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DESCRIPCION
Cuantificacién de la viabilidad de bacterias del acido lactico usando citometria de flujo
Campo de lainvencién

[0001] La presente invencion pertenece a un método de cuantificacion del nimero de células de bacterias del acido
lactico viables (LAB) en una muestra.

Antecedentes de lainvencién

[0002] Bacterias que fermentan azlcares con la produccion de &cidos en particular acido lactico como un
componente metabdlico mayor han sido conocidas por mucho tiempo. Tales bacterias se pueden encontrar en la
leche o productos lacteos, plantas vivas o en descomposicion pero también en el intestino del hombre y animales.
Generalmente, estas bacterias han sido referidas como "bacterias del acido lactico". Bacterias del acido lactico (LAB)
designan un grupo mas bien heterélogo de bacterias anaerébicas o microaerofilicas gram positivas no mdviles, que
fermentan azucar con la produccion de acidos incluyendo acido lactico y comprenden por ejemplo, los géneros
Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Pediococcus. Durante siglos, cultivos
iniciadores de siglos de bacterias del &cido lactico han sido usados en la produccién de productos alimentarios y de
alimentos para animales incluyendo la mayoria de productos lacteos y hoy en dia las bacterias del acido lactico son
esenciales en la produccion de todos los productos lacteos fermentados tales como yogur, queso y mantequilla.
Ademas las bacterias del acido lactico son muy usadas en la industria de procesamiento de la carne, en la industria
de fabricacion de vino, en la industria de fabricacion de zumo al igual que varias otras industrias. La publicacion de
una gran cantidad de informes documentando que varias bacterias lacticas afectan beneficiosamente al bienestar de
los seres humanos y/o animales han atraido incluso més interés para este grupo de bacterias. En particular, se ha
encontrado que cepas especificas de Lactobacillus o Bifidobacterium son capaces de colonizar la mucosa intestinal
y de asistir en el mantenimiento del bienestar de los huéspedes. Microorganismos vivos que cuando se administran
en cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud en el huésped, se denominan como organismos
probidticos, o probiéticos (FAO / WHO 2002).

[0003] El uso como cultivo iniciador y como probidticos implican que las LAB sean expuestas a varias condiciones de
tension que pueden afectar a su viabilidad. Ambos cultivos iniciadores y probidticos son por cuestiones practicas
frecuentemente proporcionados en una forma liofilizada. Es bien conocido en la técnica que el niumero de células
viables de bacterias del acido lactico es significativamente reducido durante el proceso de liofilizacién. Como las
actividades metabolicas que caracterizan las células vivas son esenciales para el uso como cultivos iniciadores y
como probidticos, el contenido de las células vivas deberia ser establecido para cada lote de un cultivo iniciador o
una composicién probidtica. Ademas, también es bien conocido que el numero de células vivas se reduce durante el
almacenamiento. Asi, para asegurar que los productos proporcionan células vivas suficientes el tiempo de
conservacion de los productos deberia ser controlado controlando la cantidad de células vivas en las pruebas
rapidas a intervalos regulares.

[0004] De forma convencional, el contenido de células viables ha sido realizado por la determinacion de unidades
formadoras de colonias (CFU) por la técnica de conteo sobre placa, en la que se sigue la formacién de colonias
visibles en un medio de crecimiento de agar apropiado.

[0005] Células vivas se caracterizan por un gradiente potencial eléctrico con el citosol siendo eléctrico negativo con
respecto al entorno exterior. El mantenimiento del potencial de membrana requiere un metabolismo de energia
activa en células eucariotas al igual que en células bacterianas. Como el gasto de energia metabdlica se requiere
para mantener potenciales, el potencial a través de la membrana de una célula deteriorada o moribunda se
disminuye en magnitud. En bacterias el potencial de membrana se disminuye o se pierde minutos después de la
eliminacion de fuentes de energia. El potencial de la membrana también disminuye o se pierde si la membrana
celular bacteriana se rompe o se dafia de otra manera por medios quimicos o fisicos (Shapiro; (1990) ASM news
56,584-588). Asi, el nivel del potencial de membrana es un indicador altamente sensible no sélo de la integridad de
membrana sino del estado general fisioldgico de la célula bacteriana individual.

[0006] Novo et al. (1999) describen un ensayo para determinar el potencial de membrana para células bacterianas
individuales. Basan su ensayo en el tinte fluorescente de yoduro de 3,3'-dietiloxacarbocianina (DiOC2(3); DIOC).
DiOC es lipofilico, pero también positivamente cargado. El tinte tifie las bacterias con fluorescencia verde, que refleja
supuestamente la distribucion de tinte por los lipidos en la membrana y constelaciones hidrofébicas de la célula. La
generacioén de energia celular conduce a un gradiente electroquimico a través de la membrana. El potencial eléctrico
(interno negativo) cambia la distribucién de DIOC por medio de una electroféresis hacia adentro. Como se discute
por Novo et al. (1999) la acumulacion de tinte probablemente conduce a la formacion de agregados de tinte en las
partes acuosas del citosol que resultan en un cambio a rojo en la emisién de fluorescencia del tinte que es indicativo
de células con un potencial de membrana "normal".
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[0007] La citometria de flujo (FCM) es una técnica rapida para andlisis de células individuales. En FCM, se analizan
células individuales a indices de 100 a 1000 por s ya que se soportan dentro de un fluido de flujo rapido que pasa
una fuente de luz laser tipicamente el dispersador de luz en angulo frontal (FSC), dispersador de luz en angulo
lateral (SSC), y la fluorescencia de células individuales a longitudes de onda seleccionadas son medidas.

[0008] Varias sondas diferentes fluorescentes han sido desarrolladas para la evaluacion de la viabilidad usando
técnicas de FCM. La bibliografia proporciona ejemplos del uso de sondas fluorescentes para controlar varios
pardmetros fisioldgicos tales como el contenido de ADN, actividad enzimética, respiracion, potencial de membrana,
pH intracelular, e integridad de la membrana a nivel de la célula individual (Bunthof, 2001 y Ben Amor, 2002).
Particularmente, se ha utilizado ampliamente en ensayos de viabilidad que se basan en la deteccion de la integridad
de membrana. Recientemente, no obstante, fue proporcionado que las determinaciones de CFU no parecen estar
relacionadas con los resultados obtenidos con el test de viabilidad basado en la integridad de la membrana celular
durante el almacenamiento de Bifidobacteria (Lathinen, 2005). Como se proporciona en el ejemplo 1 hemos
observado resultados similares con células de Lactobacillus durante el almacenamiento.

