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DESCRIPCION
Uso de Lactobacillus plantarum para aumentar la diversidad bacteriana
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de una cepa de Lactobacillus plantarum para la fabricacion de una
composicién para aumentar la diversidad del tubo digestivo y al uso de una cepa de Lactobacillus plantarum para la
fabricacién de una composicién para tratamiento profilactico.

Técnica anterior

Hay un consenso general en biologia de que es beneficiosa una alta diversidad (variacién de diferentes tipos de
organismos) para el ecosistema global asi como para los locales méas limitados y también para el ser humano
individual. Una alta diversidad indica que el ecosistema esta en un equilibrio saludable. Por el contrario, un
ecosistema desequilibrado o alterado o enfermo permite que se produzca "sobrecrecimiento" de unos pocos
organismos, invadiendo el sistema y causando mas alteraciones y nuevas afecciones. Esto también se aplica al
ecosistema del intestino humano.

La flora bacteriana del tubo digestivo (Gl, por sus siglas en inglés) humano es un ecosistema complejo. La
composicién y la actividad de la flora bacteriana desempefan funciones importantes en la salud humana debido a su
contribucion a la nutricién, al desarrollo y constante ajuste del sistema inmunitario y resistencia a la colonizacion. El
tubo Gl se puede considerar como un tubo especializado que se extiende de la boca al ano. Se divide en varias
regiones anatdémicas definidas, incluyendo boca, es6fago, estdmago, intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon) e
intestino grueso (ciego, colon y recto). Las concentraciones bacterianas en el estbmago y los dos tercios superiores
del intestino delgado (duodeno y yeyuno) son relativamente bajas debido a la acidez en el estémago, la corta
duracién del transito de contenido, secrecion de bilis y jugo pancreatico. La concentracion esta normalmente en el
intervalo de 10% a 10* unidades formadoras de colonias de bacterias (cfu) por ml de contenido gastrico o intestinal y
ejemplos de bacterias residentes tipicas en estas regiones son Strgptococcus y Lactobacillus. La parte distal del
intestino delgado (ileon) tiene normalmente una concentracion de 10°-10% cfu por ml y esta dominada normalmente
por los mismos tipos de bacterias que se encuentran en el colon, es decir, diferentes clases de Firmicutes,
Bacteriodetes, Fusobacteria, Verrucomicrobia, Proteobacteria y Bifidobacterium (WANG, M., AHRNE, S,
JEPPSSON, B. y MOLIN, G. (2.005). Comparison of bacterial diversity along the human intestinal tract by direct
cloning and sequencing of 165 rRNA genes. FEMS Microbial Ecology 54: 219-231). La concentracion més alta de
bacterias se encuentra en el intestino grueso debido a la duracién mas prolongada del transito (hasta 60 h). Se ha
estimado que la biomasa bacteriana constitu1ye el 40-55% de los solidos fecales y la concentracion de bacterias
vivas esta normalmente alrededor de 10'°-10"" cfu por g de contenido intestinal. En un colon no alterado, equilibrado
y sano también estd en su maximo la diversidad bacteriana. Sin embargo, debido a la extremadamente alta
concentracién bacteriana, el colon es también la parte del tubo Gl que es la mas vulnerable para traslocacion donde
viven bacterias o las partes tdxicas de las bacterias pasan por la barrera mucosal y a los nédulos linfaticos
mesentéricos y otros sitios extra-intestinales, tales como el bazo, higado, rifién, cavidad peritoneal y torrente
circulatorio. La baja diversidad bacteriana (LBD, por sus siglas en inglés) aumenta el riesgo de sobrecrecimiento
bacteriano en el intestino grueso (LIBO, por sus siglas en inglés) y sobrecrecimiento en el intestino delgado (SIBO,
por sus siglas en inglés), que puede conducir a traslocacion.

