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DESCRIPCION

Bacteria acido lactica novedosa con actividad anti-alérgica, agente anti-alérgico, alimento y composicién farmacéutica
que comprenden, cada uno de ellos, la bacteria &cido lactica, y proceso para la produccién del agente anti-alérgico

Campo técnico

[0001] La presente invencion se refiere a una bacteria acido lactica novedosa, a un agente anti-alérgico que incluye la
bacteria acido lactica, y a un alimento y una composiciéon farmacéutica que incluyen el agente anti-alérgico. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a una cepa de bacterias acido lacticas Lactobacillus paracasei K71
que se ha depositado internacionalmente en el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industriales Avanzadas,
Depositario del Organismo Internacional de Patentes con el n.° de accesion FERM BP 11098, a un agente anti-alérgico
que comprende la bacteria acido lactica, y a una composicion alimenticia y una composicion farmacéutica que
comprenden el agente anti-alérgico.

Antecedentes de la técnica

[0002] ElI numero de pacientes que padece alergias esta creciendo constantemente. Por ejemplo, resultados de
estudios en Japon han informado de que una de cada tres personas padece algun tipo de enfermedad alérgica. Una
reduccion del nimero de pacientes que padece una enfermedad alérgica resultante del uso de un alimento tendria una
gran importancia social y econdmica debido a la mejora resultante en la calidad de vida nacional y la gran reduccion de
los costes médicos.

[0003] La IgE es un factor principal en reacciones alérgicas inmediatas (alergia de tipo I), tales como dermatitis atépica,
alergia al polen o similares. La produccion de IgE se induce por células B que experimentan un cambio de clase de IgE
como respuesta a la interleuquina 4 (IL-4). La fuente principal de produccion de IL-4 es las células Tn2. Las células T
auxiliares, tales como las células Ty1 y las células Tn2, se estimulan por la presentacion de antigeno de células, tales
como ceélulas dendriticas, macrofagos o similares, y siguen vias de diferenciacion respectivas como respuesta a la
influencia de citoquinas, tales como IL-4, IL-12 6 similares. La diferenciacion de células Tu1 se induce por la IL-12 y la
diferenciacion de células Th2 se induce por la IL-4. Cuando las células Th2 resultan particularmente dominantes debido
al colapso del equilibrio entre células Tu1 y células T2 debido a algun motivo, se incrementa el efecto de la IL-4 y se
potencia la produccion de IgE. En este estado, cuando un antigeno (alérgeno o similar) se une con IgE, se produce un
entrecruzamiento entre receptores de IgE de alta afinidad y la degranulacion da como resultado la liberaciéon de
mensajeros quimicos, tales como histamina o similares. Consecuentemente, se producen mediadores lipidicos, tales
como leucotrieno, dando como resultado asi sintomas alérgicos tipificados por inflamaciéon. Durante la produccion
potenciada de IgE se observan sintomas alérgicos importantes.

[0004] Los agentes terapéuticos para enfermedades alérgicas son principalmente agentes esteroideos usados como
agentes antiinflamatorios, o antagonistas de mensajeros quimicos, tipicamente agentes anti-histaminicos. Todos estos
agentes se usan en tratamientos sintomaticos, y no tienen ninguna funcién para reducir directamente la cantidad de IgE,
que es el factor principal en la patogénesis. Ademas, los primeros agentes conllevan riesgos asociados a efectos
secundarios, tales como somnolencia o sequedad de la boca, y los Ultimos agentes presentan efectos secundarios, tales
como supresion del sistema inmunitario general. Las medicinas que pueden mitigar un estado en el cual las células Tn2
resultan particularmente dominantes, pretenden habilitar una terapia definitiva para las alergias, aunque en la actualidad
dichos agentes no se han desarrollado todavia. La terapia de hiposensibilizacién es un método terapéutico para reducir
una cantidad de IgE. Un método de terapia de hiposensibilizacion es un método terapéutico que mitiga los sintomas
mediante la ingestion (o inyeccidon) de un alérgeno, que es la sustancia causal de una enfermedad alérgica,
comenzando con una pequefa cantidad e incrementando gradualmente dicha cantidad. Este método terapéutico incluye
un riesgo de anafilaxis debido a la administracion del alérgeno, y se debe realizar bajo una estricta supervision médica.
En la actualidad, no se puede decir que la terapia de hiposensibilizacion se haya validado completamente, y queda
margen de mejora en relacion con la fiabilidad teniendo en cuenta el mucho tiempo requerido para el tratamiento y las
diferencias individuales que se observan.

[0005] Teniendo en cuenta estos antecedentes, se ha prestado atencion a las bacterias acido lacticas debido a la buena
experiencia en su ingestion como alimento y debido a su funcion de supresion de la produccion de IgE. La accion anti-
alérgica de bacterias acido lacticas es especifica de cada cepa. Las bacterias acido lacticas que presentan este tipo de
accion anti-alérgica se seleccionan y se introducen en el mercado en forma de yogur o bebidas con acido lactico.