[0009] Para concluir, la determinacién de CFU es el método de referencia estandar para la prueba de viabilidad
usada para la industria lactea. Desafortunadamente, la determinacién de unidades formadoras de colonias es un
ensayo mas bien lento y de trabajo muy intensivo que ha demostrado ser muy dificil de automatizar. Asi, hay una
necesidad persistente de métodos que permiten una cuantificacién rapida y fiable de células viables y que se puede
correlacionar con el numero de CFU.

Resumen de lainvencién

[0010] El problema subyacente a la presente invencion fue proporcionar un método rapido y fiable de cuantificacion
de la cantidad de LAB vivas en una muestra. Fue deseado que el método de cuantificacién del nimero de células
bacterianas del &cido lactico (LAB) viables en una muestra fuera suficientemente "resiliente" a variaciones en los
tiempos de ensayo que es una caracteristica de cribado de alto rendimiento.

[0011] Para obtener un protocolo de evaluacion de la viabilidad de alto rendimiento eficaz hemos inventado un
método basado en FCM de cuantificacion de la viabilidad de LAB que faciimente se puede enlazar a un robot de
manipulacion de liquidos y por tanto automatizado. No obstante, para obtener un rendimiento satisfactorio las
distintas fases en el procedimiento deben ser realizados secuencialmente, el resultado siendo que el tiempo de
proceso de una muestra individual se aproxima a una hora, durante el cual el nimero de células viables en una
muestra desafortunadamente no es constante.

[0012] La presente invencidn se basa en el descubrimiento sorprendente de que el potencial de membrana celular
de células LAB es muy sensible a las condiciones reales bajo las cuales las células se tifien y se mantienen hasta
gue el analisis de FCM real es realizado, y ésta puede ser la razén por la que los métodos conocidos no funcionan
debidamente. Como se muestra en los ejemplos 2 y 3 la composicién de la mezcla de coloracion real es de gran
importancia para la resiliencia del ensayo. La 'resiliencia® del método analitico se refiere al grado de
reproductibilidad de resultados de la prueba obtenidos por el analisis de las mismas muestras (o similares) bajo una
variedad de condiciones de prueba normales, tales como en diferentes laboratorios, analistas diferentes,
instrumentos diferentes, cantidades diferentes de reactivos, diferentes tiempos transcurridos de ensayo |,
temperaturas de ensayo diferentes, dias diferentes, etc.

[0013] Asi, ha resultado sorprendentemente que cuando se mantienen las células bajo condiciones en las que el
potencial de membrana celular se mantiene sustancialmente constante durante la cuantificacion de FCM, es posible
proporcionar un método para evaluar la viabilidad de alto rendimiento. Es, no obstante, previsto que la invencion
nueva se puede usar en otros métodos de evaluacion de viabilidad donde una prueba fiable y rapida es deseada.

[0014] De acuerdo con esto, la invencion proporciona un método de cuantificacién del numero de células bacterianas
de acido lactico (LAB) viables en una muestra que es lo bastante "resiliente" a variaciones en los tiempos de ensayo
gue es una caracteristica de automatizacién segun la reivindicacion 1. El método comprende las fases de:

(1) mezclar dichas células LAB con un tinte, que se asocia con células de LAB individuales y que es indicativo del
potencial de la membrana celular de dichas células individuales y un medio de crecimiento complejo en una
concentracion que en 2% a 10% de la concentracion recomendada cuando se usa como un medio de crecimiento
para LABs;

(2) incubar las células bajo condiciones en las que células viables retienen dicho potencial de membrana celular
mientras que su crecimiento es inhibido,

(3) detectar una propiedad 6ptica de la composicion de tinte asociada a dichas células individuales; y

(4) cuantificar el nimero de células viables en la muestra.

Descripcion detallada

[0015] En un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un método de cuantificacion del niumero de células
de bacterias del acido lactico (LAB) viables en una muestra segun la reivindicacion 1 que incluye las fases de:
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1: mezclar dichas células LAB con un tinte, que se asocia con células de LAB individuales y que es indicativo del
potencial de membrana celular de dichas células individuales y un medio de crecimiento complejo en una
concentracion que en 2% a 10% de la concentracién recomendada cuando se usa como un medio de crecimiento
para LABs;

2: incubar bajo condiciones donde las células viables retienen dicho potencial de membrana celular mientras su
crecimiento es inhibido;

3: detectar una propiedad 6ptica de la composicion de tinte asociada a dichas células individuales; y

4: cuantificar el nUmero de células viables en la muestra.

[0016] La propiedad optica de la composicion de tinte puede ser detectada usando cualquier medio adecuado
conocido en la técnica. Un microfluorémetro se puede utilizar para medir la fluorescencia, pero la medicién se realiza
mas rapida y precisamente usando un citémetro de flujo. La metodologia de citometria de flujo y seleccion celular es
descrita por P.K. Horan y L.L. Wheeless, Jr. en Science, Vol. 198, paginas 149-157 (1977). Citdmetros de flujo que
emplean fuentes de luz laser de iones de argon son bien adecuados para las presentes mediciones. Tales
instrumentos se venden por diferentes fabricantes, y son capaces de seleccionar automaticamente células
basandose en diferentes criterios, por ejemplo, intensidad fluorescente, tamafio celular, longitud de onda de
fluorescencia, y longitud de onda o intensidad de absorcion.

