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DESCRIPCION
Crioprotectores para la liofilizacién de las bacterias de acido lactico.

La presente invencion se relaciona con el uso de una nueva combinacion de crioprotectores para aumentar la viabilidad
de las bacterias de acido lactico después de la liofilizacién, mejorando la textura de la torta liofilizada para un triturado
mas facil y mejorar la estabilidad a largo plazo de las bacterias liofilizadas a diferentes condiciones de temperatura.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion pertenece al campo de la produccién de bacterias liofilizadas, particularmente bacterias de acido lactico.
Mas particularmente, la invencién se relaciona con el uso de una nueva combinacién de crioprotectores para aumentar
la viabilidad de las bacterias después de la liofilizacién, mejorando la textura de la torta liofilizada para un triturado mas
facil y mejorar la estabilidad a largo plazo de las bacterias liofilizadas a diferentes condiciones de temperatura. La
invencién se relaciona adicionalmente con el uso de tales bacterias liofilizadas en la industria alimentaria o en
aplicaciones para la salud humana o animal. Mas particularmente, la invencidn se relaciona con el aumento de la
viabilidad y el almacenamiento a largo plazo de bacterias recombinantes capaces de expresar proteinas o péptidos
heter6logos y administradas a seres humanos o animales con fines terapéuticos o de vacunacion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las bacterias de &cido lactico (LAB) son un grupo de bacterias Gram-positivas taxondmicamente diversas, capaces de
convertir hidratos de carbono fermentables principalmente a &cido lactico, lo que acidifica el medio de crecimiento en el
proceso. Generalmente, las especies de LAB son mas conocidas por su uso en la industria alimentaria, principalmente
en la preparacion de alimentos fermentados tales como los productos lacteos y ciertos tipos de carne. La importancia
comercial de la industria de la fermentacion lactea, que abarca la producciéon de por ejemplo queso, yogur y crema
acida, es bien conocida en todo el mundo.

En las Ultimas décadas, el interés por las LAB se ha incrementado dramaticamente. El hecho de que cepas
seleccionadas de LAB pueden influir en la fisiologia intestinal es ampliamente reconocido. Ha habido un creciente
interés por L. lactis como huésped para la produccién de proteinas heterélogas, y eventualmente para la produccion in
situ y como sistema de suministro de moléculas biolégicamente activas (ver mas abajo).

En la actualidad, se ha dirigido mucho esfuerzo hacia el uso de especies de LAB modificadas genéticamente (GM) como
herramientas de produccion y suministro para la administracion de farmacos biolégicos por via tdpica, a la mucosa, que
incluye citoquinas, fragmentos de anticuerpos, factores de crecimiento, hormonas y neuropéptidos. (por ejemplo, [6-12]).
Particularmente, se eligio la bacteria de grado alimenticio genéticamente modificada Lactococcus lactis (L. lactis) como
el microorganismo preferido para el suministro terapéutico de polipéptidos biolégicamente activos. Claramente, el
concepto de suministro por via oral de una proteina terapéutica con cepas de L. lactis modificadas genéticamente abre
posibilidades emocionantes. Sin embargo un atributo necesario de cualquier producto farmacéutico es la estabilidad a
largo plazo (vida en estante), tipicamente al menos 24 meses bajo condiciones de almacenamiento predefinidas. Para
este fin, se necesita desarrollar una plataforma de fabricacion eficiente, escalable y confiable para formulaciones de
Sustancia Farmaco (DS) y Producto Farmaco (DP) basadas en L. lactis genéticamente modificadas.

Durante la fabricacion y el almacenamiento posterior, el parametro critico para la estabilidad del producto es la viabilidad
a largo plazo de las bacterias genéticamente modificadas (expresada normalmente como unidades formadoras de
colonias (UFC) por gramo en funcion del tiempo de almacenamiento). La fabricacion, el almacenamiento y el probable
uso terapéutico de las cepas de LAB imponen un estrés significativo a las bacterias [4]. En entornos industriales, las
LAB puede preservarse y distribuirse en forma liquida, secada por aspersion, congeladas o liofilizadas (congeladas y
secadas). Aunque puede ser adecuado el uso de todas estas preparaciones como cultivos iniciales en la industria
alimentaria, cada vez se pone mas énfasis en los métodos de conservacion a largo plazo que promuevan una viabilidad
celular y una actividad metabdlica elevadas, ya que estos parametros se consideran un requisito previo para las
aplicaciones (bio)farmacéuticas. Con el fin de maximizar la supervivencia, la adicion a la biomasa de crioprotectores
seleccionados y la posterior liofilizacién son etapas cruciales, especialmente considerando el hecho de que las bacterias
viables y metabdlicamente activas son un requisito absoluto para inducir el efecto terapéutico deseado in situ.

La liofilizacion es ampliamente considerada como uno de los procesos de deshidratacion mas adecuados para
bacterias, con el objetivo de lograr una formulacion final sélida y estable [4]. Es uno de los métodos mas comunes para
almacenar cultivos de células microbianas, ain cuando las tasas de supervivencia después de la liofilizacion y durante
el almacenamiento pueden variar entre cepas [5]. La supervivencia después de la liofilizacion refleja la capacidad de las
células para resistir los efectos de congelacion y secado rapidos, tales como la oxidacion de lipidos de membrana y el
dafio celular en varios sitios diana [5]. Es bien conocido que la liofilizacion de bacterias sin proteccion mata la mayoria
de ellas, y aquellas que sobreviven, mueren rapidamente tras el almacenamiento. Por lo tanto se han realizado varios
intentos para aumentar el nimero de bacterias sobrevivientes tras la liofilizacion y el almacenamiento, con un éxito
limitado (ver mas abajo).
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La liofilizacion es con mucho, si no exclusivamente, el método mas frecuentemente utilizado para lograr una vida en
estante a largo plazo [16]. La eleccion de una mezcla adecuada de medio de secado/crioprotector es critica para
aumentar la tasa de supervivencia de las LAB durante la liofilizacién y posterior almacenamiento [4]. Se han informado
varios estudios que intentan aumentar la tasa de supervivencia de las LAB durante la liofilizacién y/o posterior
almacenamiento (para una revision, ver [4]). Sin embargo, ninguna de estas publicaciones demuestran una suficiente
estabilidad a largo plazo (es decir > 80% de supervivencia después de un afio) de las bacterias liofilizadas, como se
requiere para las aplicaciones farmacéuticas, particularmente a temperatura ambiente (25 °C)oa 2 -8 °C

Para la mayoria de los cultivos de LAB de interés comercial para la industria lactea, la leche desnatada en polvo se
selecciona como medio de secado porque estabiliza los constituyentes de las membranas celulares, facilita la
rehidratacion y forma un revestimiento protector sobre las células [4]. Suplementar la leche desnatada con agentes
crioprotectores adicionales puede aumentar su efecto protector intrinseco. Font de Valdez y otros describen el efecto
protector del adonitol al 10% en leche desnatada, sobre 12 cepas de LAB sometidas a liofilizacién [17]. Aunque se
informan elevadas tasas de supervivencia durante la liofilizacion (que varian de 42-100%, dependiendo de la cepa), no
se proporcionaron datos sobre la estabilidad a largo plazo. Castro y otros evaluaron los efectos beneficiosos de la leche
desnatada (11%) o la trehalosa (5%) sobre la supervivencia de Lactobacillus bulgaricus después de la liofilizacion,
mostrando tasas de retencién del 25% (conteo de células viables) en comparacion con ~ 1% en agua sola [18].
Nuevamente, no se informaron datos sobre la estabilidad durante el almacenamiento posterior.

Carvalho y otros (2003) demostraron el efecto estabilizador tanto del sorbitol como del glutamato (mono)sédico (MSG),
cada uno afiadido por separado a las LAB suspendidas en leche desnatada, sobre la supervivencia durante la
liofilizacion y posterior almacenamiento de 3-6 meses [19]. Sin embargo, a pesar del hecho de que la estabilidad se
increment6 en comparacion con la leche desnatada sola, las tasas de supervivencia informadas en presencia de sorbitol
0 MSG eran todavia muy bajas (<0.1%). Ademas, la supervivencia a largo plazo de las células liofilizadas, almacenadas
en recipientes cerrados a 20 °C al aire y mantenidas en la oscuridad hasta 8 meses, mostré6 una disminucion
significativa de uno o mas registros en el tiempo.

Carcoba y Rodriguez estudiaron los efectos de diversos compuestos, afiadidos de manera individual a la leche
desnatada reconstituida (RSM), sobre la supervivencia celular y la actividad metabdlica de L. lactis después de la
liofilizacion [16]. Encontraron que los azlcares trehalosa y sacarosa, los polioles sorbitol y adonitol, asi como también
los aminoacidos B-alanina y &cido glutamico, eran capaces de aumentar la viabilidad celular por encima del 44.3%
registrada en RSM sola. Sin embargo, las tasas de supervivencia reales con los medios suplementados no se
incluyeron, y no se revelaron los datos de almacenamiento a largo plazo.

Como ejemplo final, un estudio realizado por Huang y otros desarroll6 y optimiz6 un medio de proteccién para
Lactobacillus delbrueckii, lo que resulté en un 86% de viabilidad celular después de la liofilizacion [20]. La composicion
de este medio fue: sacarosa 66.40 g/l, glicerol 101.20 g/, sorbitol 113.00 g/l, y leche desnatada 130.00 g/I. Nuevamente,
no se informaron resultados de la estabilidad a largo plazo.