[0006] Aunque la ingestion diaria continua de bacterias acido lacticas es necesaria para sacar provecho de la accion
anti-alérgica, los sabores individuales pueden impedir el consumo de yogur o bebidas con bacterias acido lacticas.
Ademas, es improbable que estos alimentos se encuentren en una configuracién 6ptima para su ingestién requerida
diaria sin que un consumidor japonés quede saciado. Por contraposicion, la esencia de la dieta japonesa es el arroz, y
aunque en los ultimos afios se ha puesto de manifiesto una tendencia a no comer arroz, el mismo es un producto que
sera siempre ingerido por lo menos en una de cada tres comidas.
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[0007] Una bacteria acido lactica que presente una accion anti-alérgica se puede combinar con arroz mezclando arroz
blanco pulido con una bacteria 4cido lactica que se haya cultivado en un tanque independiente o similar. No obstante,
debido a que el diametro y la densidad relativa de las particulas de arroz y las correspondientes de las bacterias acido
lacticas son diferentes, existe un riesgo de que estos componentes se separen durante el almacenamiento, y de que
unicamente las bacterias acido lacticas se hundan hasta el fondo de un recipiente de almacenamiento, tal como una
bolsa de arroz o similar. Consecuentemente, no se dara siempre el caso de que el arroz contenga una cantidad
deseada de bacterias acido lacticas ni siquiera cuando se mida una cantidad fija de arroz. Consecuentemente, existen
dificultades asociadas a garantizar la ingestion de una cantidad requerida de bacterias acido lacticas con el fin de que
presenten una accion anti-alérgica. Ademas, aunque se puede usar una técnica en la que la superficie del arroz blanco
pulido se recubre con bacterias acido lacticas, una técnica de este tipo requiere un procesado complicado y provoca
incrementos de los costes.

Exposicion de lainvencion
Problemas aresolver por lainvencion

[0008] Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar una bacteria acido lactica con una accioén anti-alérgica que se
pueda hacer proliferar usando arroz, y en particular arroz blanco pulido, que se pueda recuperar incorporada a la
superficie del arroz junto con este ultimo, y que se pueda cocinar e ingerir, ademas de una composicion alimenticia y
una composicion farmacéutica que usen arroz que contenga una bacteria acido lactica como ingrediente.

Medios para resolver los problemas

[0009] La presente invencion proporciona una cepa de bacterias acido lacticas Lactobacillus paracasei (en lo sucesivo
en la presente el género Lactobacillus se abreviara como “L.”) K71, que se ha depositado internacionalmente en el
Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industriales Avanzadas, Depositario del Organismo Internacional de
Patentes, con el n.° de Accesiéon FERM BP-11098.

[0010] La presente invencion proporciona un agente anti-alérgico que comprende la bacteria &cido lactica segun la
presente invencion.

[0011] Las bacterias acido lacticas en el agente anti-alérgico segun la presente invencion pueden ser una bacteria viva.

[0012] Las bacterias acido lacticas en el agente anti-alérgico segun la presente invencion pueden ser una bacteria
muerta.

[0013] La presente invencion proporciona una composicién alimenticia que incluye el agente anti-alérgico segun la
presente invencion.

[0014] La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que incluye el agente anti-alérgico segun la
presente invencion.

[0015] La presente invencion proporciona una composicion alimenticia que incluye arroz fermentado usando la bacteria
acido lactica segun la presente invencion, un producto pulverizado del arroz, o arroz cocinado obtenido al cocinar el
arroz mencionado o el producto de arroz pulverizado.

[0016] La presente invencion proporciona un método de fabricacion de un agente anti-alérgico, que incluye las etapas
de inocular en un medio la bacteria acido lactica segun la presente invencion, y de cultivarla.

[0017] El medio usado en el método de fabricacion del agente anti-alérgico segun la presente invencion puede ser arroz
0 un producto de arroz pulverizado.

[0018] En la presente invencion, el agente anti-alérgico puede ser una medicina que contiene un componente que es
una sustancia que presenta una accion de supresién o inhibicién de una reaccion alérgica. El punto de accién de un
agente anti-alérgico incluye, aunque sin limitarse a los mismos, el proceso de diferenciacion de células Tw2, el proceso
de presentacion de antigenos a las células Tn2, el proceso de proliferacion y activacion de las células Tn2, el proceso en
el cual las células B experimentan un cambio de la clase de IgE por interaccién con las células Ty2 y maduran en
células productoras de IgE, el proceso de diferenciacion, proliferacion y activacion de todos los subconjuntos T
auxiliares (Th1, TH2, Tr3 (células T supresoras), Th17, Treg (Células T reguladoras) y similares), y células T citotdxicas,
células NKT, y células asesinas naturales, el proceso de regulacién inmunolégica que incluye la produccion de IgE
mediada por la accién de subconjuntos T auxiliares (Tu1, Th2, Tu3 (células T supresoras), Tu17, Treg (células T
reguladoras) y similares), y células T citotoxicas, células NKT, y células asesinas naturales, el proceso de potenciacion
de la produccion de IgE debido a la presencia de un alérgeno, el proceso de diferenciacion, proliferacion y activacion de
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células efectoras, tales como mastocitos, baséfilos, eosindfilos, y similares, el proceso de sintesis de mensajeros
quimicos, tales como histamina en las células efectoras, acumulacién como granulos junto con el proceso de una
sintesis nueva de mediadores, tales como leucotrieno, el proceso de formacién de un compuesto que una un receptor
de IgE de alta afinidad en la célula efectora a la IgE y un alérgeno, el proceso de degranulacién resultante de la
sefializacion provocada por la formacion de un compuesto de este tipo, y el proceso de mensajeros quimicos tales como
histaminas o leucotrieno liberado como resultado de degranulaciéon que induce anafilaxis localizada en la piel, 6rganos
respiratorios, drganos digestivos, ojos, nariz, y otros diversos érganos.

[0019] El agente anti-alérgico segun la presente invencidn presenta una accién que suprime o inhibe por lo menos uno
de los anteriores procesos. Los puntos de accidon del agente anti-alérgico son tales que, aunque el proceso de
diferenciacion y maduracion de las células Ty2 se promueve por la IL-4, la IL-12 suprime el proceso de diferenciacion y
maduracion de células Ty2 promoviendo el proceso de diferenciacion y maduracion de células Ty1. De este modo, el
proceso de diferenciacion y maduracion de células Ty2 se puede suprimir mediante la supresion de la produccion de IL-
4 y promoviendo la produccion de IL-12. El agente anti-alérgico segun el mecanismo anterior es un agente terapéutico
que se puede usar etiotropicamente en relacion con enfermedades alérgicas. Ademas, se prefiere un agente de este
tipo debido a la ausencia de riesgos de efectos secundarios, tales como los asociados a anti-histaminas o agentes
esteroideos.