[0017] La composicion de tinte que se mezcla con células LAB en la fase (1) pueden comprender cualquier tinte
adecuado conocido en la técnica. Adicionalmente, se ha descubierto por el presente inventor que es altamente
ventajoso si la composicion de tinte comprende ademas un medio de crecimiento complejo diluido. Medios de
crecimiento complejos son bien conocidos por los expertos en la técnica y un medio adecuado es MRS (de Man et
al. 1960). El propdsito de afiadir un medio de crecimiento diluido a la composicion de tinte es de mantener (retener)
un potencial de membrana en las células sin ninguna proliferacion significante de las células, es decir el crecimiento
activo de las células se inhibe y para obtener un grado de resiliencia de las células como se ha descrito
anteriormente. Obviamente, el grado de dilucién depende del tipo de LAB, los medios, condiciones de incubacion
etc. Tipicamente, los medios de crecimiento seran diluidos hasta una concentracion final en el intervalo de 2-10%
(vol/val), incluyendo un intervalo de 2-5% (vol/vol). De manera interesante, los presentes ejemplos muestran que una
dilucién debajo de 1% (vol/vol) no sostiene un potencial de membrana estable. Asi, una dilucion adecuada del medio
de crecimiento es una dilucién para una concentracion final de al menos 2%, tal dilucion hasta una concentracion
final de 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4%, 4,5%, 5% o incluso 6% (vol/vol).

[0018] Se prevé que el medio de crecimiento diluido y el tinte puede ser mezclado/contactado con las células bien en
una fase o en dos fases. Por consiguiente, la aplicacion se refiere a un método de cuantificacion del numero de
células de bacterias del acido lactico (LAB) viables en una muestra que incluye las fases de:

1: contactar dichas células LAB (o la muestra) con i) un tinte que se asocia con células de LAB individuales y que es
indicativo del potencial de membrana celular de dichas células individuales, y ii) y una composicién que hace que las
células viables retengan dicho potencial de membrana celular mientras su crecimiento es inhibido, y/o

contactar dichas células LAB (o la muestra) con una composicion de tinte que hace que las células viables retengan
dicho potencial de membrana celular mientras su crecimiento es inhibido, dicha composicién comprendiendo un tinte
gque se asocia con células de LAB individuales y que es indicativo del potencial de membrana celular de dichas
células individuales;

2: incubar las células;

3: detectar una propiedad 6ptica del tinte asociada a dichas células individuales; y

4: cuantificar el niumero de células viables.

[0019] Puede ser provechoso afiadir un carbohidrato tal como por ejemplo glucosa a la composicion de tinte que
comprende un medio de crecimiento diluido. El carbohidrato se puede adicionar en una concentraciéon que esté en el
intervalo de 0,5-10%, tal como en el intervalo de 1 - 10% incluyendo un intervalo de 2-5% vol/vol (concentracion
final).

[0020] Otra condiciéon que influencia la resiliencia de las células tal y como se define aqui es la temperatura durante
las fases de mezcla e incubacion. La temperatura aplicada se puede seleccionar con respecto a la temperatura de
crecimiento 6ptima de las células de LAB especificas. Tipicamente, la temperatura aplicada es inferior a la
temperatura 6ptima para el crecimiento. Una temperatura adecuada es al menos 10°C inferior a la temperatura de
crecimiento 6ptima de las células de bacterias del acido lactico.

[0021] En el presente contexto, la expresion "bacterias del &cido lactico" designa un grupo de bacterias Gram
positivas, catalasa negativas, anaerdbicas o microaerofilicas no moéviles que fermentan azicar con la produccion de
acidos que incluyen &cido lactico como el acido predominantemente producido, acido acético, acido férmico y acido
propidnico. Las bacterias del acido lactico mas utiles industrialmente se encuentran entre especies de Lactococcus,
especies de Streptococcus, especies de Enterococcus, especies de Lactobacillus, especies de Leuconostoc,
especies de Pediococcus y especies de Bifidobacterium.

[0022] ComUnmente, cepas de bacterias del acido lactico son generalmente divididas en organismos mesofilicos con
temperaturas de crecimiento éptimas a aproximadamente 30°C y organismos termofilicos con temperaturas de
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crecimiento 6ptimas en el intervalo de aproximadamente 40 a aproximadamente 45°C. Organismos tipicos
pertenecientes al grupo mesofilico incluyen Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subesp. cremoris, Leuconostoc
mesenteroides subesp. cremoris, Pediococcus pentosaceus, Lactococcus lactis subesp. lactis biovar. diacetylactis,
Lactobacillus casei subesp. casei y Lactobacillus paracasei subsp. paracasei. Especies bacterianas termofilicas de
acido lactico incluyen como ejemplos Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Lactobacillus delbrueckii
subesp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subesp. bulgaricus y Lactobacillus acidophilus.

[0023] Asi, temperaturas de crecimiento Optimas para el acido lactico bacteriano se encuentran dentro de un
intervalo de temperatura amplio tal como en un intervalo de 15°C a 50 °C. Una temperatura adecuada para el uso en
el presente método se selecciona en el intervalo entre 0°C a 40°C, tal como en un intervalo de 10 °C a 25°C,
incluyendo un intervalo entre 15 °C a 20°C. Como se ilustra en los ejemplos aqui la temperatura aplicada en el
presente método es una temperatura de 20-21 °C cuando el organismo es una LAB termofilica tal como aquellas
usadas en los ejemplos.

[0024] Como se ha mencionado precedentemente es una caracteristica esencial del presente método que las
células viables para ser cuantificadas retengan (mantengan) su potencial de membrana celular durante un
significante periodo temporal, es decir un periodo temporal que permita la manipulacién y deteccidn Optica de un
gran numero de muestras. Tipicamente, el potencial de membrana se mantiene al menos 10 minutos, tal como al
menos 20 minutos, tal como al menos 40 minutos, tal como al menos 50 minutos. El potencial de membrana se
puede retener al menos 1 hora, tal como al menos 1,5 horas, tal como al menos 2 horas o incluso al menos 3 horas.

[0025] La LAB para ser cuantificada respecto a la viabilidad segun el presente método se puede proporcionar en
cualquier forma conocida en la técnica. Cultivos de LAB vendidos comercialmente se pueden proporcionar en una
forma liofilizada. Cuando las células LAB son liofilizadas, o preparadas de otra manera para el almacenamiento,
puede ser provechoso aplicar una fase de rehidratacién y/o una fase de activacion previa a la fase de mezcla (1)
como se ha descrito anteriormente. La rehidratacion se puede realizar en cualquier medio acuoso adecuado tal
como por ejemplo agua, medio de crecimiento, una solucién tamponada etc. Las células pueden ser ademas
sometidas a una fase de activacion, tal activacion se realiza tipicamente sometiendo las células a condiciones que
preparan las células para el crecimiento activo. Una activacion adecuada comprende incubacion de las células en un
medio de crecimiento complejo. Si la fase de activacion comprende incubacion en un medio de crecimiento
complejo, es claro para el experto en la materia que antes de la cuantificacion la muestra conteniendo la LAB
deberia bien ser diluida para mantener la concentracién del componente de medio de crecimiento tan bajo que el
crecimiento bacteriano no sea sostenido, o bien las células LAB deberian ser aisladas por ejemplo por centrifugado
o filtracién.