Se ha demostrado en el campo técnico que la diversidad del tubo digestivo en pacientes con enfermedad de Crohn
es baja, [Manichanh C., Rigottier-Gois L., Bonnaud E., Gloux K., Pelletier E., Frangeul L., Nalin R., Jarrin C.,
Chardon P., Marteau P., Roca J., y Doré J. (2.006). Reduced diversity of faecal microbiota in Crohn’s disease
revealed by a metagenomic approach. Gut 55: 205-211] [Ott S. J. Musfeldt M., Wenderoth D. F., Hampe J., Brant O.,
Félsch U. R., Timmis K. N., y Schreiber S. (2.004) Reduction in diversity of the colonic mucosa associated bacterial
microflora in patients with active inflammatory disease. Gut 53: 685-693].

Se ha demostrado ademas que el recién nacido con una baja diversidad en el tubo digestivo corre un mayor riesgo
de llegar a ser alérgico, [Wang, M., Karlsson, C., Olsson, C., Adlerberth, I., Wold, A., Strachan, D. P., Martricardi, P.
M., Aberg, N., Perkin, M. R., Tripodi, S., Hesselmar, B., Saalman, R., Molin, G. y Ahrné, S. (2.008). Reduced diversity
in the early fecal microbiota of infants developing atopic eczema: Low diversity in early microbiota of infants
developing atopy. Journal of Allergy and Clinical Immunology 121: 129-134.

Se ha demostrado ademas que las ratas hembra que experimentan "sobrecrecimiento" (baja diversidad) en el tubo
digestivo dieron a luz bebés con un nivel de haptoglobina aumentado e intestino inmaduro, [FAK, F., Ahrné, S.,
Molin, G., Jeppsson, B. y Westrém, B (2.008). Microbial manipulation of the rat dam changes bacterial colonization
and alters properties of the gut in her offspring. American Journal of Physiology - Gastrointestinal and Liver
Physiology 294: 148-154.

Asi, parece haber una conexién entre baja diversidad en el tubo digestivo y varios estados fisiol6gicamente alterados
en seres humanos y otros mamiferos.

Se sabe que el uso de antibidticos disminuye la diversidad bacteriana en el tubo digestivo. Como el uso de
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antibidticos es enorme en el mundo hay por supuesto una necesidad en el campo técnico de proporcionar nuevas
formas de superar este problema de baja diversidad en el tubo digestivo, afectando dicha baja diversidad a la salud
general de la especie humana.

Se sabe ademas en general que el estilo de vida de la especie humana en los paises desarrollados ocasiona
muchas alteraciones poco sanas y enfermedades tales como las enfermedades cardiovasculares a la vista por €j.,
del estrés y sobrepeso. Se sabe que las personas con estas alteraciones y afecciones tienen con frecuencia una
baja diversidad bacteriana en el tubo digestivo.

Asi, hay una necesidad en el campo técnico de superar el problema de los estados fisiol6gicamente alterados
relacionados con o debidos a una baja diversidad en el tubo digestivo de los individuos.

La patente internacional WO 01/11077 A2 desvela métodos de diagndstico o tratamiento de sindrome del intestino
irritable y otros trastornos causados por sobrecrecimiento bacteriano del intestino delgado (SIBO) por administracion
de agentes antimicrobianos o probiéticos, por €j., una especie de Bifidobacterium o Lactobacillus, o normalizacién de
la motilidad intestinal por empleo de un agente procinético.

Sumario de la invencion
Los problemas ya mencionados se resuelven mediante la presente invencién.
La presente invencién se define por las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende una cepa de Lactobacillus plantarum segun la
reivindicacién 1, para uso en el tratamiento o la profilaxis de baja diversidad bacteriana (LBD); sobrecrecimiento
bacteriano en el intestino grueso (LIBO) o sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (SIBO) traslocacion
asociada a y de un LIBO o SIBO individual por aumento de la diferencia de indices de diversidad del tubo Gl
comparado con placebo.