Huyghebaert y otros se propusieron desarrollar una formulacion de polvo liofilizado que contuviera bacterias de L. lactis
GM viables con una vida media aceptable [21]. Para investigar la influencia de la matriz de la liofilizacion, se usaron dos
medios diferentes; caldo de cultivo M17 suplementado con 0.5% de glucosa (con el fin de obtener GM17), o 10% (p/v)
de leche desnatada suplementada con 0.5% de glucosa y 0.5% de un hidrolizado de caseina (con el fin de obtener
leche GC). Después de la liofilizacién, se evalud la influencia de los pardmetros de liofilizacion, la matriz de liofilizacion y
diferentes condiciones de almacenamiento sobre la viabilidad a corto y largo plazo.

Cuando se liofilizo en caldo de cultivo GM17 convencional, la viabilidad absoluta fue menor que el 10%, mientras que la
liofilizacion en la matriz leche GC resulté en una viabilidad significativamente més elevada (60.0 + 18.0%). Sin embargo,
a pesar de varios intentos de estandarizar el procedimiento de liofilizacién, no pudo evitarse una variabilidad significativa
lote a lote.

Los estudios de estabilidad a corto plazo mostraron que la viabilidad ya habia disminuido + 20% después de la
liofilizacion y el almacenamiento durante 1 semana (matriz de leche GC). En los estudios de estabilidad a largo plazo, la
viabilidad relativa disminuyé grandemente después de 1 mes de almacenamiento, seguido de una disminucion
logaritmica durante los meses posteriores de almacenamiento (matriz de leche GC, diversas condiciones de
almacenamiento), lo que indica que no se pudo lograr la estabilidad a largo plazo.

Teniendo en cuenta el estado anterior de la técnica en su totalidad, es obvio que la leche desnatada es un componente
recurrente de los medios de liofilizacion para las LAB, y asi parece ser esencial para la viabilidad bacteriana. Sin
embargo, no se recomienda el uso de derivados de la leche en nuevas composiciones farmacéuticas, especialmente en
vista del riesgo de encefalopatia espongiforme transmisible (TSE) asociado con su uso.

Junto con una viabilidad elevada después de la produccion, las LAB liofilizadas deben tener ademas una vida media a
largo plazo aceptable para las aplicaciones farmacéuticas. Las composiciones bacterianas secas estabilizadas se
describen por ejemplo en US 2005/0100559, US 3897307 y W02004/065584. En US 2005/0100559 las composiciones
bacterianas secas se caracterizan porque ellas comprenden una fraccion grande de estabilizantes. Ver por ejemplo
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[055] en US 2005/0100559, en donde los estabilizantes representan al menos 40% (p/v). En W0O2004/065584 la
sacarosa 0 sacarosa y maltodextrina se muestran para mejorar la estabilidad de un cultivo celular bacteriano, pero sé6lo
a -20°C. En esta referencia no hay ninguna indicacién sobre cémo mejorar la vida media a largo plazo (a temperatura
ambiente) para una composicion que comprende bacterias liofilizadas. En US3897307, todos los experimentos
comienzan a partir de un cultivo de diferentes especies de Lactobacillus en la leche sin grasa que es posteriormente
liofilizada, opcionalmente en presencia de potenciadores de estabilizaciéon seleccionados a partir de acido L-ascorbico,
gue incluye sales comestibles del mismo, y el acido glutamico o acido aspartico, que incluye las sales de los mismos.
Como tal, los componentes de la leche son un constituyente importante de las composiciones bacterianas secas
estabilizadas.

En otras palabras ninguna de las técnicas anteriores se refiere a la sustitucién de los componentes de la leche con una
supervivencia y estabilidad suficientes en condiciones de almacenamiento en estantes a largo plazo. De hecho, la
mayoria de estos estudios carecen de datos precisos sobre la viabilidad inicial, la estabilidad y la densidad bacteriana.
Finalmente, ninguno de ellos informa sobre la liofilizacion de las bacterias GM y/o el mantenimiento de sus propiedades.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Conteo de células viables (expresado en unidades formadoras de colonias [UFC]/g) de la cepa de L. lactis
sAGX0037 usando diferentes mezclas de crioprotectores: datos inmediatamente después de la liofilizacién y después de
la exposiciéon a 25°C/35% de HR durante 24 horas. En la Tabla 1 se describe la composicion detallada de las mezclas
de crioprotectores.

Figura 2: Conteo de células viables (expresado en unidades formadoras de colonias [UFC]/g) de la cepa de L. lactis
sAGX0037 usando diferentes mezclas de crioprotectores: datos inmediatamente después de la liofilizacion y después de
la exposicién a 25°C/35% de HR durante 24 horas. En la Tabla 3 se describe la composicién detallada de las mezclas
de crioprotectores.

Figura 3: Conteo de células viables (expresado en unidades formadoras de colonias [UFC]/g) de la cepa de L. lactis
sAGX0037 usando una mezcla de crioprotectores Z4 (20% de glutamato sodico, 10% de sorbitol y 10% de dextrano
500), liofilizada a una temperatura de estante final de 25°C y 35°C: datos inmediatamente después de la liofilizacion y
después de la exposicion a 25°C/35% de HR durante 4 y 24 horas En la Tabla 4 se describe la composicion detallada
de las bacterias y la composicion de la mezcla de crioprotectores.

Figura 4: Efecto estabilizante de una combinacién de glutamato sddico, dextrina (a partir de almidén de maiz) y sorbitol
sobre la cepa de L. lactis SAGX0037 durante la liofilizacion y el almacenamiento a largo plazo en 3 condiciones
diferentes de almacenamiento: -20°C, 5°C y 25°C/60% de HR en bolsas PET/ALU En la Tabla 5 se describe la
composicion detallada de las bacterias y la composicién de la mezcla de crioprotectores.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion comprende el descubrimiento y el desarrollo de una composicion de crioprotectores efectiva, que
no contiene leche desnatada o cualquier otro compuesto derivado de animales, para lograr una estabilidad a largo plazo
de las bacterias de acido lactico liofilizadas (LAB), a diferentes temperaturas, de manera que la retencién de la viabilidad
de las LAB liofiizadas después de 6 meses de almacenamiento, preferentemente después de 9 meses de
almacenamiento, con mayor preferencia después de 12 meses de almacenamiento es mayor que 50%, preferentemente
mayor que 60%, con mayor preferencia mayor que 70%, adn con mayor preferencia mayor que 80%. La principal
ventaja de la formulaciéon de la composicién de crioprotectores es proporcionar proteccion a las bacterias altamente
sensibles durante la liofilizacion, durante la exposiciébn a corto plazo a condiciones operacionales normales de
fabricacion, y durante el almacenamiento a largo plazo después del envasado.

La presente invencién proporciona una combinacion de agentes estabilizantes (crioprotectores), lo que resulta en una
alta supervivencia de las LAB tras su liofilizaciéon, molienda y tamizado de las tortas liofilizadas y su almacenamiento
posterior. Con el fin de maximizar la supervivencia, se afiade una combinacién de diferentes compuestos estabilizadores
(crioprotectores) a la biomasa bacteriana antes de la liofilizacion. Esta combinacion de compuestos estabilizantes, que
comprende un hidrolizado de almidén y una sal de acido glutamico y/o un poliol, resulta en un incremento de la
supervivencia y la estabilidad de las LAB liofilizadas. Particularmente, la invencién se relaciona con el uso de una nueva
combinacion de crioprotectores para aumentar la viabilidad de las bacterias después de la liofilizacion, mejorar la textura
de la torta liofilizada para una molienda facil y mejorar la estabilidad a largo plazo de las bacterias liofilizadas a
diferentes condiciones de temperatura.

Como se explica en detalle en los ejemplos de aqui en adelante, después de la liofilizacion en presencia de la mezcla de
crioprotectores seleccionada se obtuvieron elevados rendimientos de células viables (>6 x 10E+11 unidades formadoras
de colonias [UFC]/g). Sorprendentemente, la viabilidad de estas células liofilizadas no se afecté por la exposicion a
condiciones ambientales (imitando los procesos posteriores a la formulacion farmacéutica y la produccion [por ejemplo,
el llenado de capsulas]) durante 24 horas (25°C/35% de HR), y la conservacion a largo plazo de la viabilidad celular se
observo en diferentes condiciones de almacenamiento.
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Las combinaciones de crioprotectores que contienen ya sea glutamato sodico o sorbitol y dextrano, combinados con
crioprotectores bien conocidos tales como la trehalosa y la sacarosa, resulté en rendimientos de células viables
inmediatamente después de la liofilizacion comparables con la formulaciéon preferida de crioprotectores (codigo D).
Estudios de exposicién a corto plazo demostraron claramente que las formulaciones de crioprotectores que comprenden
dicha combinacion de un hidrolizado de almidon y una sal de &cido glutdmico y/o un poliol, protegen a las bacterias
liofilizadas de L. lactis tras el almacenamiento sin protecciéon durante 24 horas a 25°C y 35% de HR. En la invencion, la
sal del acido glutamico es preferentemente un glutamato soédico. El poliol de la invencién es preferentemente sorbitol o
manitol, mientras que el hidrolizado de almidén de la invencién es preferentemente un dextrano.

Los resultados del andlisis de supervivencia de la cepa de Lactococcus lactis (L. lactis) SAGX0037, determinada por
conteo de células viables en las muestras liofilizadas asi como también en muestras expuestas al aire, indicaron que
una combinacion preferida (cédigo D) de un hidrolizado de almidén (por ejemplo dextrano 500), glutamato de sodio y un
poliol (por ejemplo manitol) (como se presenta en los Ejemplos 1, 2 y 3), protegio las bacterias de L. lactis tras el
almacenamiento sin proteccion por 24 horas a 25°C y 35% de HR.