[0026] Tintes adecuados para el uso en el presente método incluyen pero de forma no limitativa un tinte de cianina
"simétrico" y un tinte seleccionado del grupo de colorantes con las formulas:

a)
QLo
TholCHg 1Skt

donde Y designa O, S, o un grupo C(X)Z (donde X y Z independientemente designan hidrégeno o C1-C10 alquilo); m
y n independientemente designan un nimero entero entre 0 y 10,

y b)
0 o
@: P—CH=CH-CcH=X
Ve \

C H2 CHa CH 20 H3

[0027] También se describe una composicion utilizable para tefiir células de bacterias lacticas, dicha composicion
comprende:

a) un tinte; y
b) componentes que hacen que las células viables retengan (o retengan sustancialmente) su potencial de membrana
celular mientras su crecimiento es inhibido (o sustancialmente inhibido).

[0028] Es actualmente preferido que el tinte se asocie con la célula bacteriana, asi siendo indicativo del potencial de
membrana celular. La composicién puede comprender células bacterianas, ejemplos en tales composiciones son:
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[0029] Una composicién que comprende:

a) células de LAB;

b) un tinte que se asocia con células de LAB individuales y que es indicativo del potencial de membrana celular de
dichas células individuales; y

c) componentes que hacen que las células viables retengan (o retengan sustancialmente) dicho potencial de
membrana celular mientras su crecimiento es inhibido (o sustancialmente inhibido).

[0030] Una composicién que comprende:

a) células de LAB;

b) un tinte que se asocia con células de LAB individuales y que es indicativo del potencial de membrana celular de
dichas células individuales; y

c) componentes que hacen que las células viables retengan (o retengan sustancialmente) dicho potencial de
membrana celular mientras su crecimiento es inhibido (o sustancialmente inhibido), dichos componentes siendo un
extracto de levadura, un extracto de carne bovina, una peptona, una triptona o similar, tal como en una
concentracion de 0.05% a 0.25% (sustancia seca), y/o dichos componentes siendo los componentes de un medio
utilizable para el crecimiento de células de LAB (tal como MRS o MRS-CM), pero en una concentracion de 2% a
10% de la concentracién en comparacién a cuando se usan los componentes para la preparacion de un medio de
crecimiento.

[0031] El tinte puede ser un tinte tal como se ha definido anteriormente, o un tinte seleccionado del grupo que
consiste en: un tinte como se define en la reivindicaciéon 12; un tinte como se define en la reivindicacion 13; un tinte
como se define por Sims et al (1974); un tinte como se define por Novo et al (1999).

[0032] La composiciébn comprende componentes que son capaces de sostener la viabilidad celular, pero no son
capaces de sostener el crecimiento celular. Asi, la composicién puede contener componentes del grupo que consiste
en:

a) medios de crecimiento con extracto de levadura; extracto de carne bovina,; triptona; caldo MRS; y/o peptona;

b) caldo MRS; o0 MRS-CM.

[0033] Cuando la composicion comprende células de bacterias, tales células son preferiblemente seleccionadas de
las células definidas mas arriba.

[0034] Ademas, la aplicacion se refiere a una composicién que es obtenible por un método comprendiendo las fases
siguientes:

1: diluir un medio utilizable para crecimiento de células de LAB 10 a 50 veces, por ejemplo con un tampdn o agua;

2: afiadir tinte al medio diluido; y

3: afiadir células de LAB al medio diluido.

[0035] Ejemplos de medios de crecimiento, tintes y células de LAB han sido anteriormente descritos. La composicion
puede contener otros ingredientes, tales como un carbohidrato o una sal mineral.

[0036] También se describe un aparato que consiste en un detector (tal como un instrumento de citometria de flujo,
por ejemplo fluorescencia de deteccidn) operativamente conectado a un contenedor que comprende una
composicion de la aplicacion.

[0037] Una forma de realizacion interesante de la invencion se refiere a un método de cuantificacion del nimero de
células de bacterias del acido lactico (LAB) viables (p. ej. en una muestra) segun la reivindicacion 1 que incluye las
fases de:

1: preparar una composicion que comprende:

a) las células de LAB;

b) un tinte que se asocia con células de LAB individuales y que es indicativo del potencial de membrana celular de
dichas células individuales;

¢) un medio de crecimiento complejo en una concentracion que en 2% a 10% de la concentracion recomendada
cuando se usa como un medio de crecimiento para LABS,

2: incubar las células;

3: detectar una propiedad 6ptica del tinte asociada a dichas células individuales; y

4: cuantificar el nimero de células viables.

[0038] Mediante el término "componentes que hace que las células viables retengan (o retengan sustancialmente)
dicho potencial de membrana mientras que su crecimiento es inhibido (o sustancialmente inhibido)" deberia ser
entendido componentes que son capaces de sostener la viabilidad celular, pero no sostienen un crecimiento celular
(significante). Los componentes en 1c) pueden ser los componentes de un medio de crecimiento complejo tal y
como se define aqui, preferiblemente en una concentracion que es de 2% a 10% (calculado del conjunto de
composicién) de la concentracién recomendada cuando se usa un medio de crecimiento para LABs. Significa que la
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composicion se puede basar en por ejemplo un medio de crecimiento MRS diluido de 5 a 50 veces, o 10 a 50, tal
como con un tampén (p. ej. PBS) o agua.

[0039] Otras formas de realizacion interesantes del método de la invencion son:

- un método donde la composicion o composicion de tinte en la fase (1) comprende un medio de crecimiento, tal
como un medio de crecimiento complejo y/o diluido; especialmente donde el medio de crecimiento contiene extracto
de levadura; extracto de carne bovina; triptona; peptona; o caldo de MRS.