La presente invencién también se refiere al tratamiento de uno o una amplia serie de estados fisiolégicamente
alterados basados en una baja diversidad bacteriana (LBD) en el tubo digestivo (Gl) de un individuo, opcionalmente
inducidos por sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (SIBO) y/o sobrecrecimiento bacteriano en el
intestino grueso (LIBO), por mejora y/o aumento de la diversidad bacteriana y erradicacién del sobrecrecimiento
bacteriano en el intestino delgado (SIBO) y sobrecrecimiento bacteriano en el intestino grueso (LIBO) en el intestino.

Ademas, la presente invencion se refiere a una cepa de Lactobacillus plantarum para uso segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1-9.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 representa el perfil T-RFLP de genes de ARNr 16S digeridos por Haelll multiplicados a partir de mucosa
humana.

Descripcion detallada de la invencion

Es totalmente inesperado segun la presente invencion que la administracién de una sola cepa de Lactobacillus
plantarum aumente la diversidad del tubo digestivo, es decir, que aumente el nimero total de diferentes tipos de
bacterias en el tubo digestivo proporcionando sélo una sola cepa. Asi, no es s6lo una cantidad aumentada de la
cepa administrada lo que se observa, sino también un aumento de otros tipos bacterianos. Ademas, la
administracion y colonizacién de dicha Unica cepa de Lactobacillus plantarum permite que se produzca el
crecimiento de nuevos grupos bacterianos que no han podido crecer previamente en el tubo digestivo del individuo.
Esto esta en contraposicién con lo que se ha sugerido en la técnica, donde se ha sugerido que sélo una mezcla de
diferentes cepas bacterianas puede proporcionar una mezcla de cepas bacterianas en el tubo digestivo, es decir,
una diversidad aumentada. Asi, dentro del campo técnico con frecuencia se ponen objeciones a proporcionar sélo
una sola cepa en vista de la presuncién de que la diversidad biol6gica disminuye de ese modo. En otras palabras, el
principal argumento para proporcionar mezclas de diferentes tipos de bacterias es que estas mezclas satisfagan el
requerimiento de la diversidad.

Por lo tanto, es totalmente inesperado segln la presente invencién que la administracion de sé6lo una sola cepa de
Lactobacillus plantarum proporcione una diversidad aumentada.

Como se indicé anteriormente, los individuos que tienen uno o mas estados fisiologicamente alterados diferentes,
como se define a continuacioén, con frecuencia muestran simultaneamente LBD (Baja Diversidad Bacteriana), que o
es una razon tras los estados alterados o estd causada por los estados alterados. La LDB como tal no se tiene que
considerar como una enfermedad ordinaria, sino que puede conducir a estados fisiologicamente alterados
incluyendo diferentes enfermedades o a LIBO (Sobrecrecimiento Bacteriano en el Intestino Grueso) o SIBO
(Sobrecrecimiento Bacteriano en el Intestino Delgado) durante el transcurso del tiempo. Aunque LIBO y SIBO no son
necesariamente un resultado de LBD, este es el caso con frecuencia. Un individuo que tiene LIBO o SIBO también
tiene automaticamente LBD en el tubo digestivo. LIBO y SIBO no se tienen que considerar como tales tampoco
3
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como enfermedades ordinarias, sino que cada uno implica un riesgo considerable de desarrollo de varios estados
fisiologicamente alterados incluyendo diferentes enfermedades, como se define a continuacion, por ej., traslocacion.
LIBO y SIBO pueden ser alternativamente un resultado de diferentes estados fisiolégicamente alterados. La
composicién segun la presente invencion se puede administrar a un individuo sano para tratamiento profilactico
contra el desarrollo de LBD. Ademas, dicha composicién también se puede administrar a un individuo que tiene LBD,
con independencia del origen de la LBD, para tratamiento profilactico contra el desarrollo de uno o mas estados
fisidlogicamente alterados, SIBO o LIBO. Por otra parte, dicha composicién también se puede administrar a un
individuo que tiene LIBO o SIBO, con independencia del origen del mismo, para tratamiento profilactico contra el
desarrollo de uno o mas estados fisidlogicamente alterados, por e€j., traslocacion. En una realizacion mas, los
individuos que tienen LDB y/o SIBO y/o LIBO y al mismo tiempo que también padecen uno o mas de los estados
fisiolégicamente alterados ya mencionados se pueden someter a administracién con dicha composicién con vistas a
aumentar la diversidad bacteriana en el tubo digestivo y de ese modo mejorar el estado de salud global del individuo,
opcionalmente también aliviando los efectos de dicho o dichos estados mas fisiol6gicamente alterados.