En comparacién con una formulacién de sacarosa, que se conoce como un "estandar de oro" para la estabilizacion de
LAB liofilizadas, la combinacion de 3 crioprotectores es claramente superior tras el almacenamiento, y es la Unica
combinacion de estabilizadores que resulta en conteos de células viables de > 6 x 10E+11 UFC/g tras la exposicion a
corto plazo a 25°C/35% de HR. Cuando se afiadié glutamato sédico solo a las bacterias, tras la exposicién a corto plazo,
no se observoé supervivencia de las bacterias.

La combinacién de crioprotectores de un hidrolizado de almidon (por ejemplo, dextrina a partir de almidén de maiz),
glutamato sddico y un poliol (por ejemplo, sorbitol), conduce a un polvo de LAB liofilizado estable, que asegura la
estabilidad y la supervivencia a largo plazo de las bacterias viables (no se observé una disminucion significativa en el
conteo de células viables en las tortas liofilizadas molidas y tamizadas almacenadas a -20 °Cy 5 °C, y > 90% del conteo
inicial de células viables se conservé durante 1 afio de almacenamiento, lo que resultd en concentraciones muy
elevadas de UFC de hasta > 5 x 10E 11 UFC /g).A 25 °C, 60% de HR, s6lo se observé una ligera disminucion en el
conteo de células viables, ain dando lugar a altas concentraciones de UFC, hasta > 3 x 10E+11 CFU/g después de 1
afio de almacenamiento a 25°C/60% de HR.

Es por lo tanto un objetivo de la presente invencién proporcionar una composicion bacteriana liofilizada que comprende
la combinacion de un hidrolizado de almidén, una sal de acido glutdmico y un poliol. Como resulta evidente a partir de
los ejemplos de aqui en adelante, la cantidad de hidrolizado de almidon usada en dicha composicion es de
aproximadamente 2,0% a aproximadamente 10% (p/v); particularmente de aproximadamente 2,5% a aproximadamente
5% (p/v). La cantidad de la sal del &cido glutdmico usada en dicha composicion es de aproximadamente 2,0% a
aproximadamente 10% (p/v); en particular de aproximadamente 5,0% a aproximadamente 7,5% (p/v). La cantidad de
poliol usada en dicha composicion es de aproximadamente 5,0% a aproximadamente 30% (p/v); en particular de
aproximadamente 10% a aproximadamente 20% (p/v); mas en particular de aproximadamente 7,5% a aproximadamente
15% (p/v).

Los 'polioles’ como se usa en la presente, generalmente se refiere a una mezcla de varios alcoholes de azlcares, tal
como sorbitol, maltitol, y manitol, entre otros. Este se hidroliza a partir de almidén de maiz, almidén de papa, o almidon
de trigo, que se descompone en pequefias unidades tales como glucosa, dextrina, malto-dextrina, y polidextrina, por las
enzimas amilasa. En una etapa de hidrogenacion posterior, dichas unidades méas pequefias se convierten en los
alcoholes de azucar, tales como sorbitol, maltitol, manitol, y sacaridos hidrogenados de cadena mas larga (tal como
maltitriitol). En una modalidad particular de la presente invencién el poliol es manitol, sorbitol o una combinacion de
sorbitol y manitol. En dicha modalidad cada uno de dichos polioles, es decir sorbitol 0 manitol, esta cada uno presente
en una cantidad de aproximadamente 5,0% a aproximadamente 15% (p/v); en particular de aproximadamente 7,0% a
aproximadamente 15% (p/v). En adn una modalidad adicional cada uno de dichos componentes polioles estan
presentes en la misma cantidad, es decir a aproximadamente 7%, 8%, 9%, 10%, 11 %, 12%, 13%, 14% o 15% (p/v).

Las 'sales de &cido glutamico' como se usa en la presente, se refiere generalmente al acido glutdmico y sus sales
solubles en agua comestibles. Dichas sales "comestibles" son aquellas aprobadas para uso en alimentos para seres
humanos y son de grado alimenticio, tales como las sales de sodio y/o potasio del acido glutamico. En una modalidad
particular de la presente invencion, la sal del acido glutAmico es glutamato monosédico, también conocido como
glutamato sodico y MSG. En aun una modalidad adicional dicho glutamato sédico esta presente de aproximadamente
2,0% a aproximadamente 10% (p/v); en particular de aproximadamente 5,0% a aproximadamente 7,5% (p/v).

Los ‘'hidrolizados de almidon' como se usa en la presente se refiere generalmente a los productos de hidrolizacién de
polisacéaridos ramificados que consiste en un gran nimero de unidades de glucosa, tal como almidén, o dextrano. En el
almidén, las unidades de construccidn consisten en el amilosa lineal y helicoidal, y la amilopectina ramificada. En el
dextrano, la cadena recta consiste de enlaces a-1,6 glicosidicos entre moléculas de glucosa, mientras que las
ramificaciones comienzan a partir de enlaces a-1,4 (y, en algunos casos, enlaces a-1,2 y 0-1,3 también). En una
modalidad particular los hidrolizados de almidén como se usa en la presente constan de uno cualquiera de dextrano, 1,
dextrano, 5, dextrano 10, dextrano 20, dextrano, 40, dextrano 60, dextrano 70, dextrano 110, o dextrano 500, en donde
el nimero se refiere al peso molecular normativo expresado en kDa; en una modalidad mas particular el hidrolizado de

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2425385713

almidén es dextrano 500. En aln una modalidad adicional dicho dextrano esta presente de aproximadamente 2,0% a
aproximadamente 10% (p/v); en particular de aproximadamente 2,5% a aproximadamente 5% (p/v).

Como se usa en la descripcion de la invencion y ejemplos, las formas del singular "un”, "una", y "el/la" incluyen los
referentes en singular y plural a menos que el contexto lo especifique claramente de cualquier otra forma. A modo de
ejemplo, "una célula" se refiere a una o mas de una célula.

Los términos "que comprende”, "comprende" y "compuesto de" como se usa en la presente son sinénimos con "que
incluyen”, "incluye" o "que contiene", "contiene”, y son inclusivos o abiertos y no excluyen miembros, elementos o
etapas del método no mencionados, adicionales.

La enumeracién de intervalos numéricos por puntos finales incluye todos los nimeros y fracciones abarcadas dentro de
ese intervalo, asi como también los puntos finales enumerados.

El término "aproximadamente" como se usa en la presente cuando se refiere a un valor medible tal como un pardmetro,
una cantidad, una duracién temporal, y similares, abarca las variaciones de +/-20% o menos, preferentemente +/-10% o
menos, con mayor preferencia +/-5% o menos, aun con mayor preferencia +/-1% o menos, y ain con mayor preferencia
+/-0.1% o menos del valor especificado, en tanto tales variaciones son adecuadas para llevar a cabo de la invencién
descrita.

Todos los documentos citados en la presente descripcion se incorporan en su totalidad como referencia en la presente.
En particular, las ensefianzas de todos los documentos a los que se hace referencia en la presente se incorporan como
referencia.

A menos que se defina de cualquier otra forma, todos los términos usados para describir la invencion, incluyendo
términos técnicos y cientificos, tienen el significado cominmente comprendido por el experto en la técnica a la que
pertenece la invencion. A modo de una guia adicional, las definiciones siguientes se incluyen para apreciar mejor la
ensefianza de la presente invencion.

El término "acido nucleico recombinante" se refiere generalmente a un &cido nucleico que se compone de segmentos
unidos entre si mediante tecnologia de ADN recombinante. Cuando un &cido nucleico recombinante se replica en un
organismo huésped, la progenie de &cidos nucleicos se incluye ademas dentro del término "acido nucleico
recombinante”.

Los trabajos de referencia estandares que exponen los principios generales de la ingenieria genética incluyen Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2da ed., vol. 1-3, ed. Sambrook y otros, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1989; Current Protocols in Molecular Biology, ed. Ausubel y otros, Greene Publishing and Wiley-
Interscience, Nueva York, 1992 (con actualizaciones periédicas) ("Ausubel y otros 1992"); Innis y otros, PCR Protocols:
A Guide to Methods and Applications, Academic Press: San Diego, 1990. Los principios generales de la microbiologia
se exponen, por ejemplo, en Davis, B. D. y otros, Microbiology, 3ra edicion, Harper & Row, publishers, Filadelfia, Pa.
(1980).

El término "heterdlogo”, cuando se refiere a la relacion entre un ORF dado y un promotor, significa que normalmente
dicho promotor no esta asociado con este, es decir, normalmente no controla la transcripcion de dicho ORF en la
naturaleza. En otras palabras, la asociacion se crea por técnicas de ADN recombinante en los acidos nucleicos
recombinantes de la invencion.

El término 'bacteria de acido lactico' se refiere generalmente a una bacteria seleccionada del grupo que consiste de una
especie de Lactococcus, una especie de Lactobacillus, una especie de Streptococcus, una especie de Pediococcus, una
especie de Bifidobacterium y una especie de Leuconostoc y abarca cualquier taxén (por ejemplo, especies,
subespecies, cepa) clasificado como perteneciente a las mismas en la técnica

El término "Lactococcus" se refiere generalmente al género Lactococcus y abarca cualquier taxén (por ejemplo,
especies, subespecies, cepa) clasificado como perteneciente a las mismas en la técnica. A modo de ejemplo,
Lactococcus incluye las especies Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis, Lactococcus piscium, Lactococcus
plantarum y Lactococcus raffinolactis, y cualquier subespecie y cepas de estas.

