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DESCRIPCION

Inhibicién del crecimiento y eliminacién del staphylococcus aureus resistente a la meticilina por bacterias acido
lacticas

Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con la inhibicion del crecimiento del staphylococcus aureus resistente a la
meticilina por bacterias acido lacticas.

Antecedentes de la invencion

Las bacterias acido lacticas (LAB) son bacterias Gram-positivas que producen acido lactico, mediante la
fermentacién de la glucosa. Las bacterias &cido lacticas han sido ampliamente utilizadas en productos alimenticios
fermentados en todo el mundo durante muchos siglos y se ha demostrado que muestran diferentes funciones
bioldgicas benéficas. Algunas bacterias acido lacticas también se conocen como probidticos. De acuerdo con la
Organizaciéon Mundial de la Salud, el término "probidticos" describe los microorganismos vivos que confieren un
beneficio de salud a un huésped. Las especies mas frecuentemente utilizadas son Lactobacillus spp., Bifidobaterium
spp. y Saccharomyces spp. Un nimero de mecanismos de accion han sido propuestos para explicar la eficacia de
los probidticos. Estos mecanismos incluyen la produccion de sustancias antimicrobianas, competencia para la
colonizacion gastro-intestinal asi como para nutrientes disponibles, produccién de bacteriocinas antimicrobianos,
inmunomodulacion y promocion de digestién de la lactosa (Lu et al., 2001; D’'Souza et al., 2002; Alvarez-Olmos et
al., 2001).

Los antibidticos han disminuido sustancialmente la morbilidad y mortalidad a partir de infecciones bacterianas en el
siglo 20. Sin embargo, los microorganismos estan mostrando mas y mas resistencia a los antibiéticos existentes.
Este fendmeno de resistencia a los antibiéticos es una grave amenaza para la salud publica. Los probioticos pueden
actuar como agentes bioterapéuticos y ayudar a resolver los problemas de salud publica relacionados con la
resistencia a los multifarmacos. El Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) es una cepa especifica
de bacterias que muestra resistencia a muchos antibiéticos incluyendo la meticilina. Las infecciones con MRSA por
lo general se adquieren en la atencién sanitaria (infecciones nosocomiales) y entornos comunitarios. Aunque las
cepas de Staphylococcus aureus usualmente utilizan tres proteinas de enlace de la penicilina (PBP) en la sintesis de
su pared celular, aquellas que son resistentes a la meticilina (MRSA) posee una PBP complementaria, PBP2a,
codificada por el gen mecA que permite a las células crecer en la presencia de meticilina, oxacilina y otros
antibiéticos beta-lactamicos (Martins et al., 2007).

Se estima que mas del 90% de las infecciones por Staphylococcus aureus son resistentes a la meticilina y otros
antibiéticos (Mathur and Singh, 2005). La falta de eficacia de varios antibioticos y la mayor prevalencia de MRSA se
ha convertido un importante problema de salud publica y la resistencia del Staphylococci a la meticilina es un
problema de proporciones mundiales. Existe una clara necesidad de nuevos agentes antibacterianos para controlar
la resistente a la meticilina del Staphylococcus aureus. Tales agentes proporcionarian significante valor terapéutico
para la prevencion, reduccién y/o tratamiento de infecciones de MRSA. La presente invencién tiene por objeto
satisfacer estas y otras necesidades.

La presente descripcion se refiere a un nimero de documentos, cuyo contenido se incorpora en este documento por
referencia en su totalidad.

Resumen de la invencién

En un aspecto de esta, la presente invencidn se relaciona con el uso de al menos una cepa de bacterias acido
lacticas para inhibir (reducir, disminuir, descender, aliviar, eliminar) el crecimiento de un Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina y/o para tratar una infeccién con Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

En un segundo aspecto de esta, la presente invencion se relaciona con un método para inhibir el crecimiento de un
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y/o tratar una infeccién por Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina. El método puede comprender la administracion de una cantidad efectiva de al menos una cepa de
bacterias acido lacticas a un sujeto con necesidad de esta.

En un tercer aspecto de esta, la presente invencion se relaciona con un kit para inhibir el crecimiento de un
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y/o tratar una infeccion por Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina. El kit puede comprender al menos un contenedor que contiene al menos una cepa de bacterias acido
lacticas.