La diversidad aumentada observada en relacion a la presente invencién se puede medir en la forma de un indice de
diversidad medido por el conocido método T-RFLP usando la enzima Haelll para corte y célculo de los indices de
Shannon-Weaner y Simpson descritos a continuacion. Dicha diferencia de indices de diversidad aumentada es al
menos 0,15, preferiblemente 0,30, mas preferiblemente 0,45 e incluso mas preferiblemente 0,60 cuando se usa el
indice de Shannon-Weaner.

Dicha diferencia de indices de diversidad aumentada es al menos 0,02, preferiblemente 0,04, méas preferiblemente
0,06 e incluso mas preferiblemente 0,08, cuando se usa el indice de diversidad de Simpson.

El calculo de la diferencia de indices de diversidad (Digir_tota)) S€ realiza por, en una primera etapa, céalculo de la
diferencia de diversidad (Digi) de los individuos que toman el producto que contiene una cepa de Lactobacillus
plantarum, es decir, al valor del indice de diversidad después de ingesta (Digespuss_producto) d& cepa se sustrae el valor
del indice de diversidad antes de la ingesta (Diantes _producto), que se divide por (Nproducto) que es el nimero de
individuos que toman el producto. Después, al valor obtenido en la primera etapa anterior se sustrae la diferencia de
d|VerS|dad Obtenlda pal‘a el p|aceb0 (Diplacebo_total = Didespués_placebo ‘Diames_placebo) dIVIdIdO pOl‘ nplacebo que es el
nuamero de individuos que toman el placebo. La ecuacion para la diferencia de indices de diversidad es como sigue:

D'dif_totaI= z(D'después_prod' D'antes_productc)l(nproducto)—
z(Dit:les.p_placebo o Dl antes_placebo )/(nplacebo)

El indice de diversidad se podia medir, por supuesto, por otros medios conocidos y un experto en la materia realiza
lo que podian dichos otros medios conocidos. Ademas, la enzima usada para el corte, Haelll, podia ser reemplazada
por cualquier otra enzima conocida.

La salud general de la especie humana podia llegar a ser mejor en vista del indice de diversidad aumentado
proporcionado en el tubo digestivo segun la presente invencion. Ya se ha discutido anteriormente que muchas
alteraciones fisioldgicas estan relacionadas con un bajo indice de diversidad. Pudiendo tomar facilmente una cepa
de Lactobacillus plantarum en la forma de una formulacién sélida o liquida, por ejemplo un producto alimenticio
como se discute a continuacion, facilita que los individuos se mantengan sanos.

Ademas, el indice de diversidad aumentado proporcionado en la presente memoria contrarresta los efectos
negativos de la sociedad moderna y el estado de bienestar fisico. Por ejemplo, como se discutid anteriormente la
enorme cantidad de antibiéticos tomada en el mundo elimina el equilibrio en el tubo Gl. Este equilibrio eliminado
podia llegar a ser normal y saludable de nuevo proporcionando una cepa de Lactobacillus plantarum segun la
invencion.

Ademas, se cree que muchos estados fisiologicamente alterados de la sociedad moderna se podian prevenir por la
continua ingesta de una cepa de Lactobacillus plantarum segun la invencién.