[0020] La bacteria acido lactica segun la presente invencidn presenta una accion anti-alérgica, y se ha seleccionado por
medio de las pruebas descritas en las siguientes realizaciones, como bacteria acido lactica que permite una proliferacion
superior sobre la superficie de arroz blanco pulido. Se puede usar cualquier condicién siempre que la condicion permita
la proliferacién de la bacteria, y el cultivo liquido para la bacteria acido lactica segun la presente invencion se puede
cultivar bajo condiciones de cultivo normales usando un medio normal utilizado para el cultivo de una bacteria acido
lactica (por ejemplo, caldo MRS, o jugos vegetales/de fruta). El pH del medio cuando comience el cultivo esta entre 4,0 y
7,0, y preferentemente entre 6,0 y 6,5. La temperatura del cultivo esta entre 35 °C y 42 °C, y preferentemente entre 37
°C y 40 °C. Aunque es posible una proliferacion suficiente usando un cultivo estatico, se prefiere una agitacion suave
para dispersar uniformemente las bacterias y los componentes de cultivo. A medida que el acido lactico se acumula en
el medio como resultado de la proliferacion de bacterias acido lacticas, el pH del medio cae gradualmente. Aunque se
pueden recolectar bacterias acido lacticas en cierta medida sin el control del pH en el medio, el control del pH del medio
se realiza preferentemente mediante la adicion de carbonato de calcio al medio o un control automatico del pH. Se
puede obtener una alta densidad de bacterias acido lacticas controlando el pH del medio a entre 40 y 7,0, y
preferentemente a entre 6,0 y 6,5.

[0021] Tal como se muestra mediante las siguientes realizaciones, se revela claramente una accion anti-alérgica en
células microbianas producidas por el calentamiento y destruccion de la bacteria acido lactica segun la presente
invencién. Por lo tanto, la bacteria acido lactica contenida en el agente anti-alérgico segun la presente invenciéon puede
incluir células vivas, mas especificamente, microbios que experimenten procesos de propagacion y/o metabdlicos, o
células muertas, mas especificamente, microbios que no estén experimentando procesos de propagacion o
metabdlicos. El agente anti-alérgico segun la presente invencion puede ser un componente de célula microbiana de la
bacteria acido lactica segun la presente invencion, o puede incluir un componente que presente una accion anti-alérgica.

[0022] La composicion alimenticia segun la presente invencion puede incluir un componente tal como un condimento,
colorante, conservante, u otro componente permitido como producto alimenticio, ademas del agente anti-alérgico segun
la presente invencion. La composicion alimenticia segun la presente invencion se puede fabricar mediante fermentacion
usando la bacteria acido lactica segun la presente invencion, siempre que se mantenga el efecto del agente anti-alérgico
segun la presente invencion. La fabricacion se puede llevar a cabo cocinando, o alternativamente calentando,
presurizando o similar, la bacteria 4cido lactica segun la presente invencion y/o un producto fermentado producido con
el uso de la bacteria acido lactica segun la presente invencién. La bacteria acido lactica segun la presente invencion que
se hace proliferar mediante cultivo en el liquido se puede usar sin modificaciones, o se puede secar y usar como
ingrediente de producto alimenticio que presenta una accién anti-alérgica, o adicionalmente se puede usar como
iniciador cuando se fermenta arroz blanco pulido.

[0023] Cuando se fermenta arroz blanco pulido usando la bacteria acido lactica segun la presente invencion, el arroz
blanco pulido se lava y a continuacion se sumerge en agua, y se fermenta mediante la adicién de un iniciador que
incluye la bacteria acido lactica segun la presente invenciéon. La bacteria &cido lactica segun la presente invencion
experimenta una proliferacion vigorosa a través del uso de los nutrientes en la superficie del arroz, y se adhiere a la
superficie del arroz. Consecuentemente, incluso cuando se ha completado la fermentacién y el arroz se coloca en un
tamiz o similar, y seguidamente se lava en agua, practicamente la totalidad de las bacterias acido lacticas permanece
incorporada a la superficie del arroz.

Entre 10° y 10° bacterias acido lacticas por 1 g de arroz de material sin procesar se incorporan a la superficie del arroz
blanco pulido después de completar la fermentacion efectuada bajo condiciones apropiadas. Este arroz se puede secar
y procesar como arroz de material sin procesar, o se puede obtener arroz cocinado que contiene las bacterias acido
lacticas anti-alérgicas mediante su adicion directa a agua y cocinandolo sin secarlo.
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[0024] La composicion farmacéutica segun la presente invencidon puede contener una sustancia que se requiera
farmacéuticamente y/o una sustancia permitida para su uso como composiciéon farmacéutica ademas del agente anti-
alérgico segun la presente invencion.

[0025] Segun la presente invencion, se puede obtener de forma sencilla y rentable arroz blanco pulido que presenta una
distribucién uniforme de bacterias acido lacticas anti-alérgicas sobre una superficie del mismo, mediante la fermentacion
con la bacteria acido lactica segun la presente invencion que tiene una accién anti-alérgica, con arroz blanco pulido
como material sin procesar. Por lo tanto, se puede proporcionar un alimento esencial que tiene una accién anti-alérgica
y que se puede cocinar e ingerir de manera continuada a diario.

Breve descripcion de los dibujos
[0026]

La FIG. 1 es una grafica que muestra el efecto de la administracion oral repetitiva de bacterias acido lacticas
sobre la IgE total en suero de ratones sensibilizados con ovoalbumina (OVA).