En un cuarto aspecto de esta, la presente invencién se relaciona con una composicion para utilizar en la inhibicién
del crecimiento de un Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. La composicion puede comprender una
cantidad efectiva de al menos una cepa de bacterias acido lacticas y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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En un quinto aspecto de esta, la presente invencion se relaciona con el uso de una composicién que comprende una
cantidad efectiva de al menos una cepa de bacterias acido lacticas y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para
inhibir el crecimiento de un Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y/o para tratar una infeccién por
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

Breve descripcion de los dibujos
En los dibujos que ilustran las modalidades ejemplares no-limitativas de la presente invencion,

FIG. 1 muestra la deteccion de los genes coa (117bp) y mecA (214bp) en todos los aislados clinicos evaluados y la
cepa control S. aureus, C+ representan un control positivo de PCR, C- representa un control negativo de PCR, M
representa un marcador de peso molecular y S representa el Estandar ATCC de la cepa de MRSA, ATCC 43300;

FIG. 2 muestra la actividad antibacteriana del Lactobacillus casei en aislado clinico de MRSA #43 (panel A) o
Estandar ATCC de MRSA 43300 (panel B);

FIG. 3 muestra la actividad antibacteriana del Lactobacillus casei (panel A) y Lactobacillus acidophilus (panel B) en
el aislado clinico de MRSA #43.

Descripcion detallada de la invencion

Con el fin de proporcionar una comprension clara y consistente de los términos utilizados en la presente divulgacion,
un nimero de definiciones se proporcionan a continuacion. Por otra parte, a menos que se defina de otra manera,
todos los términos técnicos y cientificos que se utilizan en este documento tienen el mismo significado como se
entiende comunmente por un experto en el oficio al que pertenece esta investigacion.

Como se utiliza en la especificacion y la(s) reivindicacion(s), las palabras “que comprende” (y cualquier forma de que
comprende, tal como “comprenden” y “comprende”), “que tiene” (y cualquier forma de que tiene, tal como “tienen” y
“tiene”), “que incluye” (y cualquier forma de incluyendo, tal como “incluyen” y “incluye”) o “que contiene” (y cualquier
forma de que contiene, tal como “contienen” y “contiene”), se incluyen o son abiertas y no excluyen otros, elementos
no referidos.

En un aspecto de esta, la presente invencion se relaciona con el uso de al menos una cepa de bacterias acido
lacticas para inhibir (reducir, disminuir, descender, aliviar) el crecimiento de un Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina y/o para tratar una infeccién por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

En la presente invencidn, una cepa de bacterias acido lacticas puede ser un Lactobacillus. En otra modalidad, una
cepa de bacterias acido lacticas puede ser Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y/o una mezcla de estas.
Cualquiera de las cepas de Lactobacillus acidophilus o Lactobacillus casei puede ser utilizada siempre y cuando no
muestre efectos nocivos. Estas cepas pueden ser de origen comercial y se pueden comprar a los fabricantes de
fermentos lacticos. En otra modalidad, una cepa de Lactobacillus acidophilus puede comprender la cepa 1-1492
depositada el 15 de Noviembre, 1994 en Collection Nationale of Cultures of Microorganismes (CNCM; Institut
Pasteur, 28 Rue du Docteur Roux, F-75724, Paris, CEDEX 15) de acuerdo con las condiciones del Tratado de
Budapest.

Por "mezcla" se entiende la combinacién de las cepas de las bacterias acido lacticas en cualquiera de las
proporciones dadas. La mezcla de la presente invencién puede comprender la cepa L. acidophilus 1-1492. Por
ejemplo dicha mezcla puede comprender aproximadamente 95% de la cepa L .acidophilus 1-1492 y/o
aproximadamente 5% de L. casei. En otro ejemplo, una mezcla puede comprender por ejemplo y sin limitacion, de
aproximadamente 25% a aproximadamente 100% (25% a 75%, 33% a 75%, 50% a 75%, 65% a 75%, 75% a 99%
de L.acidophilus- tal como la cepa 1-1492). En una modalidad de la invencién, la proporcion de L. acidophilus es
superior de 60%. La presente invencién se relaciona con, y se incorpora explicitamente en este documento, cada
uno y todos los miembros especificos y la combinacién de las proporciones de la cepa de bacterias acido lacticas
gue sea.

Se debe entender en este documento que por "inhibiciéon" se entiende un proceso por el cual los microorganismos
(Staphylococcus aureus resistente a la meticilina) y/o las infecciones (por ejemplo, una infeccién por Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina) se puede reducir, retrasar, prevenir y/o impedir. Dicha inhibicién puede ocurrir en
cualquier momento después del contacto de una cepa de bacterias &cido lacticas con MRSA. Por ejemplo, la
inhibicion puede ocurrir de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 72h después del contacto. La presente
invencion se relaciona con, y se incorpora explicitamente en este documento, cada uno y todos los miembros
especificos y la combinacion de los sub-rangos del tiempo de contacto que sean. La inhibicién del (crecimiento de)
microorganismos (MRSA) puede ser parcial y/o completa (erradicacion). Por ejemplo, la inhibicion puede ser al
menos 50% de la inhibicién (o al menos 60%, o al menos 65%, o al menos 70%, o al menos 75%, o al menos 80%,
0 al menos 85%, o0 al menos 90%, o al menos 95%, o al menos 99%). En una modalidad de la presente invencion, el
crecimiento de MRSA se inhibe al menos en 99% (inhibicion completa; erradicacion). La presente invencion se
relaciona con, y se incorpora explicitamente en este documento, cada uno y todos los miembros especificos y los
sub-rangos de combinacion de inhibicion que sean. También se debe entender en este documento que por "tratar"
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se entiende un proceso por el cual los sintomas de infecciones (por ejemplo, una infeccién por Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina; una infeccion con una y/o mas de una cepa de Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina) no puede empeorar, puede permanecer estable, se puede reducir (reducir una infeccion por MRSA) y/o
se puede eliminar completamente (eliminar y/o erradicar una infeccion por MRSA).