En modalidades preferidas de la invencién el Lactococcus es Lactococcus lactis. Lactococcus lactis incluye, sin limitarse
a, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. hordniae, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis
ssp. bv. diacetylactis.

En modalidades preferidas adicionales de la invencion el Lactococcus lactis es Lactococcus lactis ssp. cremoris o
Lactococcus lactis ssp. lactis, con mayor preferencia Lactococcus lactis ssp. lactis, y abarca cualquiera de las cepas de
estas, tal como, por ejemplo, Lactococcus lactis ssp. cremoris SK11 o Lactococcus lactis ssp. lactis MG1363.

En consecuencia, en una modalidad, la bacteria liofilizada contiene uno o mas marcos de lectura abiertos de los acidos
6
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nucleicos recombinantes que codifican un producto de expresion, preferentemente un polipéptido, capaz de provocar
una respuesta terapéutica en un sujeto, preferentemente en un sujeto humano o animal.

En una modalidad particularmente (til, ilustrativa y no limitante dicho o dichos marcos de lectura abiertos de los acidos
nucleicos recombinantes de la invencion pueden codificar un antigeno y/o un polipéptido terapéuticamente activo no
vacunogénico.

Como se usa en la presente, el término "antigeno" se refiere generalmente a una sustancia extrafia a un cuerpo (esp. al
cuerpo de un sujeto humano o animal al cual se le administre el antigeno) que evoca una respuesta inmune, que incluye
respuesta inmune humoral y/o inmune celular, y es capaz de unirse con un producto de la respuesta inmune, por
ejemplo, un anticuerpo o una célula T. Consecuentemente, en un ejemplo preferido, un antigeno requiere que el sujeto
al que se le administra posea un sistema inmunolégico funcional para provocar una respuesta fisiolégica de dicho
sujeto.

De acuerdo con la invencién un antigeno puede derivarse de cualquier polipéptido para el que se produzca una
respuesta inmunoldgica terapéuticamente Util en un sujeto humano o animal, por ejemplo, de un patégeno, por ejemplo,
de un patdgeno viral, procariotico (por ejemplo, bacteriano) o eucaritico, de una proteina no fisiolégica (por ejemplo,
una proteina derivada de tejido canceroso), de un alergeno (por ejemplo, para provocar tolerancia inmunolégica), etc.

El término "polipéptido terapéuticamente activo no vacunogénico" se refiere generalmente a un polipéptido que, al
administrarlo a un sujeto humano o animal, no provoca una respuesta inmunolégica contra si mismo y es capaz de
lograr un efecto terapéutico. Consecuentemente, se esperaria que el efecto terapéutico de un polipéptido de este tipo
esté directamente relacionado con su propia funcién bioldgica natural de manera que puede lograr efectos particulares
en un cuerpo de un sujeto; en lugar de producir un efecto terapéutico al actuar como un antigeno inmunogénico y/o
inmunoprotector en el sujeto. Consecuentemente, el polipéptido terapéuticamente activo no vacunogénico debe ser
bioldgicamente activo en la forma en que se expresa o, al menos, debe convertirse en la forma biol6gicamente activa
una vez liberado de la célula huésped que lo expresa. Preferentemente, dicha forma biol6gicamente activa de dicho
polipéptido puede mostrar una conformacién secundaria y preferentemente también terciaria que sea la misma o
cercanamente analoga a su configuracién nativa.

Preferentemente, el polipéptido terapéuticamente activo no vacunogénico es ademas no tdxico y no patogénico.

En una modalidad preferida, el polipéptido terapéuticamente activo no vacunogénico puede derivarse de un ser humano
o animal, y puede corresponder preferentemente al mismo taxén que el sujeto humano o animal al que se va a
administrar.

Los ejemplos no limitantes de polipéptidos terapéuticamente activos no vacunogénicos adecuados incluyen los que son
capaces de funcionar localmente o sistémicamente, por ejemplo, es un polipéptido capaz de ejercer actividades
endocrinas que afectan el metabolismo local o de todo el cuerpo y/o el(los) polipéptido(s) biolégicamente activo(s)
es/son aquel(aquellos) capaz(capaces) de regular las actividades de las células pertenecientes al sistema
inmunohematopoyético y/o uno o mas polipéptidos biol6gicamente activos es/son aquel(aquellos) capaz (capaces) de
afectar la viabilidad, el crecimiento y la diferenciacion de una variedad de células normales o neoplasicas en el cuerpo o
de afectar la regulaciéon inmunolégica o la induccion de respuestas inflamatorias de fase aguda a lesiones e infecciones
y/o uno o mas polipéptidos biolégicamente activos es/son aquel(aquellos) capaces de aumentar o inducir resistencia a la
infeccion de las células y los tejidos mediante quimiocinas que actlan sobre sus receptores en la célula diana, o la
proliferacién de células epiteliales o la promocién de la cicatrizacion de heridas y/o uno o mas polipéptidos
bioldgicamente activos modula(n) la expresion o la produccion de sustancias por las células en el cuerpo.

[Los ejemplos especificos de esos polipéptidos incluyen, sin limitarse a, insulina, hormona del crecimiento, prolactina,
calcitonina, hormona luteinizante, hormona paratiroidea, somatostatina, hormona estimulante de las tiroides, polipéptido
intestinal vasoactivo, citocinas tales como IL-2, IL-3. IL-4, IL-5. IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, cualquiera de IL-
14 a IL-32, GM-CSF, M-CSF, SCF, IFN, EPO,G-CSF, LIF, OSM, CNTF, GH, PRL, la familia TNF de citocinas, por
ejemplo, TNFa, TNFb, CD40, CD27 o FAS ligandos, la familia IL-1 de citocinas, la familia del factor de crecimiento de
fibroblastos, los factores de crecimiento derivados de plaquetas, factores de crecimiento transformantes y factores de
crecimiento de nervios, la familia del factor de crecimiento epidérmico de citocinas, la insulina relacionada con citocinas,
etc. Alternativamente, el polipéptido terapéuticamente activo puede ser un receptor o antagonista para los polipéptidos
terapéuticamente activos como se definen anteriormente. Los ejemplos especificos adicionales de tales polipéptidos
adecuados se enumeran, por ejemplo, en WO 96/11277, pagina 14, lineas 1-30, incorporada en la presente como
referencia; en WO 97/14806, pagina 12, linea 1 a la pagina 13, linea 27, incorporada en la presente como referencia; o
US 5,559,007, col. 8, linea 31 a la col. 9, linea 9, incorporada en la presente como referencia.

En consecuencia, en una modalidad el &cido nucleico recombinante codifica un antigeno y/o un polipéptido
terapéuticamente activo no vacunogénico, en donde dicho antigeno es capaz de provocar una respuesta inmunolégica,
preferentemente una respuesta inmunolégica protectora, en un sujeto humano o animal, y/o dicho polipéptido
terapéuticamente activo no vacunogénico es capaz de producir un efecto terapéutico en un sujeto humano o animal.
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WO 97/14806 especificamente describe ademas la co-expresion de antigenos con moléculas estimuladoras de la
respuesta inmune, tales como, por ejemplo, interleucinas, por ejemplo, IL-2 o IL-6, por bacterias. En consecuencia, se
contemplan ademas las bacterias liofilizadas de la invencion para dicha co-expresiéon.

En una modalidad preferida adicional, el marco de lectura abierto de acuerdo con la invencién comprende
adicionalmente una secuencia que codifica una sefial de secrecion correlacionada con un polipéptido codificado por el
ORF. Esto permite de manera favorable la secrecion del polipéptido expresado a partir de la célula huésped y de ese
modo puede facilitar, por ejemplo, el aislamiento o el suministro.

Tipicamente, una secuencia sefal de secrecion representa un segmento de aproximadamente 16 a aproximadamente
35 aminoacidos, que contiene usualmente aminoacidos hidrofébicos que se embeben en la bicapa lipidica de la
membrana, y de ese modo permite la secrecién de una proteina acompafiante o secuencia peptidica de la célula
huésped, y que usualmente se escinde de esa proteina o péptido. Preferentemente, la secuencia sefial de secrecion
puede estar activa de esa manera en una célula huésped destinada para usarse con el acido nucleico que comprende
dicha secuencia sefial, por ejemplo, una célula bacteriana huésped, preferentemente una bacteria de &cido lactico, con
mayor preferencia Lactococcus, aun con mayor preferencia Lactococcus lactis.

Las secuencias sefial de secrecion activas en células huésped adecuadas se conocen en la técnica; las secuencias
sefial de Lactococcus ilustrativas incluyen aquellas de usp45 (ver, US 5,559,007) y otras, ver, por ejemplo, Perez-
Martinez y otros 1992 (Mol Gen Genet 234: 401-11); Sibakov y otros 1991 (Appl Environ Microbiol 57(2): 341-8).
Preferentemente, la secuencia sefial se localiza entre la secuencia del promotor y el ORF, es decir la secuencia sefial
se localiza hacia el 3' de la secuencia del promotor y precede al ORF del polipéptido de interés. En una modalidad
preferida, la secuencia sefial codifica la secuencia del amino&cido

MKKKIISAIL MSTVILSAAA PLSGVYA (usp45).

En un aspecto adicional, la bacteria liofilizada de la invencion comprende un vector que contiene un &cido nucleico
recombinante.