La FIG. 2 es una grafica que muestra el efecto de la administracion oral repetitiva de bacterias acido lacticas
sobre niveles de IgE especificos de la ovoalbumina en ratones sensibilizados con OVA.

La FIG. 3 es una gréfica que muestra el efecto de la administracion oral repetitiva de bacterias &cido lacticas
sobre la produccion de IL-4 en células esplénicas de ratones sensibilizados con OVA.

La FIG. 4 es una grafica que muestra el efecto de la administracion oral repetitiva de bacterias acido lacticas
sobre la produccion de IgE en células esplénicas de ratones sensibilizados con OVA.

La FIG. 5 es una grafica que muestra el efecto de la administracion oral repetitiva de bacterias acido lacticas
sobre la IgE total en suero en un animal modelo con dermatitis atopica.

La FIG. 6 es una gréfica que muestra el efecto de la administracion oral repetitiva de bacterias &cido lacticas
sobre sintomas alérgicos auriculares en un animal modelo con dermatitis atdpica.

Modo preferido para llevar a cabo la invencion

[0027] La presente invencion se describira de forma detallada en lo sucesivo, con respecto a las realizaciones de la
presente invencion. No obstante, la presente invencidon no queda limitada en modo alguno por estas realizaciones.

Ejemplo 1

1. Seleccién de bacterias acido lacticas que tienen una accién anti-alérgica y que presentan una proliferacion
superior sobre la superficie de arroz blanco pulido.

(1) Fuente de bacterias acido lacticas usadas en la seleccién

[0028] Las bacterias acido lacticas usadas en la seleccidén se han separado recientemente de productos alimenticios
fermentados usando arroz como material sin procesar (incluyendo cascarilla de arroz en polvo, pasta de alubias arroz
malteadas, heces de sake, y pasta de fermentacion). En la Tabla 1 se muestran los nombres de 39 cepas bacterianas
acido lacticas de las que se confirmé que pertenecian al estudio preliminar del género Lactobacillus.

(2) Evaluacion in vitro de la accion anti-alérgica de bacterias acido lacticas

[0029] Células del bazo extraidas de ratones sensibilizados con ovoalbumina (OVA) se usaron para efectuar pruebas
anti-alérgicas in vitro. Tres ratones hembra adquiridos con seis semanas de edad (Balb/c, Charles River) se alojaron
bajo condiciones SPF y se sometieron a una inyeccién intraperitoneal de 0,5 mL de una suspension de 1 mg/mL de
Al(OH)3 y 2 mg/mL de OVA por ratén a una frecuencia de una vez por semana. Después de esto, se extrajo sangre
apropiadamente de la vena caudal para confirmar la IgE total en suero y el nivel de IgE especifico de la OVA. La
medicion de la IgE total en suero y la IgE especifica de la OVA se realizdé por medio de un método ELISA de tipo
sandwich usando un conjunto Murine Opt EIA ELISA fabricado por Becton Dickinson Co., Ltd. Mas especificamente,
cuando se mide la IgE total en suero, se adiciona suero sanguineo diluido adecuadamente, a una placa recubierta con
anticuerpo monoclonal, de rata, anti-lgE de ratéon, como anticuerpo primario, y a continuacién se usan anticuerpos
monoclonales, de rata, biotinilados, de cadena pesada, anti-IgE de raton, como anticuerpo secundario. Cuando se mide
la IgE especifica de la OVA, se realiza un ELISA de la misma manera usando una placa recubierta con OVA como
anticuerpo primario sustituto. Se seleccionan los individuos que presentan el nivel mas alto tanto de IgE total en suero
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como de IgE especifica de la OVA, y se efectia una escision del bazo 28 dias después del inicio del cultivo. El bazo
escindido se disecciona finamente usando un escalpelo, se adicioné un tampoén de lisis de glébulos rojos (154 mM de
cloruro de amonio, 14 mM de bicarbonato de sodio, y 0,11 mM de EDTA-2NA, pH 7,3), y se extraen los gldbulos rojos.
Después de una dilucion a 2 x 10° células m/L en medio RPM 1640 que contenia suero de ternera fetal al 10 % (Difco),
penicilina G (100U/mL), estreptomicina (100 mg/mL) y HEPES 10 mM, se dispensaron titulos de 100 yL en una placa de
microtitulacion de 96 pocillos. A continuacion, se adicionaron 20 pyL de una suspension de bacterias acido lacticas
muertas por calor (1 mg/mL) y 80 yL de una solucion de OVA (1 mg/mL). Después de un cultivo durante 7 dias en una
atmésfera de didxido de carbono al 5 % y una temperatura de 37 °C, las células del bazo y las bacterias acido lacticas
se extrajeron por centrifugacion del liquido de cultivo. Las concentraciones respectivas de IL-4 e IL-12 en el
sobrenadante se midieron usando IL-4 de Ratén (n.° de catalogo 555232) e IL-12 de Ratén (p 70, n.° de catalogo
555256) de un conjunto Mouse Opt EIA ELISA fabricado por Becton Dickinson Co., Ltd.

(3) Pruebas de proliferacién de bacterias acido lacticas con respecto a superficie de arroz blanco pulido

[0030] 50 g del arroz blanco pulido se lavan, y se sumergen en 100 mL de agua destilada. Un mL de un liquido de
cultivo de una noche, de bacterias acido lacticas (aproximadamente 109/mL) a 37 °C en caldo MRS se adiciona al
liqguido de inmersidon y la mezcla se mantiene a una temperatura de 38 °C durante un dia. El agua se descarta, y
después de realizar tres veces un lavado usando aproximadamente 100 mL de agua destilada, el arroz fermentado se
pulveriza, y las bacterias acido lacticas incorporadas a la superficie del arroz se liberan y suspenden. La pulverizacion
del arroz fermentado se llevé a cabo colocando 10 g del arroz fermentado junto con 90 mL de solucién salina fisiolégica
estéril (NaCl 0,85 %) en una bolsa estéril provista de un filtro designado, conectandola a un stomacher (Organo.
Stomacher 400-T), y pulverizando mediante una operaciéon a 230 rpm durante 120 segundos. El arroz fermentado y
pulverizado se diluye adecuadamente, se extiende sobre un medio de LBS agar (BBL) y se cultiva para calcular asi la
cantidad de bacterias acido lacticas incorporadas a la superficie de arroz blanco pulido de acuerdo con el niamero
resultante de colonias.