En un segundo aspecto de esta, la presente invencion se relaciona con un método para inhibir el crecimiento de un
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y/o para tratar una infeccion por Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina. EI método puede comprender la administracion de una cantidad efectiva de al menos una cepa de
bacterias acido lacticas a un sujeto con necesidad de esta.

Un sujeto con necesidad de esta puede ser un mamifero (tal como un humano) infectado con, sospecha de estar
infectado con y/o con riesgo de estar infectado con un MRSA. Un sujeto con riesgo de estar infectado con un MRSA
puede incluir miembros de la familia o cualquier sujeto (mamifero; humano) que han estado cerca a un sujeto
infectado (mamifero; humano). La cantidad y/o concentracién de al menos una cepa de bacterias acido lacticas que
puede ser administrada a un sujeto con necesidad de esta puede ser una "cantidad efectiva". Una cantidad efectiva
de una cepa de bacterias acido lacticas es la cantidad necesaria para obtener resultados positivos sin causar efectos
excesivamente negativos en el sujeto al cual se le administra la cepa de bacterias acido lacticas (o una composicion
de estas). Una cantidad efectiva de una cepa de bacterias acido lacticas para inhibir el crecimiento de un MRSA es
una cantidad que es suficiente para inhibir de cualquier manera el crecimiento de MRSA ya sea total o parcialmente.
Una cantidad efectiva también puede abarcar tanto una "cantidad terapéuticamente efectiva" y/o una "cantidad
profilacticamente efectiva”. Una "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, a
dosificaciones y por periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico deseado, tal como una
reduccion en la progresion de la enfermedad (por ejemplo, una infeccion por MRSA) y/o alivio de los sintomas
asociados con una enfermedad. Una cantidad terapéuticamente efectiva puede variar en funcion de los factores
tales como el estado de la enfermedad, edad, sexo, y peso de un sujeto, y la capacidad de un agente para obtener
una respuesta deseada en un sujeto. Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar la
respuesta terapéutica 6ptima. Una cantidad terapéuticamente efectiva también aquella en la cual cualquier efecto
téxico o perjudicial del agente se compensa por los efectos terapéuticamente beneficiosos. Una "cantidad
profilacticamente efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, a dosificaciones y por periodos de tiempo necesarios,
para lograr el resultado profilactico deseado, tal como la prevencién y/o reduccion de la velocidad de la aparicién o
progresion de la enfermedad (por ejemplo, una infeccion por MRSA). Una cantidad profilacticamente efectiva se
puede determinar, segin se describe anteriormente para la cantidad terapéuticamente efectiva. Para cualquier
sujeto particular, los regimenes de dosificacion especificos se pueden ajustar con el tiempo de acuerdo con la
necesidad del sujeto y el juicio profesional de la persona que administra las composiciones.

Una cantidad efectiva puede ser administrada (a un sujeto con necesidad de esta) en una 0 mas administraciones,
de acuerdo con un régimen. El método de administracion privilegiado y la cantidad que preferiblemente puede ser
administrada pueden ser una funcién de muchos factores. Entre los factores que pueden influenciar esta eleccién
son, por ejemplo, la naturaleza exacta de los ingredientes, activos 0 no, que entran en una composiciéon y/o la
condicion, la edad y el peso de un sujeto con necesidad de esta. En una modalidad de la presente invencion, la
administracion puede ser administracion por via oral. En otra modalidad de la presente invencién, la administracion
puede ser por administracion (rectal) con supositorio. Como resultado de la administracion, las bacterias acido
lacticas se pueden encontrar en el tracto digestivo de un sujeto.