Como se utiliza en la presente, "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico, tipicamente de ADN, a la que se
pueden insertar y clonar, es decir, propagar, fragmentos de &cidos nucleicos. Consecuentemente, un vector contendra
tipicamente uno o mas sitios de restriccion Unicos, y puede ser capaz de replicacion autbnoma en un organismo
huésped o vehiculo definido de tal manera que la secuencia clonada es reproducible. Los vectores pueden incluir, sin
limitarse a, plasmidos, fagémidos, bacteriéfagos, vectores derivados de bacteriéfago, PAC, BAC, &cidos nucleicos
lineales, por ejemplo, ADN lineal, etc., segin sea adecuado (ver, por ejemplo, Sambrook y otros, 1989; Ausubel 1992).

El &cido nucleico recombinante o el vector de la invencién pueden estar presentes en la célula huésped de manera
extra-cromosomica, preferentemente con replicacion autbnoma usando un propio origen de replicacién, o puede estar
integrado en el ADN gendmico bacteriano, por ejemplo, en el cromosoma bacteriano, por ejemplo, en el cromosoma de
Lactococcus. En este Ultimo caso, una o varias copias de dicho acido nucleico pueden integrarse, preferentemente una
sola copia; la integracion puede tener lugar en un sitio al azar del cromosoma o, como se describié anteriormente, en un
sitio predeterminado del mismo, preferentemente en un sitio predeterminado, tal como, en un ejemplo preferido no
limitante, en el locus thyA de Lactococcus, por ejemplo, de Lactococcus lactis.

En un aspecto relacionado, la invencion proporciona un método para la fabricacion de bacterias liofilizadas que
comprenden uno o mas marcos de lectura abiertos dentro de un acido nucleico recombinante dentro de las bacterias
liofilizadas para seres humanos o animales que necesiten de ellas, que comprende administrar a dicho ser humano o
animal una cantidad terapéuticamente eficaz de tales bacterias transformadas con dicho acido nucleico.

El animal puede ser preferentemente un mamifero, tal como, por ejemplo, animales domésticos, animales de granja,
animales del zoo, animales deportivos, mascotas y animales experimentales tales como perros, gatos, conejillos de
indias, conejos, ratas, ratones, caballos, ganado, vacas, primates como los simios, monos, orangutanes y chimpances;
canidos como los perros y los lobos; felinos como los gatos, leones vy tigres; équidos, tales como caballos, burros y
cebras; animales productores de alimentos, tales como vacas, cerdos y ovejas; ungulados como ciervos y jirafas;
roedores tales como ratones, ratas, hamsteres y conejillos de indias, y asi sucesivamente.

Como se usa en la presente, los términos "tratar” o "tratamiento” se refieren al tratamiento terapéutico y profilactico o
medidas preventivas, en donde el objetivo es prevenir o ralentizar (disminuir) un cambio o trastorno fisiol6gico
indeseado. Un "humano o animal con necesidad de tratamiento” incluye uno que pudiera beneficiarse con el tratamiento
de una afeccion dada.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de una sustancia o composicion terapéutica
eficaz para tratar una enfermedad o trastorno en un sujeto, por ejemplo, humano o animal, es decir, para obtener un
efecto local o sistémico y un desempefio deseado. A modo de ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de
bacterias puede comprender al menos 1 bacterias, o al menos 10 bacterias, o al menos 10? bacterias, o al menos 10°
bacterias, o al menos 10* bacterias, o al menos 10° bacterias, o al menos 10° bacterias, 0 al menos 10 bacterias, o al
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menos 10° bacterias, o al menos 10°, o al menos 10, 0 al menos 10*, o al menos 10%, o al menos 10™, 0 al menos
10™, o al menos 10%, 0 mas células huésped, por ejemplo, bacterias, por ejemplo, en una dosis Unica o repetida.

Las células liofilizadas de la presente invencién pueden administrarse solas o en combinacién con uno o mas
compuestos activos. Estos Ultimos pueden administrarse antes, después o simultaneamente con la administracion de
dichas células liofilizadas.

Existe una serie de descripciones de la técnica anterior sobre el suministro de antigenos y/o polipéptidos
terapéuticamente activos, y debe apreciarse que tales descripciones pueden modificarse de manera mas favorable con
los promotores fuertes de la presente invencién. A modo de ejemplo y no de limitacién, el suministro bacteriano de
péptidos trébol puede usarse para tratar enfermedades del canal alimentario (ver, por ejemplo, WO 01/02570), el
suministro de interleucinas particularmente IL-10 para el tratamiento de la colitis (por ejemplo, ver WO 00/23471), el
suministro de antigenos como vacunas (por ejemplo, WO 97/14806), el suministro de GLP-2 y anéalogos relacionados
puede usarse para tratar la enfermedad del intestino corto, la enfermedad de Crohn, la osteoporosis y como terapia
adyuvante durante la quimioterapia de cancer, etc. Se prevén aplicaciones terapéuticas adicionales usando las células
liofilizadas de la invencién.

Los ejemplos no limitantes adicionales de los tipos de enfermedades tratables en seres humanos o animales mediante
el suministro de polipéptidos terapéuticos de acuerdo con la invencion incluyen, sin limitarse a, por ejemplo,
enfermedades inflamatorias del intestino que incluyen la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa (tratables con, por
ejemplo, IL-Ira o IL-10 o péptidos trébol); enfermedades autoinmunes, que incluyen, pero sin limitarse a la psoriasis, la
artritis reumatoide, el lupus eritematoso (tratables con, por ejemplo, IL-Ira o IL-10); trastornos neuroldgicos, que
incluyen, pero sin limitarse a la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral amiotrofica
(tratables con, por ejemplo, el factor neurotréfico derivado del cerebro y el factor neurotréfico ciliar); cancer (tratable con,
por ejemplo, IL-1, factores estimulantes de colonias o interferon- W); osteoporosis (tratable con, por ejemplo, el factor de
crecimiento transformante f3); diabetes (tratable con, por ejemplo, insulina); enfermedad cardiovascular (tratable con,
por ejemplo, el activador tisular del plasmindgeno); aterosclerosis (tratable con, por ejemplo, citocinas y antagonistas de
citocinas); hemofilia (tratable con, por ejemplo, factores de coagulacion); enfermedad hepatica degenerativa (tratable
con, por ejemplo, el factor de crecimiento de hepatocitos o interferon a); enfermedades pulmonares tales como la
fibrosis quistica (tratable con, por ejemplo, antitripsina alfa); obesidad; infecciones de patégenos, por ejemplo,
infecciones virales o bacterianas (tratables con cualquiera de las composiciones o0 antigenos mencionados
anteriormente); etc.

Por lo tanto, en un aspecto adicionalla invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende
las bacterias liofilizadas fabricadas por la invencién, ya sean o no transformadas con el acido nucleico y/o el vector
descrito anteriormente.

Preferentemente, dicha formulaciéon comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de las bacterias liofilizadas
fabricadas mediante la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, es decir, una 0 mas sustancias vehiculo
farmacéuticamente aceptables y/o aditivos, por ejemplo, amortiguadores, vehiculos, excipientes, estabilizadores, etc. El
término "farmacéuticamente aceptable” como se usa en la presente es consistente con la técnica y significa compatible
con los otros ingredientes de una composicion farmacéutica y no perjudiciales para el receptor de la misma. Las
bacterias liofilizadas de acuerdo con la invencién pueden prepararse en forma de cdpsulas, comprimidos, granulados y
polvos, cada uno de los cuales puede administrarse por via oral.

Alternativamente, las bacterias liofilizadas de acuerdo con la invencion pueden prepararse en forma de suspensiones
acuosas en medios adecuados, o las bacterias liofilizadas pueden suspenderse en un medio adecuado justo antes de
usarse.

Para la administraciéon por via oral, pueden formularse formas de dosificacion por via oral gastro-resistentes, cuyas
formas de dosificacion pueden incluir ademas compuestos que proporcionan la liberacion controlada de las células
huésped y de ese modo proporcionan la liberacién controlada de la proteina deseada codificada en las mismas. Por
ejemplo, la forma de dosificacidn por via oral (que incluye tabletas, pildoras, granulados, polvos) puede estar recubierta
con una fina capa de excipiente (usualmente polimeros, derivados celulésicos y/o materiales lipéfilos) que resiste la
disoluciéon o la ruptura en el estomago, pero no en el intestino, permitiendo de ese modo el transito a través del
estomago a favor de la desintegracion, la disolucion y la absorcion en el intestino.

La forma de dosificacién por via oral puede disefiarse para permitir la liberacion lenta de las células huésped y de la
proteina recombinante de las mismas, por ejemplo como de liberacion controlada, de liberacion sostenida, de liberacion
prolongada, tabletas o capsulas de accidén sostenida.Estas formas de dosificacion usualmente contienen excipientes
convencionales y bien conocidos, tales como excipientes lipéfilos, poliméricos, celulésicos, insolubles, hinchables. Las
formulaciones de liberacidon controlada ademas pueden usarse para cualquier otro sitio de suministro, que incluye
suministro intestinal, colon, bioadhesién o sublingual (es decir, suministro por la mucosa dental) y suministro bronquial.
Cuando las composiciones de la invencién son para administrarse por via rectal o vaginal, las formulaciones
farmacéuticas pueden incluir supositorios y cremas. En este caso, las células huésped se suspenden en una mezcla de
excipientes comunes que incluyen ademas lipidos. Cada una de las formulaciones mencionadas anteriormente son bien
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conocidas en el arte y se describen, por ejemplo, en las siguientes referencias: Hansel y otros (1990, Pharmaceutical
dosage forms and drug delivery systems, 5ta edicion, William and Wilkins); Chien 1992, Novel drug delivery system, 2da
edicion, M. Dekker); Prescott y otros (1989, Novel drug delivery, J. Wiley & Sons); Cazzaniga y otros, (1994, Oral
delayed release system for colonic specific delivery, Int. J. Pharm.i08:7").