(4) Resultados

[0031] En la Tabla 1 se muestran la actividad anti-alérgica y los resultados de las pruebas de proliferacion de
incorporacion usando arroz blanco pulido.

Tabla 1l
Nombre de cepa bacteriana Concentraci([fon de citg)quinas (pg/m]) Proliferacién de arroz
IL 4 IL12 blanco pulido (x 10%cfu/g)
L.casei subesp. casei K327 242 £ 50 148 + 92
L.casei subesp. casei K379 159 £ 39 334 + 88
L.casei subesp. casei K409 104 +7 172 + 51
L.casei subesp. casei K508 250 + 14 179 + 84
L.casei subesp. casei K924 152 + 62 241+ 74
L. fermentum K1016 137 £ 35 275+ 120
L. parabuchineri K17 203 +36 106 + 65
L. paracasei K101 196 + 20 256 + 42
L. paracasei K102 175 £ 39 244 + 84
L. paracasei K11 202 £ 28 321 £ 137
L. paracasei K110 151+ 74 274 + 89
L. paracasei K111 155+ 1 92+7
L. paracasei K112 88 + 40 358 + 119 0,2
L. paracasei K115 79 +17 351+ 32 1,2
L. paracasei K121 153 + 44 203 + 101
L. paracasei K122 58 + 11 996 + 109 0,6
L. paracasei K142 86 + 19 348 + 26 0,9
L. paracasei K21 169 + 58 206 £ 55
L. paracasei K41 254 £+ 35 125 £ 57
L. paracasei K61 204 £ 111 164 + 27
L. paracasei K62 130 + 26 216 + 18
L. paracasei K70 165 + 27 98 + 27
L. paracasei K71 69 + 17 1.183 + 188 6,2
L. paracasei K72 164 £ 5 169 + 51
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Nombre de cepa bacteriana  Concentracion de citoquinas (pg/m]) Proliferacién de arroz
IL 4 IL12 blanco pulido (x 108cfu/g)
L. paracasei K91 203 £33 222 £ 94
L. pentosus K258 87 +43 524 + 192 0,2
L. plantarum K124 100 £ 29 677 +212 0,4
L. plantarum K 139 83+ 18 465 + 87 0,3
L. plantarum K 158 79 + 33 595+ 79 0,01
L. plantarum K198 88+5 513 +212 0,2
L. plantarum K199 123 + 47 706 + 353
L. plantarum K204 99 + 31 547 + 63 0,9
L. plantarum K246 875 501 + 287 0,004
L. plantarum K413 115+ 11 512+ 9
L. plantarum K721 74 +£6 337 £ 191 0,08
L. plantarum K79 92+ 20 559 + 134 0,02
L. reuteri K141 256 + 81 11114
L. reuteri K142 281+ 63 94 + 56
L. sake K244 57 + 11 800 £ 161 0,04

[0032] Tal como se muestra en la Tabla 1, de las 39 cepas de bacterias acido lacticas aisladas a partir de productos
alimenticios fermentados usando arroz como material sin procesar, 15 cepas presentaron una reduccién conspicua en la
concentracion de IL-4 y un aumento conspicuo en la concentracion de IL-12. La IL-4 promueve la diferenciacion y la
maduracion de células Tw2. Por otro lado, la IL-12 suprime la diferenciacién y la maduracién de células Ty2 promoviendo
la diferenciacion y la maduracion de células Ty1. Cuando las células Ty2 se hacen particularmente dominantes debido a
un colapso de equilibrio entre células Tu1 y células T2, el entorno de alta concentracion de IL-4 potencia la produccién
de IgE e induce un estado alérgico. Por lo tanto, las bacterias acido lacticas que suprimen la produccion de IL-1 y
promueven la produccion de IL-12 mitigan un estado en el cual las células Th2 son dominantes, es decir, dichas
bacterias tienen una accién anti-alérgica. La cepa de bacterias acido lacticas Lactobacillus paracasei K71 de las 15
cepas de bacterias acido lacticas que presentan una fuerte accion anti-alérgica presenta una proliferacién superior en
relacion con el arroz blanco pulido, y se recupera facilmente debido a la fuerte adherencia de la superficie del arroz
blanco pulido. De este modo, la cepa de bacterias acido lacticas Lactobacillus paracasei K71 se seleccion6 como la
cepa oOptica para el objetivo de la presente invencion. En lo sucesivo, en la presente, a la cepa de bacterias acido
lacticas Lactobacillus paracasei K71 se le hara referencia como bacteria acido lactica segun la presente invencion. La
bacteria acido lactica segun la presente invencion se aisl6 a partir de heces de sake y se ha depositado
internacionalmente en el Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industriales y Avanzadas, Depositario del
Organismo Internacional de Patentes bajo el n.° de Accesiéon FERM BP 11098.