En un tercer aspecto de esta, la presente invencidn se relaciona con un kit para inhibir el crecimiento de un
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y/o para tratar una infeccién por Staphylococcus aureus resistente a
la meticilina. El kit puede comprender al menos un (uno o mas de un) contenedor que contiene al menos una cepa
de bacterias acido lacticas. El kit de la presente invencién adicionalmente puede incluir, si se desea, uno o muchos
componentes farmacéuticos convencionales, por ejemplo, contenedores que pueden comprender uno o muchos
vehiculos farmacéuticamente aceptables, o cualquier otro contenedor adicional que puede ser evidente para alguien
de habilidad en el oficio. Un kit de acuerdo con la presente invencion ventajosamente puede incluir instrucciones en
la forma de un folleto o de cualquier otro soporte, indicando las cantidades de la cepa de bacterias acido lacticas y/o
composiciones que se administran, las instrucciones para la administracion y/o las instrucciones para mezclar los
componentes dados.

En un cuarto aspecto de esta, la presente invencién se relaciona con una composicion para utilizar en la inhibicién
del crecimiento de un Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. La composicion puede comprender una
cantidad efectiva de al menos una cepa de bacterias acido lacticas y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Una "composicion" de acuerdo con la presente invencion puede ser en una forma sélida y/o una liquida, usual para
la administracion farmacéutica y/o nutricional. Mas particularmente, una composicién de acuerdo con la presente
invencion se puede presentar en una variedad de formas ingeribles, por ejemplo, leche, yogur, cuajada, leches
fermentadas, productos fermentados basados en leche, productos fermentados basados en soja, productos basados
en cereales fermentados, polvos basados en leche y/o formulas para bebés. La composicion puede ser administrada
en la forma de alimentos y/o suplementos alimenticios. Tales alimentos pueden ser concentrados de proteina tales
como aquellos utilizados en hospitales. En caso de una preparacién farmacéutica, el producto puede ser preparado
en formas de capsulas, comprimidos, suspensiones bacterianas liquidas, suplementos orales secos, suplementos
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orales himedos, alimentacion de tubo seco, alimentacion de tubo humedo, etc. En una modalidad de la invencién, la
composicion se puede obtener por la fermentacion de bacterias acido lacticas en un medio basado en leche. En otra
modalidad ejemplar de esta invencion, la composicién comprende productos Bio-K Plus™. Los productos Bio-K
Plus™ son productos de fermentacion lactica facilmente disponibles en el mercado y vendidos por la compafiia Bio-
K Plus™ International Inc. Para este proposito, el siguiente proceso puede ser utilizado.

En primer lugar, las cepas del Lactobacillus acidophilus (incluyendo cepa I-1492) y Lactobacillus casei se incuban en
un medio de fermentacion del tipo MRS de acuerdo con un programa estandar que comprende varias etapas. La
base lactea recombinada, que es parcialmente libre de lactosa y se desgasifica, se pasteriza durante 1.5 minutos a
95°C y se inoculan a 10%. Finalmente, se incuba de acuerdo con el siguiente programa:

1) la cepa 1-1492: 2 horas a 37°C
2) la cepa de acidophilus: 2 horas a 37°C y
3) la cepa casei: 1 hora a 37°C

El producto luego se co-fermenta en un medio y una atmdsfera anaerdbica durante 15 horas a 37°C (des gasificado
bajo COy).

Aunque el contenido de aminoacido total en dicha composicion es similar a la leche, los aminoacidos libres son
significantemente superiores. El nivel de péptidos comprendidos en la composicién de la invencion, que tiene un
peso molecular entre 1000 y 5000Da es alrededor 30% vy el nivel de péptidos pequefios que tienen menos de 10
residuos es aproximadamente 15%. Se conoce que dichos niveles de péptidos fortalecen, de una manera
sorprendente, los sistemas inmunes y digestivos.

Por "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se entiende un vehiculo que puede ser administrado a un sujeto, en
particular a un humano, con efectos secundarios poco o nada-negativo (toxico). Tal vehiculo puede ser utilizado para
diferentes funciones. Por ejemplo, puede ser utilizado como un agente de conservacion, solubilizacién,
estabilizaciéon, emulsificante, suavizante, colorante, odorizacion y/o como un antioxidante. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable de la invencidon abarca vehiculos nutricionalmente aceptables, es decir, cualquier
forma liquida y/o sélida de nutricibn que un organismo (tal como un mamifero; en particular un humano) puede
asimilar.

La presente invencion también se relaciona con el uso de una composicién que comprende una cantidad efectiva de
al menos una cepa de bacterias acido lacticas y un vehiculo farmacéuticamente aceptable en la fabricacién de un
medicamento para inhibir el crecimiento de un Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y/o para tratar una
infeccion por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

Los siguientes ejemplos ilustran las potenciales aplicaciones de la invencién y no tienen la intencion de limitar su
alcance. Se pueden hacer modificaciones y variaciones en esta sin apartarse del espiritu y alcance de la invencion.

EJEMPLO 1

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS CEPAS CLINICAS DEL STAPHYLOCOCCUS AUREUS
RESISTENTE A LA METICILINA (MRSA)

Diez aislados de S. aureus resistente a la meticilina clinicos fueron obtenidos (Shabnam Y, 2002) de diferentes
infecciones clinicas como se muestra en la TABLA 1.

