MC solo, el tumor
comenzo a aparecer la 5% semana después de la administracién de 3-MC. La tasa de formacién de tumores en este
punto de tiempo era del 20%. La tasa de formacién continué incrementandose posteriormente, y el tumor se habia
formado en todos los ratones en la 92 semana después de la administracion de 3-MC. Por otra parte, la tasa de
formacion de tumores en el grupo al que se habia administrado la composicion de células bacterianas era del 0% en la
52 semana y del 50% en la 92 semana. Adicionalmente, la tasa de formacién era del 75% incluso después de 15
semanas. Sobre la base de este resultado, se confirmé que la administracion oral de la composiciéon de células bacl
terianas tenia el efecto de retrasar o suprimir la formacién de tumores inducida por 3-MC en ratones. A este respecto, el
tratamiento con 3-MC y la administracion de la composicion de células bacterianas no tuvieron efecto sobre la ganancia
de peso corporal de los ratones (Fig. 4).

Influencia sobre la composicion de linfocitos esplénicos

Con el fin de confirmar si las células NK estaban o no implicadas en el retraso o en la supresion de
la formacion de tumores por la composicién de células bacterianas, se midié la composicion de linfocitos del bazo.
Como se habia considerado que era necesario un cierto periodo de tiempo para mostrar el efecto de la composicion de
células bacterianas, la medida de los linfocitos se llevd a cabo justo antes del inicio de la formacion del tumor,
concretamente 4 semanas después de la administracién de 3-MC. No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos de ensayo, en términos del peso corporal, del peso del higado y del bazo y de la cantidad de pienso ingerida,
después de 4 semanas (Tabla 17). Sin embargo, la proporcion de células NK y la proporcion de células NKT
incrementaron significativamente por la administracion de la composicidn de células bacterianas (Tabla 18).

Tabla 17. Peso corporal, pesos del higado y del bazo y cantidad ingerida de pienso

3-MC Composicion de Peso (g) Cantidad
células bacterianas ingerida de
Corporal Higado Bazo pienso

(g/ratén/dia)

No administrado No administrada 35,1+£0,79 2,2+0,1 0,101+0,009 3,3
Administrado No administrada 36,5+0,67 2,2+0,1 0,109+0,036 3,1
Administrado Administrada 35,4+0,96 2,2+0,1 0,098+0,025 3,3

Tabla 18. Efecto de la administracion de 3-MC y de la composicion de células bacterianas sobre la composicion de
linfocitos esplénicos

3-MC Composicion de Proporcion de linfocitos esplénicos (%)
células
bacterianas Células T CD4 CD8 Células B Células Células
NK
NKT
No administrado No administrada  41,645,1 33,0#5,3 7,940,5 51,0#4,5 3,1+0,8 0,03%0,0
2
Administrado No administrada  40,2+5,8 25,7+29 7,3+0,6 51,5+4,1 5,0+04 0,33+0,2
1
Administrado Administrada 39,8+5,3 26,9+3,1 7,9+1,3 50,9+3,2 8,0+0,7 0,66x0,1
4

Se considera que las células NK tienen una funciéon importante en la etapa inicial de la
carcinogénesis. Adicionalmente, se ha informado sobre la posibilidad de que la carcinogénesis esté controlada por el
incremento de la actividad citotoxica de las células NK. Adicionalmente, segun se muestra en el Ejemplo 3, se confirmé
que el equilibrio Th1/Th2 en el bazo se inclinaba hacia el lado Th1 por la administracién oral de la composicién de
células bacterianas. Como se sabe que una citoquina de Th1, IFN-a, acelera el crecimiento de las células NK, se
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considera que las células NK aumentan y, como resultado, retrasan o suprimen la formacién del cancer.

Sobre la base de los resultados anteriores, se confirmé que un cancer en una region distinta del inL
testino grueso puede ser también suprimido por la administracion oral de la composicion de células bacterianas.

Aplicabilidad Industrial

La presente invencién proporciona una composicion de células bacterianas con actividad antican(]
cerosa, efecto inmunoestimulante, efecto preventivo y de tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal, efecto
preventivo de la infeccidn por patégenos, efecto preventivo y de tratamiento de enfermedades alérgicas, etcétera.
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REIVINDICACIONES

1.- Una cepa de Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1 depositada como FERM BP-10463 en el
International Patent Organism Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology.

2.- Una composicion de células bacterianas que contiene células bacterianas de la cepa
Butyrivibrio fibrisolvens MDT-1 de acuerdo con la reivindicacién 1.

3.- Una preparacion farmacéutica que contiene la composicién de células bacterianas de acuerdo
con la reivindicacion 2 como ingrediente activo.

4.- Un aditivo alimentario que contiene como ingrediente activo la composicién de células
bacterianas de acuerdo con la reivindicacion 2.

5.- Una preparacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3 para inhibir el desarrollo del
cancer.

6.- Una preparacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacidon 3 para inmunoestimulacion.

7.- Una preparacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3 para la prevencion y/o el tratal |
miento de una infeccién por un patdgeno.

8.- Una preparacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3 para la prevencion y/o el tratal
miento de una enfermedad inflamatoria intestinal.

9.- Una preparacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3 para la prevencion y/o el tratal
miento de una enfermedad alérgica.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es Gnicamente para la conveniencia del lector. No
forma parte del documento de patente europea. Aungue se ha tenido un gran cuidado al compilar las referencias, no pueden
excluirse errores u omisiones y la EPO renuncia a toda responsabilidad a este respecto.
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debate. Gastroenterology, 1997, vol. 112, 1036-1040 [0009]

- Kanauchi, O. y col. Modification of intestinal flora in the treatment of inflammatory bowel disease. Curr. Pharm. Des.,
2003, vol. 9 (4), 333-346 [0009]

- Nakanishi, S. y col. Effects of high amylose maize starch and Clostridium butyricum on metabolism in colonic
microbiota and formation of azoxymethane-induced aberrant crypt foci in the rat colon. Microbiol. Immunol., 2003, vol. 47
(12), 951-958 [0009]

- Shane, B.S. y col. Cellulolytic bacteria occurring in the rumen of sheep contained to low-protein teff hay. J. Gen.
Microbiol., 1969, vol. 55, 445-457 [0016]
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