Preferentemente, una formulacién de enema puede usarse para la administracion rectal. El término "enema" se usa
para cubrir las preparaciones liquidas destinadas para uso rectal. EI enema usualmente puede suministrarse en
envases de dosis Unica y contiene uno o mas principios activos disueltos o dispersados en agua, glicerol o macrogoles u
otros disolventes adecuados.

Asi, de acuerdo con la invencién, en una modalidad preferida, las células huésped recombinantes que codifican un gen
deseado pueden administrarse al animal o humano a través de la mucosa, por ejemplo, una ruta oral, nasal, rectal,
vaginal o bronquial puede ser una cualquiera de las formulaciones del estado del arte aplicable a la ruta especifica. La
dosificaciéon de las células huésped para la administracién variard dependiendo de cualquier nimero de factores que
incluyen el tipo de bacteria y el gen asi codificado, el tipo y gravedad de la enfermedad a tratar y la ruta de
administracion a usar.

Asi, las dosis precisas no se pueden definir para cada modalidad de la invencion, pero seran facilmente evidentes para
los expertos en la materia una vez armados con la presente invencion. La dosificacion puede determinarse de cualquier
manera caso a caso mediante la medicion de las concentraciones a nivel del suero de la proteina recombinante
después de la administracion de un nimero predeterminado de células, usando métodos bien conocidos, tales como los
conocidos como ELISA o Biacore (ver ejemplos). El analisis del perfil cinético y la vida media de la proteina
recombinante suministrada proporciona informacién suficiente para permitir la determinacién de un intervalo de
dosificacion eficaz para las células huésped transformadas.

En una modalidad, cuando las bacterias liofilizadas fabricadas de acuerdo con las invenciones expresan un antigeno, la
invencion puede proporcionar ademas una vacuna.

El término "vacuna" identifica una composicion farmacéuticamente aceptable que, cuando se administra en una cantidad
eficaz a un sujeto humano o animal, es capaz de inducir anticuerpos frente a un inmunégeno comprendido en la vacuna
ylo provoca inmunidad protectora en el sujeto.

La vacuna de la invencion podria comprender las células huésped transformadas con los acidos nucleicos o vectores de
la invencion y ademas opcionalmente un excipiente.Tales vacunas ademas pueden comprender un adyuvante, es decir,
un compuesto 0 composicion que aumenta la respuesta inmunoldgica a un antigeno. Los adyuvantes incluyen, pero sin
limitarse a, adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund, saponina, geles minerales tales como
hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos,
emulsiones de aceite o hidrocarburos, y adyuvantes humanos farmacéuticamente aceptables potencialmente Utiles tales
como BCG (bacilo Calmetle-Guerin) y Corynebacterium parvum.

Las bacterias de acido lactico liofilizadas de la invencion pueden usarse en la industria alimentaria generalmente como
un aditivo para alimentos o particularmente como un cultivo inicial, tales como cultivos iniciales de yogur o cultivos
iniciales de queso. Tipicamente, tales composiciones comprenden la bacteria en una forma concentrada incluyendo
concentrados congelados, secos o liofilizados que tienen tipicamente una concentracion de células viables que es al
menos 10<5> UFC por gramo de la composicion, tal como al menos 10<6> UFC/g incluyendo al menos 10<7> UFC/g,
por ejemplo al menos 10<8> UFC/g, por ejemplo al menos 10<10> UFC/g, tal como al menos 10<11> UFC/g, por
ejemplo al menos 10<12> de la composicién. La composicion puede contener como componentes adicionales aditivos
convencionales que incluyen nutrientes tales como extracto de levadura, azlcares y vitaminas.

La invencion proporciona un método para la fabricacion de bacterias de acido lactico liofilizadas que son (tiles para una
variedad de componentes de productos comestibles o ingredientes tales como leche que incluyen leche sin pasteurizar
(cruda), carne, masa de harina, vino y materiales vegetales, tales como verduras, frutas y cultivos forrajeros. Como se
usa en la presente, el término "leche" significa cualquier tipo de leche o componente de la leche que incluyen por
ejemplo, leche de vaca, leche humana, leche de buifala, leche de cabra, leche de oveja, productos lacteos hechos a
partir de dicha leche, o suero de la leche. La ventaja particular de las bacterias de acido lactico liofilizadas de la
invencion es el elevado grado de viabilidad y la capacidad de almacenamiento a largo plazo. El cultivo inicial se afiade
en cantidades que resultan en un nimero de células viables el cual es al menos 10<3> unidades formadoras de colonia
(UFC) por gramo de los materiales de partida del producto comestible, tal como al menos 10<4> UFC/g que incluyen al
menos 10<5> UFC/g, tal como al menos 10<6> UFC/g, por ejemplo al menos 10<7> UFC/g, tal como al menos 10<8>
UFC/g, por ejemplo al menos 10<9> UFC/g, tal como al menos 10<10> UFC/g, por ejemplo al menos 10<11> UFC/g,
por ejemplo al menos 10<12>/g de los materiales de partida del producto comestible.

La invencidn proporciona ademas una bacteria de &cido lactico liofilizada que comprende una combinacion de
compuestos estabilizantes de la invencion, la cual estd en la forma de composicién de un cultivo inicial para la
produccién de un producto alimenticio o un alimento para animales, o en la forma de un cultivo para la produccién de un
aroma.
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La invencion se ilustra adicionalmente con ejemplos que no han de considerarse limitantes.
EJEMPLOS

La presente invencion se entendera mejor por referencia a los Detalles Experimentales que siguen, pero los expertos en
la materia apreciaran facilmente que éstos son solamente ilustrativos de la invencion como se describe mas
completamente en las reivindicaciones que siguen posteriormente. Otras modalidades se les ocurrirdn a los expertos en
la técnica a la luz de estos ejemplos, particularmente las modalidades que comprenden otras especies de bacterias de
acido lactico como las especies de Lactococcus, tal como una especie de Lactobacillus, una especie de Streptococcus,
una especie de Pediococcus, una especie de Bifidobacteriumy una especie de Leuconostocy cualquier taxén (por
ejemplo, especies, subespecies, cepa) clasificado perteneciente a estas en la técnica.

EJEMPLO 1: Efecto estabilizante de una combinacion de dextrano, glutamato sédico y un poliol durante la
liofilizacidn y la exposicidn sin proteccion a corto plazo (24 horas) a 25°C/35% de HR

La cepa de L. lactis SAGX0037 se cultivd en un fermentador de 5 |, se lavé dos veces con agua purificada que contenia
800 uM de timidina, y se concentro diez veces. Las bacterias concentradas se mezclaron en una proporcion en volumen
1:1 con la mezcla de crioprotectores (1 ml de muestra + 1 ml de crioprotector). La formulacion resultante se alicuotd en
35 frascos en volumenes de 2 ml. Todo el proceso, desde el biorreactor hasta el frasco, tomé aproximadamente 8 horas,
mientras que la temperatura promedio los 10 °C. Las diferentes formulaciones en su concentracion final, es decir, que
incluyen bacterias, se muestran en la Tabla 1. Los frascos se congelaron en granulos sélidos de CO2 hasta que estos
se colocaron en el liofilizador.

Tabla 1 Composicion de las formulaciones de crioprotectores después de afiadir la suspensién de células. El contenido
en peso seco de las células en la suspensioén celular formulada fue 33 g/l 0 3.3%.

Composicion final Materia sélida total de crioprotectores en la formulacion
(peso/volumen [p/v]) liquida final antes de la liofilizacién (en% p/p)

Codigo
5% HES Hidroxi Etil Almidon

A 5% trehalosa 12.5%
2.5% Glutamato Saédico
4% sorbitol
4% dextrano 500

B 4% HES 20%
4% trehalosa
4% glicina

Cc 7.5% HES 20%
10% sacarosa
2.5% Glutamato Sodico
7.5% manitol
7.5% glutamato sodico

D 20.5%
3% glicina

2.5% dextrano 500
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codiao Composicion final Materia sélida total de crioprotectores en la formulacién
9 (peso/volumen [p/v]) liquida final antes de la liofilizacion (en% p/p)

E 10% sacarosa 10%

F no se afiadieron excipientes

Con el fin de probar la supervivencia de las tortas liofilizadas después de la exposicion a las condiciones ambientales
(imitando los procesos posteriores a la formulacién [por ejemplo, el llenado de cépsulas]), se analizaron 3 frascos
mediante el conteo de células viables inmediatamente después de la liofilizacion y después de 24 horas de
almacenamiento a 25°C y 35% de HR.

Los resultados del analisis de supervivencia para la cepa de L. lactis SAGX0037, determinados por el conteo de células
viables en las muestras liofilizadas, asi como también las muestras expuestas al aire, indicaron que una combinacion de
un hidrolizado de almidén (dextrano 500), glutamato sédico y un poliol (por ejemplo manitol) (tal como se presenta
mediante el cédigo D), protegio a las bacterias L. lactis liofilizadas tras el almacenamiento sin proteccién durante 24
horas a 25°C y 35% de HR.