TABLA 1 AISLAMIENTO DE CEPAS CLINICAS DEL MRSA

Aislado Clinico # | Sitio de Infeccidn Clinica
18 Nariz

22 Herida de pantorrilla
27 Herida del muslo

36 Pus abdominal

43 Pulmones

61 Vagina

64 Ojos

69 Nariz

75 Lengua

80 Pus de herida
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La sensibilidad a los antibiéticos de todas las cepas aisladas, fue evaluada de acuerdo con la metodologia estandar
sugerida por el Canadian Committee on Antibiotic Resistance (Shabnam Y, 2002). Todas las cepas se mostraron
gue eran sensibles a la vancomicina pero resistentes a los antibiéticos meticilina, oxacilina, eritromicina y cefazolina.
Las especies de Staphylococcus se dividen en Staphylococci positivo a la coagulasa, representadas por S. aureus, y
Staphylococci negativo a la coagulasa, que comprenden diferentes especies. La resistencia a la meticilina se
codifica por el gen mecA. Para confirmar la identidad de los aislados clinicos, su ADN gendmico fue aislado (kit de
aislamiento de ADN, Roche Applied Science) después de un cultivo de 24h en presencia de oxacilina a una
concentracion de 8ug/mL. EI ADN gendmico fue evaluado para la presencia o ausencia de los genes mecA y coa por
PCR (Novocastra kit-primer set NCL-SA-PS, Vision BioSystems Inc.). Los resultados se muestran en la FIG. 1.
Todos los aislados clinicos aislados fueron coa y mecA positivos.

EJEMPLO 2

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL L. ACIDOPHILUS 1-1492 Y L. CASEI EN AISLADO CLINICO DE MRSA #43
EN CULTIVOS LIQUIDOS MEZCLADOS

El efecto bioldgico del Lactobacillus acidophilus 1-1492 y Lactobacillus casei en el aislado clinico resistente a la
meticilina #43 fue estudiado en cultivos liquidos mezclados. El protocolo experimental fue de la siguiente manera. Un
pre-cultivo se preparé por incubacién de 500l de bacterias en 10ml de leche peptonada (Sigma) a 37°C durante
24h. La viabilidad de monocultivos con el tiempo se registré como se muestra en la TABLA 2 mediante la realizacion
de condiciones de cultivo continuo. Las unidades formadoras de colonias fueron determinadas por métodos estandar
mediante el recuento de las colonias formadas en el medio sélido de leche peptonada. Estos pre-cultivos sirvieron
como material inicial para cultivos mixtos.

TABLA 2 VIABILIDAD DE MONOCULTIVOS COMO UNA FUNCION DEL TIEMPO

TIEMPO DE INCUBACION (h) | L. ACIDOPHILUS 1-1492 | L. CASEI MRSA #43
X 108CFU/mL X 108CFU/mL | X 108CFU/mL
24 1.29 3.20 3.76

(continuacién)

TIEMPO DE INCUBACION (h) | L. ACIDOPHILUS I-1492 L. CASEI MRSA #43

X 10°CFU/mL X 10°CFU/mL X 10°CFU/mL
48 3.54 2.33 3.80
72 1.34 2.26 2.30

Los cultivos mixtos se prepararon en medio liquido por la mezcla de 100ul de L. acidophilus (1.3 X 10° células),
100ul de L. casei (3.2 X 10° células) y 100ul de MRSA, #43 (3.8 X 10° células) en 10ml de leche peptonada. Los
cultivos mixtos se cultivan por 24h, 48h y 72h y las CFU fueron determinadas utilizando agar de leche peptonada o
medio selectivo de MRSA (Agar de Manitol Salado-MSA). Como se muestra en la TABLA 3, después de 24h de
incubacién en la presencia de bacterias de L. casei y L. acidophilus, MRSA fueron inhibidos por mas del 99%
(eliminados). Estos resultados mostraron claramente el efecto inhibidor de una mezcla de bacterias &cido lacticas (L.
acidophilus y L. casei) en MRSA.