Ejemplo 2

2. Caracterizacion de la bacteria acido lactica segun el andlisis de la presente invencién de la secuencia de
ARNr 16S

[0033] En la Secuencia n.° 1 se muestra la secuencia de un fragmento de polinucledtido en la region genética del ARN
ribosémico 16S (al que en lo sucesivo se hara referencia como “ARNr”) de un microorganismo amplificado de acuerdo
con un método conocido por aquellos con conocimientos habituales en la materia, usando un ADN molde microbiano de
la cepa de bacterias acido lacticas Lactobacillus paracasei K71 segun la presente invencion. Hay mas de 489.840 tipos
de ARNr 16S microbiano. Después del alineamiento, se han usado secuencias de longitud completa o secuencias
parciales de dicho ARNr para crear una base de datos y las mismas se pueden usar a través del Ribosomal Database
Project Il ((RDP I, http://rdp.cme.msu.edu/) (Versidén 9.59, en vigor el 5 de marzo de 2008)) (Maidak, B. L. et al. 2001,
Nucleic Acids Res., 29, pp. 173-174). Como resultado de buscar en la anterior base de datos usando la secuencia en el
n.° de Secuencia 1, se hallé un 100 % de homologia con una secuencia nucleotidica de un gen ARNr 16S en la cepa
JCM8130 de L. paracasei subespecie paracasei, que es una variedad de L. paracasei, y se hallé un 99,9 % de
homologia con la cepa NBRC 15906 de L. paracasei subespecie tolerans. Aunque la busqueda de homologia
demuestra que la secuencia nucleotidica de la Secuencia n.° 1 tiene una alta homologia con la secuencia nucleotidica
en el gen ARNr 16S de la cepa ATCC334 de L. casei, el articulo de Dellaglio, F. et. Al. asevera que esta es la misma
para cada cepa de L. paracasei (Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 52:285 287 (2002)). No obstante, puesto que se supone
que hay una fuerte posibilidad de que la cepa ATCC334 de L. casei también pertenezca a L. paracasei, el hecho de que
la cepa ATCC334 de L. casei se hallase en una busqueda de homologia no permite llegar a la conclusién de que la
bacteria acido lactica segun la presente invencion pertenece a L. casei. Se realiza un analisis de conglomerados en
relacion con secuencias nucleotidicas para genes ARNr 16S microbianos que tienen aciertos significativos en
busquedas de homologia en relaciéon con cepas que no sean la cepa ATCC334 de L. casei, la secuencia nucleotidica en
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la Secuencia n.° 1 pertenece a un conglomerado que forma dos variedades de L. paracasei, y es la misma secuencia
que la secuencia nucleotidica correspondiente a genes ARNr 16S en L. paracasei subespecie paracasei. Por lo tanto, la
bacteria acido lactica segun la presente invencién, de acuerdo con los resultados analiticos de las secuencias
nucleotidicas de genes ARNr 16S, revela una fuerte posibilidad de pertenecer a L. paracasei a un nivel de especie.

Pruebas fisioldgicas y bioquimicas

[0034] En las Tablas 2, 3, y 4 siguientes se muestran los resultados de varias pruebas fisioldgicas y bioquimicas
llevadas a cabo sobre la cepa de bacterias acido lacticas Lactobacillus paracasei K71 segun la presente invencion.

[Tabla 2]
Resultados de la prueba de la primera fase

Elemento bajo prueba Lactobacillus paracasei K71
Temperatura de cultivo (° C) 30

Morfologia celular bacilo (0,8-0,9 x 1,5-2,5 (m)
Coloracién de gram +
Esporulacion -

Motilidad -

medio: agar M RS
tiempo de cultivo: 24 h
diametro: 1,0-2,0 mm

color: blanco lechoso

forma: circular
Morfologia de las colonias elevacion: lenticular
borde: entero
superficie: lisa
transparente: opaco
consistencia butirosa

. .z 0, 37 +
Prueba de proliferacion a (°C) 25 "
Catalasa +
Oxidasa +
Acido/gas de glucosa (produccién de acido/produccién de gas) +/-
Prueba de O/F (oxidacion/fermentacion) +/+
+: positivo, -: negativo
[Tabla 3]
Resultados de la prueba de fermentacion (segunda fase)
Cepa Lactobacillus paracasei K71

glicerol - salicina +

eritritol - celobiosa +

D-arabinosa - maltosa +

L-arabinosa - Jactose +

ribosa + melibiosa -

D-xilosa - sacarosa +

L-xilosa - trehalosa +

adonitol + inulina -

-m-etil-D-xilésido - melicitosa +

galactosa + rafinosa -

glucosa + almidén -

fructosa + glucégeno -

manosa + xilitol -

sorbosa - gentiobiosa -

ramnosa - D-turanosa +

dulcitol - D-lixosa -

inositol - D-tagatosa +

manitol + D-fucosa -
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Resultados de la prueba de fermentacién (segunda fase)
Cepa Lactobacillus paracasei K71
sorbitol - L-fucosa -
a-metil-D-mandsido - D-arabitol -
a-metil-D-glucésido + L-arabitol -
N-acetilglucosamina | + gluconato +
amigdalina + cetogluconato -
arbutina + 5-cetogluconato -
esculina +
[Tabla 4]
Pruebas de proliferacién:

10°C +

40°C +

45°C +

[0035] Los resultados de la prueba bacteriana de primera fase mostrada en la Tabla 2 revelan que la bacteria acido
lactica segun la presente invencién es un bacilo gram-positivo no moévil que fermenta glucosa, y es tanto catalasa como
oxidasa negativa. Estas caracteristicas se corresponden con las caracteristicas generales de un bacilo acido lactico, tal
como L. paracasei segun sugiere el analisis de secuencias nucleotidicas del gen ARNr 16S. Los resultados de las
pruebas bacterianas de segunda fase mostrados en la Tabla 3 revelan que la bacteria acido lactica segun la presente
invencién fermenta ribosa, adonitol, galactosa, fructosa, dulcitol, y similares, y no fermenta glicerol, D-arabinosa,
ramnosa, inositol, y similares. Los resultados de la prueba de proliferacion mostrados en la Tabla 4 revelan que la
bacteria acido lactica segun la presente invencién se hizo proliferar a 10 °C. Se cree que estas caracteristicas coinciden
con las caracteristicas tipicas de L. paracasei (Collins, M. D. et. Al., Int. J. Syst. Bacteriol., 39: 105-108 (1989), segun
sugiere el analisis de secuencias nucleotidicas del gen ARNr 16S. Por lo tanto, los resultados de las diversas pruebas
fisiologicas y bioquimicas muestran claramente una alta posibilidad de que la bacteria acido lactica segun la presente
invencién pertenezca a la L. paracasei subespecie paracasei en el nivel de las subespecies.