- un método donde la composicién de tinte comprende un medio de crecimiento a una concentracion que es 2-10%
vol/vol (concentracion final), preferiblemente 3-10, o

- un método donde la incubacion en la fase (2) se realiza a una temperatura, que es al menos 10°C inferior a la
temperatura de crecimiento 6ptimo de las células de bacterias del acido lactico, tal como a aproximadamente 10 °C;
aproximadamente 20°C; aproximadamente 25 °C, o en el intervalo de 10°C a 25 °C;

- un método donde la deteccion en la fase (3) se realiza por citometria de flujo, por ejemplo por medicién de la
fluorescencia;

- un método donde las células de bacterias del acido lactico son células de bacterias del acido lactico termofilicas;

- un método donde las células viables retienen su potencial de membrana celular durante minimo 1 hora;

- un método donde la composicién de tinte comprende ademas glucosa a una concentracion que es 0,5-10%,
preferiblemente 1 - 10% y mas preferido 2-5% vol/vol (concentracion final);

- un método donde la muestra de células de LAB es una composicién que comprende células de LAB liofilizadas;

- un método donde el método comprende ademas las fases de:

a) rehidratacion de dichas células en un medio acuoso; y

b) activacion de dichas células por incubacién en un medio de crecimiento complejo, antes de la mezcla en la fase
sy

un método donde la composicion de tinte comprende un tinte de cianina (preferiblemente un tinte de cianina
"simétrico"), tal como un tinte lipolitico con una carga positiva deslocalizada, comprendiendo dos anillos
heterociclicos (preferiblemente idénticos) unidos por un puente de polimetina,

por ejemplo un tinte como se describe por Sims et al (1974) o Novo et al (1999). Un tinte especifico puede ser DIOC
como se describe en este caso, 0 DIOC2(3); DIOC1(3); DiOC4(3); DIIC5(3); DilC6(5); DISC3(5); DIBACA4(3);
DilC1(5); DIOC6(3); DilC1(3); DiSC6(5) como se define por Novo et al (1999)

[0040] Una vez descritos en general el aspecto y caracteristicas del presente método, la invencion sera ahora
descrita usando ejemplos especificos y figuras. Las figuras y ejemplos ademas ilustran varias caracteristicas y
ventajas de la invencién, pero no se destinan a limitar el ambito de la invencion.

Leyendas para figuras
[0041]

Figura 1. Comparacion de nimero de células viables de la cepa LA-5 de L. acidophilus después de almacenamiento
acelerado en bolsas de aluminio herméticas durante 0-3 semanas a 30°C como se determind por un ensayo de
integridad de membrana FCM y determinaciéon de unidades formadoras de colonias (CFU) por la técnica de conteo
sobre placa.

Figura 2. Niumero de células viables de cepa LA-5 de L. acidophilus después almacenamiento acelerado en bolsas
de aluminio herméticas durante 3 semanas a 30°C (control: -50°C). Una desviacion tipica del medio es indicada por
barras ascendentes (conteos en membrana intactas) o barras hacia abajo (CFU).

Figura 3. La fraccion de células en una muestra de células de la cepa LA-5 de L. acidophilus con un potencial de
membrana que indica viabilidad tefiida y mantenida en la mezcla de tinte que comprende 1,4 0 10% MRS durante 5
a 140 minutos.

Figura 4. Correspondencia entre conteos celulares que expresan células que expresan potencial de membrana
(evento activo /g producto) contra los conteos de CFU tradicionales. La linea indica una racién 1:1. El coeficiente de
correlacion (r2) es 0.79. Barras indican +1 desviacion tipica de analisis de réplica.

Figura 5. Supervivencia de la cepa LA-5 de Lactobacillus acidophilus durante la prueba de estabilidad de
almacenamiento acelerado. Las barras indican +1 desviacion tipica.

Figura 6. Ocho muestras analizadas reiteradamente con intervalos de aprox. 10 minutos.
Figura 7. Linealidad entre cantidad de bacterias liofilizadas (FD) aplicadas al ensayo y conteos celulares (eventos).
Los datos se incluyen para tres experimentos independientes (Expt. 1 - 3; ver leyendas). El coeficiente de regresion

es 0.996.
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[0042] En el presente contexto, el término "retienen sustancialmente" se refiere a que al menos 80% (tal como al
menos 90% o al menos 95%) del potencial de membrana celular se retiene durante un periodo de 60 minutos a 20
grados C cuando las células se incuban en la "preparacién de mezcla de coloracién” tal y como se define aqui, o
éste se refiere a que al menos 80% (tal como al menos 90% o al menos 95%) de las células permanecen viables
durante un periodo de 60 minutos a 20 grados C cuando las células se incuban en la "preparacion mezcla de
coloracion " tal y como se define aqui.

[0043] EI término "sustancialmente inhibido" se refiere a que como mucho el 20% (tal como como mucho 10% o
como mucho 5%) de las células se dividen durante un periodo de 60 minutos a 20 grados C cuando las células se
incuban en la "preparacién de mezcla de coloracién " tal y como se define aqui.

[0044] EI uso de los términos "un" y "uno" y "el" y referentes similares en el contexto de la descripciéon de la
invencion (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) se deben interpretar para cubrir el
singular y el plural, a menos que se indique lo contrario aqui o se contradiga claramente por el contexto. Los
términos, "comprendiendo”, "teniendo”, "conteniendo” e "incluyendo" deben ser interpretados como términos no
limitados (es decir, significado "incluyendo, pero no limitado a,") a menos que se indique lo contrario. La citacion de
gamas de valores aqui se destina meramente a servir como un método de estenografia para referirse
individualmente a cada valor separado que caiga en el intervalo, a menos que se indique lo contrario aqui, y cada
valor separado se incorpora en la especificacion como si se citara individualmente en la presente. Todos los
métodos descritos aqui se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario aqui o
se indique de otra manera claramente por el contexto. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o idioma ejemplar
(p. €j., "tal como") proporcionado aqui, se destina meramente a aclarar mejor la invencién y no plantea una limitacion
en el ambito de la invencién a menos que se reivindique lo contrario. Ningin lenguaje en la especificacion deberia
ser interpretado como indicando que cualquier elemento no reivindicado sea esencial para la practica de la
invencion.

EJEMPLOS
Materiales y métodos

Bacterias y lotes de produccién

[0045] Polvos liofilizados fueron usados para las cepas de salud de humana siguientes: LA-5; BB-12 y CRL-431, ver
detalles en la tabla 2.2.1a. Notese que dos productos de LA-5 son usados. Si no se indica lo contrario LA-5 se refiere
al material n°. 501084/Lote 2484524.