TABLA 3 RECUENTO DE MRSA VIABLE DESPUES DE LOS CULTIVOS MEZCLADOS

Tiempo de incubacion | Medio de Leche Peptona | MSA

(h) X 10% CFU/mL X 10° CFU/mL
24 3.65 2.99

48 2.12 0

72 1.07 0
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EJEMPLO 3

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL LACTOBACILLUS CASElI EN MRSA ATCC STD 43300 Y AISLADO
CLINICO DE MRSA #43

En la FIG. 2, el efecto inhibidor del crecimiento de Lactobacillus casei en, ya sea el aislado clinico de MRSA #43 o
Estandar de MRSA ATCC 43300 se compar6 con la cepa de las bacterias acido lacticas de Lactococcus lactis ssp
cremoris utilizando el método de prueba de susceptibilidad antimicrobiana (discutido en Jacobsen et al. 1999 and
Schellenberg et al. 2006). El protocolo experimental fue de la siguiente manera. 3ul de un cultivo de 24h de
Lactobacillus casei o una mezcla de estos se colocaron en una caja de Petri que contiene 7ml de agar Monn-
Rogosa-Sharpe (MRS) y se incubd a 37°C durante 24h en condiciones anaerdbicas. El siguiente dia, 200ul de un
cultivo de 24h del aislado clinico de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina #43, se adicionaron a una
mezcla 1:1 de Brain Heart Infusion (BHI) y MRS que contiene 0.7% de agar y fueron vertidos en la caja de Petri
previamente manchada. La caja de Petri fue incubada otra vez por 24h a 48h bajo condiciones aerébicas. Los
diametros de inhibicién luego se podrian calcular y la caja de Petri fue fotografiada para registrar los resultados. Solo
los agentes de inhibicion del crecimiento de MRSA pueden formar zonas de inhibicion al rededor de la region
inoculada. Lactobacillus casei mostré un efecto inhibidor del crecimiento, como se observa con una zona de
inhibicion de 2cm (panel A) y un efecto inhibidor del crecimiento en el Estandar de MRSA ATCC 43300 como se
muestra con una zona de inhibicion de 3cm (panel B). Por lo tanto Lactobacillus casei es efectiva en la inhibicion del
crecimiento de ambas la cepa de estandar de MRSA ATCC 43300 y el aislado clinico de MRSA. En los dos paneles,
la inoculacién del cultivo de bacterias acido lacticas del Lactococcus lactis spp cremoris no dieron lugar a la
inhibicion del crecimiento y ninguna zona de inhibicion se detect6 (flecha, FIG. 2). Por lo tanto, no todas las bacterias
acido lacticas inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y L. casei inhibe ambos el
estandar y el MRSA clinico.

EJEMPLO 4

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE L. ACIDOPHILUS [-1492 Y L. CASEI EN EL AISLADO CLINICO DE MRSA
#43

El efecto bioldgico de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei en el aislado clinico resistente a la meticilina
#43 fue estudiado utilizando pruebas de susceptibilidad antimicrobiana como se describe anteriormente para L.
casei. Como se muestra en la FIG. 3, ambos Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei inhibieron el crecimiento
del aislado clinico de MRSA #43 como se muestra por una zona de inhibicién de 2cm para el Lactobacillus casei
(panel A) y una zona de inhibicion de 3cm para el Lactobacillus acidophilus (panel B). Por lo tanto, ambas cepas de
las bacterias acido lacticas muestran un efecto inhibidor en el crecimiento de MRSA.

EJEMPLO 5

ACTIVIDADES ANTIBACTERIANAS DEL LACTOBACILLUS CASEI' Y LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS EN
VARIOS AISLADOS CLINICOS DE MRSA

El efecto inhibidor del crecimiento de L. casei y L. acidophilus fue evaluado en diez diferentes aislados clinicos de
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Tres experimentos independientes se realizaron y el diametro de
inhibicion promedio (med.) se muestra en la TABLA 4.

TABLA 4 EFECTO INHIBIDOR DE L. CASEI O L. ACIDOPHILUS EN AISLADOS CLINICOS DE MRSA

Aislado Clinico # | Didmetro de inhibicién (cm)

Lactobacillus acidophilus I- 1492 | Lactobacillus casei Lactococcus
cremoris

Expl | Exp2 | Exp3 | Media | Expl | Exp2 | Exp3 | Media

43 3 2.8 3 29 2 2.2 2 2 0

64 25 2.7 24 25 2 2.1 2.2 21 0

75 2 2 1.8 1.9 1.2 1.6 15 14 0

27 25 2.3 25 2.4 2 21 2 2 0

61 1.6 2 15 17 1.8 2 2 1.9 0

22 2.2 1.7 2 1.9 2 23 21 21 0

18 2 1.8 2 1.9 25 23 2 2.2 0

69 2.2 2 2 2 2.3 25 25 24 0

80 2 21 2 2 25 2.4 25 24 0

36 3 3 2.9 2.9 3 2.8 2.9 2.9 0
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No se detectd inhibicién utilizando el Lactococcus cremoris lo que demuestra que no todas las bacterias acido
lacticas tienen la propiedad de inhibicidon del crecimiento en Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. El
efecto de inhibicidn del crecimiento fue visto utilizando ya sea el Lactobacillus acidophilus o el Lactobacillus casei y
vario, dependiendo del aislado clinico de MRSA, de 1.7cm a 2.9cm para el Lactobacillus acidophilus, y de 1.4cm a
2.9cm para el Lactobacillus casei. En conjunto, estos datos mostraron claramente el efecto inhibidor del crecimiento
de Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei en mdltiples aislados clinicos de MRSA.