Ejemplo 3
[0036] Evaluacion in vivo de la accion anti-alérgica de la bacteria acido lactica segun la presente invencion
(1) Efecto sobre ratones sensibilizados a alérgenos

[0037] Usando el método que se describe mas abajo, se examinaron la IgE resultante de la administracién oral
repetitiva a ratones sensibilizados a alérgenos, de la cepa Lactobacillus paracasei K71, es decir, la bacteria 4cido lactica
segun la presente invencion, y la produccion de citoquinas (IL-4) que afecta a alergias.

[0038] Dieciocho ratones hembra (Balb/c) con seis semanas de edad se adquirieron en Charles River Inc., y se alojaron
en un entorno convencional. Después de 4 dias de aclimatacion, los ratones se dividieron en tres grupos de seis
ratones, y a uno de los grupos se les dio repetitivamente mediante administracion oral diaria 50 yL de una suspension
microbiana (20 mg/mL) de la cepa Lactobacillus paracasei K71, es decir, la bacteria acido lactica segun la presente
invencion. Una semana después de iniciar la administracion, se extrajo sangre con una frecuencia de una vez por
semana, de la vena caudal, y después de esto se inyectaron intraperitonealmente Al(OH); y OVA usando el mismo
método que en el EJEMPLO 1. El 42° dia después de comenzar las pruebas, se extrajo el bazo después de completar la
extraccion de sangre usando el mismo método que en el EJEMPLO 1, y se muestrearon células esplénicas. Se
realizaron la misma extraccion de sangre y la misma extraccion de bazo en relacion con un grupo sensibilizado que
recibia una administracién oral diaria de agua destilada en sustitucion de una suspension bacteria acido lactica junto con
inyecciones intraperitoneales semanales de una suspension de Al(OH); y OVA, y un grupo no sensibilizado que recibia
una administracion oral de agua destilada, y que no recibia inyecciones intraperitoneales de una suspension de Al(OH)3
y OVA.

[0039] Las muestras de plasmas extraidas se analizaron en relacion con la IgE total en suero y los niveles de IgE
especificos de OVA usando el mismo método que el descrito en el EJEMPLO 1. Después de adicionar 100 pg/mL de
OVA, las células esplénicas se cultivaron. Se analizé la cantidad de IL-4 e IL-12 en el sobrenadante después de 7 dias,
y se analizé la IgE total después de 14 dias. En la FIG. 1 se muestra el efecto de la administracion oral repetitiva de las
bacterias acido lacticas sobre la IgE total en suero en ratones sensibilizados con OVA, y en la FIG. 2 se muestra el
efecto sobre niveles de IgE especificos de ovoalbumina. En la FIG. 3 se muestra el efecto de la administracion oral
repetitiva de la bacteria acido lactica sobre la produccion de IL-4 en el sobrenadante de células esplénicas de ratones
sensibilizados con OVA, y en la FIG. 4 se muestra el efecto de la administracion oral repetitiva de la bacteria acido
lactica sobre la IgE total en el sobrenadante de células esplénicas de ratones sensibilizados con OVA. En las FIGs. 1 a
4, las notaciones (a) y (b) indican que la diferencia entre los grupos bajo las dos condiciones de prueba es
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estadisticamente significativa (P < 0,05), y la notacién (c) indica una diferencia estadisticamente significativa (P < 0,05)
para el grupo bajo condiciones experimentales (c) con respecto a cualquiera de los grupos bajo condiciones
experimentales (a) o (b). Tal como se muestra en las FIGs. 1 a la FIG. 4, se produce un incremento significativo de la
IgE total en suero (FIG. 1) y la IgE especifica de ovoalbumina (FIG. 2) resultantes de la sensibilizacién a alérgenos. No
obstante, los incrementos se suprimen significativamente mediante la administracién repetitiva de bacterias acido
lacticas. De una manera similar, la administracién oral repetitiva de bacterias acido lacticas provoca una reduccion
significativa en la produccion de IL-4 (FIG. 3), y la produccién de IgE total (FIG. 4) en células esplénicas. La diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos sujetos a cada condicion experimental se verificé usando PLSD de Fisher
en relacion con diferencias significativas en un analisis de varianza de una via, con el uso de Statcel, el cual es un
software complementario para EXCEL, el software de hojas de calculo de Microsoft Corporation.

Ejemplo 4
Efecto sobre un animal modelo con dermatitis atépica

[0040] ElI efecto, sobre la progresion de dermatitis atépica, de la administracién oral repetitiva de la cepa de bacterias
acido lacticas Lactobacillus paracasei K71 segun la presente invencion se examind usando un ratén NC, el cual es un
animal modelo para dermatitis atépica. Se adquirieron en Charles River Inc. doce ratones hembra (Balb/c) de cinco
semanas de edad, y los mismos se sometieron a tres dias de aclimatacién usando pienso CE-2 (CLEA Japon Inc.), y a
continuacioén se separaron en dos grupos de seis ratones. A un grupo se le dio pienso CE-2 que contenia un 0,05 % de
bacterias deshidratadas de la cepa Lactobacillus paracasei K71 (grupo al que se le administran bacterias acido lacticas)
y al otro grupo se le dio pienso CE-2 normal (grupo de control). La alimentacion continué durante tres dias.