Tabla 2.2.1a. Datos en cepas bacterianas usadas en el presente trabajo.

Nombre corto | Especies CHCC Datos de produccion

LA-5 Lactobacillus acidophilus 3777 Mat: 501084 / |lote:
2484524

2169 Mat: 615939 / lote:
2490471

BB-12 Bifidobacterium animalis subesp. lactis 2186 Mat: 615940 / lote:
2480410

CRL-431 Lactobacillus paracasei subesp. | 3136 Mat: 621008 / lote:
paracasei 2238008

Medios y reactivos

DiOC

[0046] DIiOC se prepara por ejemplo, como una materia prima de 1,5 mM en DMSO:

1. Un contenedor apropiado se pesa en una balanza con mg resolucion

2. Polvo de DIOC (Nota 1) se aplica y el peso es registrado

3. Disolver todo el polvo en un volumen de DMSO (nota 3) equivalente a 0.69 mg/ml concentracién final (1.5 mM)
4. Alicuota, por ejemplo 1 ml a tubos Eppendorf

5. Conservar en oscuridad a aprox. 5°C después del marcado apropiado

[0047] Nota 1. DIOC abrevia yoduro de 3,3'-dietiloxacarbocianina (frecuentemente especificado como DiOC; (3)).
Formula molecular: C,1H21IN20O2; peso molecular: 460.31 Numero/nombre de CAS: 905-96-4 /yoduro de 3-etil-2-[3-
(3-etil-2(3H)- benzoxazolilideno)-1-propenil]-benzoxazolio. DIOC esta provisto por Molecular Probes, Leiden, Paises
Bajos (Cat.no. D14730).

[0048] Nota 2. DIOC absorbe luz y es potencialmente inestable en la luz. No obstante, ninguna pérdida de capacidad
de coloracion ha sido observada a pesar de ciclos de congelacion-descongelacion repetidos y almacenamiento
indeseado a temperatura ambiente.
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[0049] Nota 3. DMSO es dimetilsulféxido (NUmero de CAS: 67-68-5).

[0050] Nota 4. Ciertos tubos de plastico reaccionan con DMSO dando una apariencia helada del plastico. No usar tal
plastico para la solucion madre de DiOC.

[0051] Nota 5. DMSO se congela a aprox. 5°C y la solucion madre de DiIOC mantenida a esta temperatura necesita
descongelarse antes del uso.

50% glucosa

[0052] Una solucion madre de 50% glucosa es preparada, por ejemplo como sigue (ejemplificado para 100 ml):
1. 50 g D(+)-glucosa-monohidrato (PM = 198.17)

2. Anadir 50 g agua desmineralizado

3. Disolver, por ejemplo ayudado por calentamiento por debajo del punto de ebullicion

4. Alicuota, por ejemplo 1 ml a tubos Eppendorf

5. Almacenar congelado

Preparacién de mezcla de perlas

[0053] La mezcla de perlas esta hecha de solucién salina tamponada de fosfato (PBS) con adicion de Tween 80 y
una suspension de perlas. Las perlas se usan como un estandar interno (StdBeads) en el andlisis de citdbmetro de
flujo y Tween 80 impide que las perlas se peguen a las superficies. La mezcla de perlas se prepara en volimenes
relativamente grandes, distribuidos por ejemplo en tubos centrifugadores de 50 ml y almacenados congelados para
un uso futuro. La concentracion StdBeads se estima precisamente en un analisis separado (ver calibracion de
mezcla de perlas). Finalmente, la mezcla de perlas es el medio de base para la mezcla de coloracion (ver abajo).

1. Preparar una solucién de PBS (ver abajo)

2. Anadir 0.5 ml Tween 80 (mat. n°. 500479,0.05% conc. final) por litro de PBS

3. Pasar la mezcla a través de un filtro de tamafio de poro de 0.2 um (p. ej. PES 0.2 um 250 ml unidad de filtracion;
Nalge-102103-12; VWR)

4. Afadir 100 ul Fluospheres™ verde amarillentas (F-8827; Molecular Probes, Leiden,. Paises Bajos) por litro de
PBS (conc. final 0.01% y aprox. 4.5E+5 perlas/ml)

5. La preparacion de la mezcla de perlas se mantiene mezclada para evitar que las perlas se hundan (p. €j. uso de
agitacion magnética)

6. Mientras se agita, la mezcla de perlas se distribuye en cantidades de 50 g por ejemplo a tubos centrifugadores de
50 ml. Liquido se puede transferir por una pipeta apropiada y se estima el peso de la mezcla de perlas en el tubo y
se escribe en el tubo

7. La mezcla de perlas es estable durante al menos una semana cuando se almacena refrigerada. El
almacenamiento congelado se recomienda para periodos mas largos.

PBS (solucién salina tamponada de fosfato):

[0054]

1. 7,6 g NaCl (PM = 58,44,130 mmol)

2. 0.4 g NaHzPO4 - H.O (PM = 137.99,3 mmol)
3. 2.5 g Na;HPO, - 12H,0 (PM = 358.14,7 mmol)
4. Afnadir agua desmineralizado hasta 1000 g

5. Ajustar a pH 6.5 + 0.1 con NaOH

Preparacion de mezcla de coloracién

[0055] La mezcla de coloracién se usa para la coloracion de bacterias por fluorescencia y potencial de membrana.
Preparar fresca el mismo dia del analisis, a menos que se determine un periodo antes del uso. Los ingredientes
estan descritos arriba y la composicion es como sigue:

1. 50 g mezcla de perlas (ver arriba)

2. Afiadir 105 ul de 1.5 mM solucién madre de DIOC , si no se da otra instruccion (3 uM de conc. final en la muestra
final con una mezcla de 24 partes de mezcla de perlas y 1 parte de bacterias)

3. Adadir 210 ul 50% glucosa (0.2% conc. final p/p)

4. Mezclar integramente antes de la distribucion en tubos de mezcla de coloracion

FTV-99

[0056] FTV-99 abrevia la palabra danesa para agua de dilucion (DK: "fortyndingsvand”) y denota un volumen de 99
ml. FTV-99 se prepara de la siguiente manera:

1. 15 g triptona (Oxoid L42)

2.9 g NaCl (Merck n°. 106404)
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3. 1.14 g antiespumante 1510 (BDH 63215 preparado como 2% materia prima en el agua desmineralizado)
4. Agua desmineralizado a 1000 g

5. pH ajustado a 7.0 + 0.1 (25°C) usando H3PO,

6. Autoclave a 121°C durante 15 min

7. Estable durante 3 meses

MRS

[0057] MRS es un medio general para hacer crecer lactobacilos y otras bacterias del &cido lactico. Actualmente se
usa MRS-CM de Difco:

1. 55 g caldo MRS (Difco 288110)

2. 1000 g agua desmineralizado

3. Autoclave a 121°C durante 15 min

4. pH = 6.5+ 0.2 (25°C) después autoclave

[0058] La receta de MRS original por de Man et al. (1960) es:
. 10 g Oxold peptona

. 10 g Lab-Lemco (Oxoid)

. 5 g extracto de levadura (Difco u Oxoid)

. 20 g glucosa

1 ml mono-oleato de polioxietileno sorbitan (Tween 80)
.2 g KoHPO,4

. 5 g CH3COONa - 3H,0

. 2 g citrato de triamonio

.0.2g9 MgSO, - 7TH,0O

10. 0.05 g MnSO4 - 4H,0

11. 1 litro de agua desmineralizado

12. pH 6.0 a 6.5 después de autoclave (120°C, 15 min)

Preparacion de la muestra

[0059] En resumen, 1) material celular liofilizado rehidratado bajo agitacion durante 10 minutos en FTV (0,9% NacCl
enmendado con 1,5% triptona (Oxoid L42) y 0,1% antiespumante 1510 (BDH 63215)) a 25°C. 2) células
rehidratadas son luego diluidas en un medio de crecimiento apropiado (en el caso de la mayoria de bacterias de
acido lactico (de Man et al. 1960) MRS es usado. 3) luego se incuban las células en el medio de crecimiento durante
30 min y a la temperatura de crecimiento 6ptimo de las células (tipicamente 37 - 40°C en el caso de LAB termdfilas).
Esto para asegurar que el metabolismo de energia celular sea activado, pero la multiplicacion celular es minimizada.
Después de la fase de activacion, 4) las células son adicionalmente diluidas con mezcla de coloracion tipicamente,
una parte de células activadas en MRS se mezcla con 24 partes de mezcla de coloracién para obtener una
concentracion final: 130 mM NaCl, 138 mM NaH,PO4-H,0, 15 mM Na;HPO4-12H,0, 11 mM glucosa, 3 uM de yoduro
de dietiloxacarbocianina, 0.05% Tween 80,0.01% de FluosferesTM verde amarillento (Molecular Probes; Leiden,
Paises Bajos) y 4% MRS. En ciertos experimentos la concentracion de MRS de las mezclas finales se varian como
se indica. Finalmente 5) las muestras se colocan a 20-21°C y se analizan por FCM.

Citometria de flujo

[0060] Citometria de flujo es realizada usando un instrumento FacsCalibur (Becton Dickinson) en una disposicion
estandar con un laser de 488 nm, deteccion de dispersion lateral y hacia adelante, y detectores para fluorescencia
roja, amarilla y verde (todo ejecutado como amplificacion logaritmica). El medio de flujo usado es Facsflow (Becton
Dickinson).

[0061] La lectura del instrumento es calibrada usando las perlas estandares de mezcla de coloracién por el método
denominado "Trucount".

EJEMPLO 1: LAS DETERMINACIONES DE CFU NO ESTAN RELACIONADAS CON LOS RESULTADOS
OBTENIDOS CON LA PRUEBA DE VIABILIDAD BASADA EN LA INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA CELULAR
DURANTE EL ALMACENAMIENTO.

[0062] Lahtinen et al. (2005) encontraron que durante el almacenamiento a 4°C de Bifidobacterium spp. los conteos
de unidades formadoras de colonias (CFU) se reducen, mientras que la abundancia de células con integridad de
membrana intacta permanece constante usando un equipo de viabilidad comercial (LIVE/DEAD BacLight, Molecular
Probes). Los autores concluyeron que las bifidobacterias pueden entrar en un estado durmiente durante el
almacenamiento en el que las células pierden su capacidad para formar CFU, pero no mueren necesariamente.

[0063] Las conclusiones de Lahtinen se verifican por el trabajo pre-elaborado independientemente en Chr. Hansen
A/S por Stavnsbjerg et al. 2003. En resumen, la cepa LA-5 liofilizada de Lactobacillus acidophilus fue expuesta a un
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almacenamiento acelerado de tres semanas en bolsas de aluminio herméticas durante 3 semanas a 30°C (control:
bolsas de aluminio herméticas durante 3 semanas a -50°C). La viabilidad celular fue estimada por determinacion del
numero de unidades formadoras de colonias (CFU) por la técnica de conteo sobre placa, colocadas en placas en
MRS-agar; e incubadas a 30°C (ver seccidn materiales y métodos) y cuantificacion del nimero de células con
integridad de membrana intacta por citometria de flujo. La integridad de membrana intacta fue identificada a partir de
la acumulacion intracelular del tinte carboxi-fluoresceina y extrusion del tinte yoduro de propidio impermeante a la
membrana esencialmente como se describe por Buntof et al. (2001) Appl Environ Microbiol. 67,2326-2335.

[0064] Durante el almacenamiento acelerado a 30°C los conteos de CFU se reducen mientras que la abundancia de
células con integridad de membrana intacta permanece constante, ver Figura 1 y Figura 2. Este resultado es similar
al resultado proporcionado por Lahtinen et al. (2005) con relacién a Bifidobacterium spp. y muestra que los conteos
de CFU no se relacionan con la prueba de viabilidad basada en la integridad de la membrana celular durante el
almacenamiento de bacterias del acido lactico tales como Bifidobacteria y Lactobacillus.

EJEMPLO 2: LA COMPOSICION DE LA MEZCLA DE COLORACION REAL ES DE GRAN IMPORTANCIA PARA
LA RESILIENCIA DEL ENSAYO

[0065] En este experimento se estudié la composicién de la mezcla de coloracién. El ensayo fue realizado
esencialmente como se describe en la seccién materiales y métodos. El cultivo analizado fue la cepa LA-5 liofilizada
de Lactobacillus acidophilus.