EJEMPLO 6

ACTIVIDADES ANTIBACTERIANAS DE MEZCLAS DE L. CASEI Y L. ACIDOPHILUS EN AISLADO CLINICO DE
MRSA #43

El efecto inhibidor del crecimiento de mezclas de Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus fue evaluado en
aislado clinico MRSA #43. Las mezclas comprendieron diferentes concentraciones de las dos cepas de lactobacilli
como se indica en la TABLA 5. Tres experimentos independientes se realizaron y los didametros de inhibicién
promedios (media) en centimetros se muestran en la TABLA 5. L. cremoris fue utilizada, como un control negativo.

TABLA 5 ACTIVIDADES ANTIBACTERIANAS DE LAS MEZCLAS DE L. CASEl Y L. ACIDOPHILUS EN
AISLADO CLINICO DE MRSA #43

Relaciones de Cepas | Diametro de inhibicion (cm)

L.a.:L.c. Lactobacillus acodophilus I-1492 (L.a) Lactobacillus casei (L. ¢) | Lactococcus cremoris
Expl Exp2 Exp3 Media

2:3 (4pl L.a.:6pl L.C) 25 33 3.0 2.9 0

4:1 (8pl L.a.:2ul L.c.) 3.0 3.5 3.3 3.2 0

3:2 (6pl L.a.:4pl L.c.) 3.0 25 3.5 3.0 0

1:1 (5ul L.a.:5ul L.c.) 3.5 3.3 3.6 3.4 0

1:4 (2ul L.a.:8ul L.c.) 2.6 3.0 2.7 2.7 0

*3ul de L. acidophilus representa 9 x 10° células

*3ul de L. casei representa 5 x10° células.

Los diametros de inhibicion variaron de 2.9cm a 3.4cm. La relacion que se obtiene de la zona de inhibicién més alta
fue la relacion 1:1 (volumen) en donde la mezcla consistié de aproximadamente 64% (de células totales) de células
de L. acidophilus y aproximadamente 36% de células de L. casei (de células totales). Estos resultados mostraron
claramente que las concentraciones relativas de las cepas de bacterias acido lacticas en una composicion puede
jugar un papel en favor de la inhibicion méaxima y que la combinacién de Lactobacillus casei y Lactobacillus
acidophilus es claramente inhibidora para el crecimiento de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

EJEMPLO 7

ACTIVIDADES ANTIBACTERIANAS DE L. CASEI Y L. ACIDOPHILUS EN MULTIPLES AISLADOS CLINICOS DE
MRSA

El efecto inhibidor del crecimiento de Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus fue evaluado en una mezcla de
los diez aislados clinicos de MRSA. Los pre-cultivos se prepararon por incubacion de L. acidophilus, L. casei y todas
las cepas de MRSA durante 24h a 37°C. La actividad antibacteriana fue evaluada como se describe anteriormente.
3ul de L. acidophilus 1-1492 representaron 3.8 X 10° células, 3pl de L. casei representaron 9.6 X 10° células y la
mezcla de ambas cepas represent6 6.7 X 10° células (3pl de alicuota de una mezcla de 6pl). Los aislados de MRSA
se combinaron por la mezcla de 500pl de cada uno de los pre-cultivos aislados juntos, para un volumen final total de
5ml. 200ul de la mezcla de 5ml, se adicionaron a 0.7% de agar-BHI adicionado a la capa de bacteria lactica (para un
total de 1.46 X 10’ células). La placa se incubd durante 24h a 37°C y los diametros de inhibicién fueron
determinados. L. cremoris fue utilizada como un control negativo mientras que MRSA ATCC 43300 sirvi6 como un
control positivo. Tres experimentos independientes se realizaron; las medias de los diametros de inhibicién en
centimetros, se muestran en la TABLA 6.
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TABLA 6 ACTIVIDADES ANTIBACTERIANAS DE L. CASEI Y L. ACIDOPHILUS EN MULTIPLES AISLADOS
CLINICOS DE MRSA

CEPA(S) DE LAB. DIAMETRO DE INHIBICION (cm)

Aislados Clinicos de MRSA (10) | MRSA A TCC 43300

Expl | Exp2 | Exp3 | Media | Expl | Exp2 | Exp3 | Media

L. casei + L. acidophilus 1-1492 1:1 | 3.2 3.5 3.3 3.3 - - - -

L. acidophilus 1-1492 3.0 3.2 3.0 3.0 3.0 2.6 2.7 2.7
L. casei 2.2 25 2.3 2.3 2.0 2.5 24 2.3
Lactococcus cremoris 0 0 0 0 - - - -

Los didmetros de inhibicion variaron de 2.3 a 3.3cm. Estos resultados mostraron claramente que las cepas de las
bacterias &cido lacticas (solas o en combinacion) inhiben més de uno de los (multiples) aislados clinicos de MRSA y
que la combinacion de Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus también es inhibidora del crecimiento de
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina multiple clinico.