[0041] La sensibilizacion a alergia se realizé usando cloruro de picrilo (2,4,6-trinitroclorobenceno, usado después de la
re-cristalizacion). La sensibilizacién inicial se llevd a cabo aplicando un recubrimiento de una solucion de cloruro de
picrilo al 5 % (disuelto en etanol: acetona = 4:1) sobre el abdomen y las yemas de cuatro extremidades. Después de
cuatro dias, se repitid el recubrimiento sobre la oreja a una frecuencia de una vez por semana para un total de 8
administraciones usando solucion de cloruro de picrilo al 1 % (disuelta en aceite de oliva comestible). La extraccion de
sangre y el andlisis de la IgE total en suero se realizd apropiadamente usando el método descrito en el EJEMPLO 1.
Durante todo el periodo de cultivo, se asigné una evaluacidon de puntuacion clinica a ambas orejas (seis personas
encargadas de la evaluacion llevaron a cabo la puntuacion de acuerdo con el patron de evaluacién de la Tabla 5 y
expresado en una puntuacion total para las orejas tanto derecha como izquierda).

[Tabla 5]
Puntuacién Clinica Signos
1 sin sintomas
2 forma auricular normal, con costras
3 hemorragia en el pabelldn auricular, ligero cambio de la forma auricular
4 ragades en el pabellén auricular, excoriaciéon conspicua
5 ragades conspicuas en el pabellén auricular

[0042] La dosis media de bacterias acido lacticas en el grupo al que se le administraron bacterias &cido lacticas se
calcul6 a partir de la cantidad ingerida de pienso y se estimé que fue de 23 mg/raton/dia. El efecto de la administracion
oral repetitiva de las bacterias acido lacticas sobre la IgE total en suero en el animal modelo para la dermatitis atopica se
muestra en la FIG. 5, y el efecto de la administracién oral repetitiva de las bacterias acido lacticas sobre sintomas
alérgicos auriculares en un animal modelo con dermatitis atopica se muestra en la FIG. 6. En la FIG. 5 y la FIG. 6, el
simbolo * muestra P < 0,05 y el simbolo ** muestra P < 0,01. En el grupo al que se le administraron bacterias acido
lacticas, tanto la cantidad de IgE (FIG. 5) como la puntuacién clinica (FIG. 6) se redujeron significativamente en
comparacioén con el grupo de control, y confirma que la administracion de bacterias acido lacticas reduce claramente los
sintomas de dermatitis atopica. Los resultados de la prueba t de Student muestran que tanto la IgE total en suero como
la puntuacion clinica del grupo al que se le administraron bacterias acido lacticas se redujeron significativamente en
comparacion con el grupo de control, y por lo tanto confirman que la administracion de bacteria acido lactica segun la
presente invencion reduce claramente los sintomas de la dermatitis atépica.

Ejemplo 5
3. Evaluacioén sensorial de arroz cocinado

[0043] Tres tandas (aproximadamente 450 g) de arroz blanco pulido (arroz Koshihikari de la Prefectura de Niigata) se
lavaron y se sumergieron en 900 mL de agua destilada. Se adicionaron nueve mL de liquido de cultivo durante una
noche, cultivado a 37 °C en caldo MRS, y los mismos se mezclaron suavemente, y se mantuvieron a una temperatura
de 38 °C durante un dia. Después de esto, el agua se descartd, y después de realizar tres veces un lavado usando
aproximadamente 500 mL de agua destilada, se adiciond una cantidad adecuada de agua destilada y la mezcla se
coloco en una arrocera eléctrica. Se recogié una pequefia cantidad del arroz antes de cocinarlo para medir el nimero de
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bacterias acido lacticas usando la misma operacion que el EJEMPLO 1. Como resultado, se detectaron 4,3 x 108
bacterias acido lacticas por 1 g de arroz (conversidon peso seco). La coccién se llevé a cabo bajo condiciones normales,
y la evaluacién sensorial del arroz cocinado muestra que el mismo era un arroz exquisito en modo alguno inferior al
arroz cocinado normal.
LISTADO DE SECUENCIAS
[0044]

<110> KAMEDA SEIKA CO., LTD. NIIGATA UNIVERSITY

<120> Novel Lactobacillus Microbe, Antiallergic Agent, Food and Pharmaceutical Composition Containing Thereof,
and Method for Manufacturing the Antiallergic Agent

<130> KMSF-001PCT

<150> JP2008-115091
<151> 2008-4-25

<160> 1

<170> Patentln version 3.3
<210> 1

<211> 1530

<212> DNA

<213> Lactobacillus paracasei

<400> 1
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REIVINDICACIONES
Cepa de bacterias acido lacticas Lactobacillus paracasei K71 depositada internacionalmente en el Instituto
Nacional de Ciencia y Tecnologia Industriales Avanzadas, Depositario del Organismo Internacional de Patentes
bajo el n.° de Accesién FERM BP 11098.
Agente anti-alérgico que comprende la bacteria segun la reivindicacion 1.
Agente segun la reivindicacion 2, en el que la bacteria es una bacteria viva.
Agente segun la reivindicacion 2, en el que la bacteria es una bacteria muerta.
Composicion alimenticia que incluye el agente segun una cualquiera de la reivindicacion 2 a la reivindicacion 4.

Composicion farmacéutica que incluye el agente segin una cualquiera de la reivindicacion 2 a la reivindicacion 4.

Composicion alimenticia que incluye arroz fermentado usando la bacteria segun la reivindicacién 1, un producto
pulverizado del arroz, o arroz cocinado obtenido al cocinar el anterior arroz o el producto de arroz pulverizado.

Método de fabricacion de un agente anti-alérgico que comprende las etapas de inocular en un medio la bacteria
segun la reivindicacion 1, y cultivarla.

Método segun la reivindicacion 8, en el que el medio es arroz o un producto de arroz pulverizado.
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FIG. 1
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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