[0066] Como se muestra en Figura 3 cuando la mezcla de coloracion que comprende 4 o 10% de MRS los conteos
de viabilidad son muy resilientes resultando en nimeros casi idénticos de 5 a 140 minutos. No obstante la mezcla de
coloracion sélo comprende 1% de MRS los conteos de viabilidad son muy dependientes en el tiempo en la mezcla
de coloracion. Después de 140 minutos menos del 50% del niumero de células activas son detectadas.

[0067] En experimentos sucesivos se descubrid que la resiliencia 6ptima se obtuvo cuando la célula que comprendia
mezcla de coloracion fue mantenida a temperaturas significativamente por debajo de la temperatura de crecimiento
optimo de la célula.

EJEMPLO 3: LA VIABILIDAD DETERMINADA POR EL PRESENTE PROTOCOLO ESTA BIEN
CORRELACIONADA CON CONTEOS DE CFU.

[0068] En este experimento una muestra de cepa LA-5 liofilizada de Lactobacillus acidophilus fue analizada por el
método de coloracion del potencial de membrana y comparada con los conteos de CFU tradicionales. Dos
aplicaciones son ejemplificadas: andlisis de produccion estandar y analisis de muestras expuestas a test de
almacenamiento acelerado.

[0069] Los conteos celulares directos de células de expresion de potencial de membrana se hacen segun el ensayo
anteriormente descrito con analisis de muestra duplicado. El analisis de CFU procede de la siguiente manera:
biomasa liofilizada y rehidratada y diluida en 0.9% NaCl con 1.5% agua de triptona, vertida en agar de MRS
derretido a 47°C e incubada 3 dias a 37°C hasta conteo de CFU. Dos a seis réplicas independientes fueron hechas.

[0070] Para una produccién estandar de la cepa LA-5 de Lactobacillus acidophilus hay una significante correlacion
positiva entre los dos métodos (r2 = 0,79 P < 0,05) y el sesgo esta dentro de un factor de dos (Figura 4).

[0071] Estabilidad de almacenamiento acelerado fue evaluada durante 3 semanas de almacenamiento a 30°C en las
bolsas de aluminio herméticas (nivel 1; equivalente a "30°C" en Figura 2) y en al aire libre a humedades relativas de
bien 15% (nivel 2) 0 30% (nivel 3). Las muestras de control se almacenan a -50°C durante 3 semanas.

Como se puede ver en la Figura 5 el nimero de células viables cuantificadas por conteo de CFU y el método de
potencial de membrana de la presente invencion se correlacionan magnificamente.

EJEMPLO 4: VERIFICACION DE SOLIDEZ EN LA ACTIVACION CELULAR - ANALISIS REPETIDOS.

[0072] El método es muy sdélido, lo que proporciona una base para mediciones muy precisas de muestras multiples.
En este experimento la reproductibilidad del ensayo se demuestra por comparacion de los resultados de nueve
experimentos individuales cada uno de los cuales comprende ocho muestras diferentes. Las ocho muestras se tifien
con DIiOC; (3) durante intervalos entre 10- 15 minutos y 80 minutos. Las mediciones mdltiples constituyen un
promedio del 84% de células activas con una desviacion tipica del 1.5%. La desviacion tipica muy baja para el
andlisis de muestras diferentemente tratadas es evidencia de que la activacion celular se estabiliza por las
condiciones de incubacién incl. 4% MRS a 20°C. El resultado se indica en la Figura 6 y muestra claramente un grado
muy alto de reproductibilidad.

EJEMPLO 5: EJEMPLO: VERIFICACION DE SOLIDEZ EN LA ACTIVACION CELULAR - LINEALIDAD DEL
ENSAYO.
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[0073] Otro ejemplo de los conteos precisos de células activas por la presente invencion esté provisto por un analisis
de la relacion de respuesta a la dosis entre cantidad de muestra y conteos de células activas, como se muestra en la
figura mas abajo. Tres experimentos independientes fueron realizados (Expt. 1-3) y el coeficiente de regresion es r2
= 0.996 sobre el intervalo entero indicando claramente que el método es resiliente y se puede usar en muestras que
comprenden un intervalo amplio de células vivas - ver Figura 7.
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REIVINDICACIONES

1. Método de cuantificacion del nimero de células de bacterias del acido lactico viables (LAB) en una muestra que
incluye las fases de:

1: preparar una composicion comprendiendo:

a) las células de LAB,;

b) un tinte que se asocia con las células de LAB individuales y que es indicativo del potencial de membrana
celular de dichas células individuales;

¢) un medio de crecimiento complejo en una concentracion que es 2% a 20% (calculado del conjunto de
composicion) de la concentracion recomendada cuando se usa como un medio de crecimiento para LABs.;

2: incubar bajo condiciones donde las células viables retienen dicho potencial de membrana celular mientras su
crecimiento es inhibido;

3: detectar una propiedad 6ptica de la composicion de tinte asociada a dichas células individuales; y

4: cuantificar el niUmero de células viables en la muestra.

2. Método segun la reivindicacion 1, donde el medio de crecimiento complejo es MRS.
3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la incubacion en la fase (2) se realiza a una
temperatura, que es al menos 10°C inferior a la temperatura de crecimiento éptima de las células de bacterias del

acido lactico.

4. Método segun la reivindicacion 3, donde las bacterias del acido lactico son organismos mesofilicos con
temperaturas de crecimiento 6ptimas a aproximadamente 30°C.

5. Método segun la reivindicacion 3, donde las bacterias del &cido lactico son organismos termofilicos con
temperaturas de crecimiento 6ptimas en el intervalo de 40 a 45°C.

6. Método segun la reivindicacion 4, donde la incubacion en la fase (2) se realiza a una temperatura en el intervalo
entre 10°C a 25°C.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la deteccién en la fase (3) se realiza por
citometria de flujo, por ejemplo midiendo la fluorescencia.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la composicion de tinte comprende glucosa
a una concentracion que es 0,5-10%, preferiblemente 1 - 10% y lo mas preferido 2-5% vol/vol (concentracion final).

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el tinte es DiOC.
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