EJEMPLO 8

ACTIVIDADES ANTIBACTERIANAS DE PREPARACIONES COMERCIALES BIO-K PLUS™ EN AISLADO
CLINICO DE MRSA #43

Los productos Bio-K Plus™, son productos de fermentos lacticos facilmente disponibles en el mercado y vendidos
por la compafiia Bio-K Plus™ International Inc. La actividad antibacteriana de dos productos comerciales Bio-K
Plus™ que comprenden L. acidophilus y L. casei, fue evaluada. Los productos fueron productos basados tanto en
leche fermentada como basados en soja fermentada. 3ul de cada producto fueron depositados en medio MRS y se
incubaron en condiciones anaerébicas durante 24h a 37°C (3ul de producto basado en leche: 9.9 X 10° células; 3ul
de de producto basado en soja: 4.5 X 10° células). MRSA #43 se prepar6 como se describe anteriormente. 200ul del
pre-cultivo de MRSA #43 fueron transferidos a 7ml de 0.7% de BHI y se vierte en la parte superior de una capa que
comprende bacteria del producto Bio-K Plus™ (MRSA #43 total: 8.7 X 10° células). Tres experimentos
independientes se realizaron y las medias de los didmetros de inhibicion en centimetros se muestran en la TABLA
7. L. cremoris fue utilizada como un control negativo mientras que MRSA ATCC 43300 sirvi6 como un control
positivo.

TABLA 7 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS PRODUCTOS BIO-K PLUS™ EN MRSA #43

Productos Bio-K Plus DIAMETRO DE INHIBICION (cm)

MRSA #43 MRSA ATCC 43300

Expl | Exp2 | Exp3 | Media | Expl | Exp2 | Exp3 | Media

Producto basado en laleche | 3.2 2.9 3.0 3.0 2.8 3.0 2.7 2.8

Producto basado en soja 25 2.3 25 2.4 2.0 2.3 1.8 2.0

Lactococcus cremoris 0 0 0 0 - - - -

Estos resultados muestran que ambos productos mostraron actividad inhibidora contra un aislado de MRSA clinico y
gue las bacterias acido lacticas, incluso en preparaciones de alimentos, inhiben el MRSA.

Aunque la presente invencion ha sido descrita por medio de modalidades ejemplares, se deberia entender por
aquellos de habilidad en el oficio que los cambios precedentes y otros, omisiones y adiciones se pueden hacer de
esta y en la misma, sin apartarse del espiritu y alcance de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para utilizar en un método para inhibir el crecimiento in vivo de un Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina, que comprende una cantidad efectiva de al menos una cepa de bacterias acido lacticas
seleccionada del grupo que consiste de Lactobacillus acidophilus 1-1492, Lactobacillus casei y una mezcla de estas
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. Una composicion para utilizar en el tratamiento de una infeccion por el Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina, que comprende una cantidad efectiva de al menos una cepa de bacterias acido lacticas seleccionada del
grupo que consiste de Lactobacillus acidophilus 1-1492, Lactobacillus casei y una mezcla de estas y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

3. La composicion de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la mezcla comprende 25% a 75% del
Lactobacillus acidophilus.

4. La composicién de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la mezcla comprende 33% a 75% del
Lactobacillus acidophilus.

5. La composicion de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la mezcla comprende 50% a 75% del
Lactobacillus acidophilus.

6. La composicion de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la mezcla comprende 65% a 75% del
Lactobacillus acidophilus.

7. La composicion de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en donde la mezcla comprende 75% a 100% del
Lactobacillus acidophilus.

8. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha composicion es para administracion
oral.

9. Uso de una composicién que comprende una cantidad efectiva de al menos una cepa de bacterias acido lacticas
seleccionada del grupo que consiste de Lactobacillus acidophilus 1-1492, Lactobacillus casei y una mezcla de estas
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable en la fabricacion de un medicamento para inhibir el crecimiento de un
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

10. Uso de una composicion que comprende una cantidad efectiva de al menos una cepa de bacterias acido lacticas
seleccionada del grupo que consiste de Lactobacillus acidophilus 1-1492, Lactobacillus casei y una mezcla de estas
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en la fabricacién de un medicamento para tratar una infeccién por
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

11. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, caracterizado en que la composicién comprende una mezcla de
Lactobacillus acidophilus 1-1492 y Lactobacillus casei.

11
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