Aunque las combinaciones que contienen glutamato sddico o sorbitol y dextrano, combinado con crioprotectores bien
conocidos tales como trehalosa y sacarosa (formulaciones codificadas A, B y C) dieron lugar a rendimientos de células
viables inmediatamente después de la liofilizacion que eran comparables a la formulacién codificada D (> 1 x 10E+11
UFC/g), los estudios de exposicion a corto plazo demostraron claramente que sélo la formulacion D, que contiene una
combinacion de un hidrolizado de almidén y una sal de acido glutdmico y/o un poliol, protegi6 a las bacterias L. lactis
liofilizadas tras el almacenamiento sin proteccién durante 24 horas a 25°C y 35% de HR.

En comparacion con la formulacion de sacarosa (codificada E), conocida como un "estandar de oro" para la
estabilizacion de LAB liofilizadas, la combinacion seleccionada (D) es superior tras el almacenamiento, y es la Unica
combinacion en este ejemplo que resulta en un conteo de células viables de > 1 x 10E+11 UFC/g tras la exposicion a
corto plazo a 25°C/35% de HR.

Cuando no se afadieron estabilizadores a las bacterias, no se observd la supervivencia de las bacterias tras la
exposicion a corto plazo, como se demuestra en la Figura 1, formulacioén codificada F.

Ejemplo 2: Efecto estabilizante de una combinacién de dextrano, glutamato sédico y un poliol durante la
liofilizacién y la exposicion a corto plazo (24 horas) a 26°C/35% de HR.

Se us6 un pre-cultivo (100 ml) de la cepa de L. lactis SAGX0037 para la inoculacion de un reactor de tanque
continuamente agitado (CSTR) de 7 |, que contiene 5 | de medio M17¢ (composiciéon enumerada en la Tabla 2)

Tabla 2: Composicion del medio de fermentacion M17c¢

Componente Cantidad (por 1 litro)
Extracto de levadura 209
KH2PO,4 20g
MgSOa, 7H20 0.51g
Acido citrico monohidrato 0.49¢
glucosa 559
Timidina (100 mM) 8 mll

El biorreactor se ajustd para mantener la temperatura a 30 °C y el pH a 7 (por adicién de NH40OH 5M).La velocidad de
agitaciéon se ajusté a 200 rpm. La fermentacién se termind cuando se completdé el consumo de glucosa enfriando el
fermentador a 4°C. Se tomd una muestra de "fin de la fermentacion" y se usé para la determinacion del peso celular
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seco (DCW). Una vez que la fermentacion se termind, se concentraron 3.5 | del caldo de fermentacion y se lavaron
mediante ultrafiltracién/diafiltracion usando un filtro de 1400cm2 de fibra hueca de 500 kDa.

Cuando la cantidad total de 3.5 | de caldo se concentré aproximadamente 10 veces, la botella de 5 | en volumen se
reemplaz6é con una botella que contenia agua purificada y se usé para la diafiltracion. Durante la diafiltracién, la
concentracion de lactato se controlé por andlisis del permeado. La diafiltracién se terminé una vez que la concentracion
de lactato alcanz6 5 - 10 g/l

Directamente después de la concentracion y diafiltracion, las suspensiones de células bacterianas se dividieron en 13
porciones, a las que se afadieron diferentes crioprotectores (enumerados en la Tabla 3).Después de mezclar los
crioprotectores con las suspensiones celulares, cada mezcla se alicuoté en mas de 25 frascos (2 ml de volumen final) y
se liofilizo.

Tabla 3: Composicion de las formulaciones de crioprotectores después de la adicion de la suspension celular. El
contenido en peso seco de las células en la suspensién celular formulada fue 70 g/l.

Materia sélida total de

Composicion de Volumen de la|Volumen de la

Cédigo de la - crioprotectores en - -
formulacién sqluuon de formulacién liquida final (% suspension sqlucmn de
crioprotectores (p/v) V) celular (ml) crioprotectores (ml)
10% HES
Al 10% trehalosa 12.5% 26 26
5% Glutamato Sodico
5% HES
A2 10% trehalosa 10% 26 26
5% Glutamato Sodico
8% sorbitol
8% dextrano 500
B1 8% HES 20% 26 26
8% trehalosa
8% glicina
15% HES
C1 20% sacarosa 20% 26 26
5% Glutamato Sodico
15% HES
Cc2 15% sacarosa 12.5% 26 26
5% Glutamato Sodico
D1 15% manitol 20.5% 26 26
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Materia sélida total de

- Composicion de la| . Volumen de la|Volumen de la
Cédigo de la iy crioprotectores en -, -
! solucion de P . o, | SUsSpension solucion de
formulacion . formulacién liquida final (% -
crioprotectores (p/v) celular (ml) crioprotectores (ml)

piv)
15% Sorbitol

5% Glutamato Sodico

6% glicina

5% dextrano 500

7% manitol

7% Sorbitol
D2 12% 26 26
5% Glutamato Sédico

5% dextrano 500
El 50% sacarosa 10% 41.6 10.4

F2 40% Glutamato Sédico |5% 40 6.29

Con el fin de probar la supervivencia de las tortas liofilizadas después de la exposicion a las condiciones ambientales
(imitando los procesos posteriores a la formulacién [por ejemplo el llenado de capsulas]), se analizaron 3 frascos
mediante el conteo de células viables inmediatamente después de la liofilizacion y después de 24 horas de
almacenamiento a 25°C y 35% de HR.

Los resultados del analisis de supervivencia para la cepa de L. lactis SAGX0037, determinados por el conteo de células
viables en las muestras liofilizadas, asi como también las muestras expuestas al aire, indicaron que una combinacion de
un hidrolizado de almidén (dextrano 500), un poliol (por ejemplo manitol y/o sorbitol) y glutamato sdédico (tal como se
presenta mediante el codigo D1), produjo un conteo elevado de células viables inmediatamente después de la
liofilizacion (por ejemplo > 3 E+11 UFC/g) y estabilizé los liofilizados de bacterias de L. lactis tras el almacenamiento sin
proteccion durante 24 horas a 25°C y 35% de HR, lo que resulta en elevados rendimientos de células viables (> 2 E+11
UFC/g).

Aunque las formulaciones codificadas Al, A2, B1, C1 y C2 (combinaciones que contienen ya sea glutamato sédico o
sorbitol y dextrano, combinados con crioprotectores bien conocidos tales como trehalosa y sacarosa) resultaron en
rendimientos de células viables inmediatamente después de la liofilizacion comparables a los de la formulacion
codificada D1, los estudios de exposicién a corto plazo demostraron claramente que las formulaciones D1 y D2 (que
contienen una mezcla de al menos un hidrolizado de almidon [dextrano 500], un poliol [por ejemplo manitol y/o sorbitol] y
el glutamato sédico) estabilizaron las bacterias liofilizadas de L. lactis tras el almacenamiento sin proteccion durante 24
horas a 25°C y 35% de HR.

En comparacién con la formulacién de sacarosa (codificada E1), un "estandar de oro" para la estabilizacion de LAB
liofilizadas, la combinacion de 3 crioprotectores es claramente superior tras el almacenamiento, y es la Unica
combinacion de estabilizadores en este ejemplo que resulté en un conteo de células viables > 2 x 10E +11 UFC/g tras la
exposicion a corto plazo a 25°C/35% de HR.

Cuando se afadié glutamato sddico solo a las bacterias, no se observd la supervivencia de las bacterias tras la
exposicion a corto plazo, como se demuestra en la Figura 2, formulacién codificada F2.
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EJEMPLO 3: Efecto estabilizante de una combinacidon de dextrano, glutamato sédico y sorbitol durante la
liofilizacién y la exposicidn sin protecciéon a corto plazo (4 'y 24 horas) a 25°C/35% de HR.

Se uso6 un pre-cultivo de la cepa de L. lactis SAGX0037 (100 ml) para la inoculacién de un CSTR de 7 | que contenia 5 |
de medio M17c (ver Tabla 2 anterior).El biorreactor se ajusté para mantener la temperatura a 30°C y el pH a 7 (por
adicion de NH40OH 5M). La velocidad de agitacion se ajusté a 200 rpm. La fermentacion se termindé cuando la
concentracion de glucosa habia caido por debajo de 0.5 g/l, mediante el enfriamiento del fermentador a 40C. Se tomé
una muestra de "final de la fermentacion" y se utilizé para la determinacién del DCW. Una vez que la fermentacion se
termind, se concentraron 3.5 | del caldo de fermentacién y se lavaron mediante ultrafiltracion/diafiltracion usando un filtro
de 1400cm2 de fibra hueca de 500 kDa.

Cuando la cantidad total de 3.5 | de caldo de cultivo se concentré aproximadamente 10 veces, la botella de 5 | en
volumen se reemplazé con una botella que contenia agua purificada y se utilizé para la diafiltracion.Durante la
diafiltracién, la concentracion de lactato se controld por andlisis del permeado. La diafiltracion se terminé una vez que la
concentracion de lactato alcanz6 5 - 10 g/l.

Las suspensiones bacterianas se mezclaron con diferentes crioprotectores, la composicion de los cuales se describe en
la Tabla 4.Después de mezclar los crioprotectores con las suspensiones, cada mezcla se alicuotd en diferentes
recipientes de liofilizacion (alicuotas de 55 ml) en condiciones asépticas. Después de alicuotar, los recipientes se
colocaron en una placa plana en un congelador de -700C hasta la liofilizacion. Se evaluaron dos temperaturas de
secado secundarias durante el proceso de liofilizacion: temperatura del estante 25°C y 35°C.

Tabla 4: Composicion de las formulaciones de crioprotectores después de la adicion de la suspension celular (peso seco
de 70 g/l)

Solucion madre de Composicion de la mezcla final

Cdédigo del |la composicion Volumen_ . de la VO'U".‘?” de la de crioprotectores en la
X suspension solucion madre de LR
crioprotector |concentrada 5 . formulacién liquida antes de la
celular (ml) crioprotectores (ml) e
(p/v) liofilizacion (% p/v)
20 % Na-glutamato 4 % Na-glutamato
Z4 25°C /[ 35°C |10 % dextrano 500 184 46 2 % dextrano 500
10 % sorbitol 2 % sorbitol

Los resultados del analisis de viabilidad para la cepa de L. lactis SAGX0037 (Figura 3), determinados por el conteo de
células viables en las muestras liofilizadas asi como también en las muestras expuestas al aire, indicaron que una
combinacion de un hidrolizado de almidon (dextrano 500), un poliol (por ejemplo manitol y/o sorbitol) y glutamato sédico,
produjo un elevado conteo de células viables inmediatamente después de la liofilizacion (por ejemplo > 6 E+11 UFC/qg) y
estabilizo a las bacterias L. lactis liofilizadas tras la exposicién sin proteccion a 25°C y 35% de HR durante 4 horas y 24
horas.Se observo una elevada estabilidad de células viables después de esta prueba de exposicién, lo que resulté en
rendimientos de células viables de > 6 E+11 UFC/g después de 4 horas y > 5 E+11 UFC/g después de 24 horas de
exposicion respectivamente.

Tabla 4a: Efecto de la formulacién de crioprotectores en la supervivencia de L. lactis después de la liofilizacion

Conteo de células viables |Conteo de células UFC/ml

Composiciéon final de la Supervivencia

Muestra . UFC/ml antes de |la después de la liofilizacién y
mezcla de crioprotectores | . .. .. S %
liofilizacion reconstitucién
4 % Na-glutamato
Z4 25°C |2 % dextrano 500 1.6E+11 1.1E+11 69%

2 % sorbitol
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EJEMPLO 4: Efecto estabilizador de una combinacién de dextrina, glutamato sédico y sorbitol durante la
liofilizacién y el almacenamiento a largo plazo en diferentes condiciones de almacenamiento.

Después de un escalado a 200 | de fermentacién industrial de la cepa de L. lactis SAGX0037, la biomasa acumulada se
concentrd y se lavd con agua purificada por ultrafiltracién/diafiltracion respectivamente. La diafiltracion se detuvo una
vez que la concentracion de lactato cayd por debajo de 5 g/l (55 mmol/l). Durante la ultrafiltracion y la diafiltracion, la
cubierta del recipiente se enfrié continuamente a 4°C con agua.

En vista de la etapa de liofilizacion posterior, la estabilizacion de las bacterias se aseguré6 mediante la adiciéon de una
soluciéon de crioprotectores seleccionada a la biomasa resultante de la etapa de UF/DF. La solucion final de
crioprotectores consistid en un hidrolizado de almidéon (dextrina de almidén de maiz), glutamato sédico y un poliol
(sorbitol), tal como se describe en la Tabla 5.

Tabla 5: Composicion de la formulacion de crioprotectores

Componente Peso

Dextrina (a partir de almidén de maiz) 100g = 10% p/v
Sorbitol 1009 = 10% p/v
Glutamato sodico 200g = 20% p/v
Agua para inyecciones QSP 11

El peso requerido de la solucion de crioprotectores afiadida fue de aproximadamente 17.0 kg de suspension celular y
4.8 kg de solucién de crioprotectores, lo que resulta en un peso aproximado de la formulacion final de 21.8 kg de
suspension celular formulada. La formulacidon fue enviada en bandejas adecuadas de liofilizaciéon masiva y se liofilizé
bajo condiciones validadas y controladas. Las bandejas se cargaron en los estantes del liofilizador y posteriormente se
congelaron a -50°C. El tiempo total de la congelacion fue de aproximadamente 9 horas.

Después de la etapa de congelacion, la presion de la camara se redujo y el secado primario se inici6 aumentando de la
temperatura de los estantes en multiples etapas en gradiente de -22°C, -10°C, 20°C, 25°C y una temperatura final del
estante de 35°C.Al final del secado primario, se realizé una prueba de aumento de presion para determinar el final de la
fase de secado primario. No se produjo aumento de presion, y el proceso de liofilizacion continu6é por una fase de
secado secundario. El tiempo total del proceso de liofilizacion fue de aproximadamente 93 horas.

Al final del ciclo de liofilizacion, la camara se presurizé con gas nitrdgeno seco, esterilizado por filtracion (filtrado en una
membrana con tamafio de poro de 0.22 pm).Las bandejas se descargaron y se envasaron en bolsas de papel de
aluminio (Alu) impermeables a los vapores, a 18-26°C y 30-70% de HR respectivamente.

Después, las tortas liofilizadas se equilibraron durante aproximadamente una hora en un cuarto de produccion de Clase
100.000 a temperatura (19-23°C) y humedad (<20% HR) controladas, y posteriormente se pulverizaron por triturado
manual (en bolsas de PE) de las tortas liofilizadas, seguido por tamizado (410 um).Después de tamizar, el polvo se
homogeneizé manualmente (en bolsas de PE) y se tomaron muestras de la sustancia farmaco masiva final liofilizada
resultante (DS, que contiene bacterias de L. lactis SAGX0037 y crioprotectores), para el andlisis y las pruebas de
estabilidad.

Las muestras se envasaron por 500 mg en bolsas PET/Alu y se almacenarona -20+£5°C,a5+3°Cya25+2°C,60+
5% de HR. Las muestras se controlaron durante 12 meses. Como se demuestra en la Figura 4, no se observé
disminucion significativa en el conteo de células viables de las bacterias liofilizadas en polvo, almacenadas a -20°C y
5°C, y se conservé > 90% del conteo inicial de células viables durante 1 afio de almacenamiento, lo que resulté en
concentraciones muy elevadas de UFC de hasta> 5 x 10E+11 UFC/g. A 25°C, 60% de HR, sélo se observo una ligera
disminucion en el conteo de células viables, lo que resultoé en elevadas concentraciones de UFC de hasta> 3 x 10E+11
UFC/g después de 1 afio de almacenamiento a 25°C/60% de HR.

Estos datos demuestran claramente que la combinacion de crioprotectores de un hidrolizado de almidén (por ejemplo,
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dextrina de almidén de maiz), glutamato sdédico y un poliol (por ejemplo, sorbitol ) conduce a un polvo de LAB liofilizado
estable, asegurando la estabilidad y la supervivencia a largo plazo de las bacterias viables.
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REIVINDICACIONES

Una combinacion de compuestos estabilizantes para mejorar la supervivencia y estabilidad de las bacterias de
acido lactico liofilizadas, que comprende un hidrolizado de almidén, una sal de acido glutamico y un poliol.

La combinaciéon de acuerdo con reivindicacion 1 en donde;

- la cantidad de hidrolizado de almidén esta en el intervalo de aproximadamente 2,0% a aproximadamente
10% (p/v);

- la cantidad de sal de acido glutamico esta en el intervalo de aproximadamente 2,0% a aproximadamente
10% (piv); y

- la cantidad de poliol esta en el intervalo de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 30% (p/v).

La combinacion de compuestos estabilizantes de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en donde la sal del
acido glutamico es un glutamato sédico.

La combinacidon de compuestos estabilizantes de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en
donde el poliol es sorbitol 0 manitol.

La combinacidon de compuestos estabilizantes de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en
donde el hidrolizado de almidén es un dextrano.

Un método para la liofilizacion de una bacteria de acido lactico, en donde una combinacion de los compuestos
estabilizantes se usa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

Una bacteria de &cido lactico liofilizada, que comprende ademas una combinacion de los compuestos
estabilizantes de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

Una bacteria de acido lactico liofilizada de acuerdo con la reivindicacién 7 en donde dicha bacteria de acido
lactico comprende ademas uno o més acidos nucleicos recombinantes que son heterélogos para la bacteria.

Una bacteria de &cido lactico liofilizada de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8 para usar como un medicamento
0 como un ingrediente alimenticio.

Una bacteria de &cido lactico liofilizada de acuerdo con la reivindicaciéon 7 u 8 para usar aplicaciones
alimenticias o procesamiento de alimentos.

Una bacteria de &cido lactico liofilizada de acuerdo con la reivindicaciéon 10 que esta en forma de una
composicion de cultivo inicial para la produccién de un producto alimenticio o un alimento animal, o en forma de
un cultivo para la produccién de un aroma.

Una combinacién de compuestos estabilizantes de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en
donde las bacterias de acido lactico se seleccionan del grupo que consiste de una especie de Lactococcus, una
especie de Lactobacillus, una especie de Streptococcus, una especie de Pediococcus, una especie de
Bifidobacterium y una especie de Leuconostoc.

Un método para liofilizar bacterias de acido lactico de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde las bacterias
de acido lactico se seleccionan del grupo que consiste de una especie de Lactococcus, una especie de
Lactobacillus, una especie de Streptococcus, una especie de Pediococcus, una especie de Bifidobacterium y
una especie de Leuconostoc.

Una bacteria liofilizada de acuerdo con las reivindicaciones 7 a 10, en donde las bacterias de acido lactico se
seleccionan del grupo que consiste de una especie de Lactococcus, una especie de Lactobacillus, una especie
de Streptococcus, una especie de Pediococcus, una especie de Bifidobacterium y una especie de Leuconostoc.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
L. lactis cAGK003 7-Crioprotectores {Glutamato sodico-Dextrina-Sorbitol)
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