En una realizacion de la invencion, dicha composicién es una formulaciéon liquida o una formulacion sélida, en la que
dicha formulacion sélida se selecciona del grupo que consiste en: comprimidos, comprimidos para chupar,
caramelos, comprimidos masticables, chicles, capsulas, sobrecitos, polvos, granulos, particulas recubiertas y
comprimidos recubiertos, comprimidos enterorrecubiertos y capsulas y tiras y peliculas de fusion y dicha formulacién
liquida se selecciona del grupo que consiste en: disoluciones orales, suspensiones, emulsiones y jarabes. La
composicién de la invencion se puede administrar segln cualquier medio convencional. Sin embargo, la cepa se
administra preferiblemente por via oral.

En una realizacién de la invencion, dicha composicion comprende un material portador, en la que dicho material
portador se selecciona independientemente del grupo que consiste en: gachas de harina de avena, alimentos
fermentados de &cido lactico, almiddn resistente, fibras alimenticias, carbohidratos, proteinas y proteinas
glicosiladas.
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En una realizacién de la invencion dicha composicién es un alimento médico, un alimento funcional, un suplemento
dietético, un producto nutricional o una preparacion alimenticia. Asi, se puede proporcionar la cepa de Lactobacillus
plantarum a los individuos de muchas formas diferentes. Dicha preparacion alimenticia se puede seleccionar del
grupo que consiste en: bebidas, yogures, zumos, helados, panes, galletas, cereales, barritas energéticas y pastas
para untar. Asi, se observa que la composicién se podia tomar facilmente en la forma de un producto alimenticio
sobre una base diaria. Asi, la salud general de la especie humana podia llegar a ser mejor por el uso de la
composiciéon segun la invencion.

La cepa de Lactobacillus plantarum esta presente en la composicion en una cantidad de aproximadamente 1x10° a
aproximadamente 1x10'* CFU (unidades formadoras de colonias), preferiblemente de aproximadamente 1x10° a
aproximadamente 1x10'? y mas preferiblemente de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 1x10'".

La expresion "diferencia de diversidad aumentada comparada con placebo" usada por todo el texto de la solicitud
significa que el cambio de diversidad bacteriana de los individuos a los que se administraron las cepas de
Lactobacillus plantarum se compard con otros individuos a los que se administré durante el tiempo del estudio un
producto similar pero sin la cepa de Lactobacillus plantarus. Estos tipos de estudios son ciegos, es decir, durante el
estudio ni los voluntarios ni las personas que manipulan el estudio y analizan los resultados conocen qué individuo
recibié placebo y cual recibié producto de tratamiento. Esto excluye muchas fuentes de error y resultados falsos.

La expresion "sobrecrecimiento bacteriano en el intestino grueso (LIBO)" usada por todo el texto de la solicitud
significa que uno o algunos tipos bacterianos en alto grado dominan la flora bacteriana del intestino grueso, es decir,
estan presentes en numeros considerablemente mayores que la mayoria de otros tipos de bacterias.

La expresién "sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (SIBO)" usada por todo el texto de la solicitud
significa que uno o algunos tipos bacterianos en alto grado dominan la flora bacteriana del intestino delgado, es decir
estan presentes en nimeros considerablemente mayores que la mayoria de otros tipos de bacterias.

La expresion "baja diversidad bacteriana (LDB)" usada por toda la solicitud significa una composicion bacteriana
desequilibrada en el tubo digestivo de un individuo que puede ser definida por una diferencia de indices de
diversidad de al menos 0,15 segun el indice de diversidad de Shannon-Weaner o una diferencia de indices de
diversidad de al menos 0,02 segun el indice de diversidad de Simpson. Se deberia observar que el término
"diversidad" usado a veces en el presente texto de la solicitud se desea que signifique "diversidad bacteriana”.

La expresion "estados fisiolégicamente alterados" usada por todo el texto de la solicitud significa cualquier estado de
salud o afecciones no deseadas en relacion a o debido a la presencia de LDB y/o la presencia de LIBO o SIBO, tales
como trastornos gastrointestinales, por ej., traslocacion, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del
intestino irritable y afecciones no deseadas debido a ingesta de antibiéticos. Ademas LDB, SIBO y LIBO pueden ser
factores negativos para el desarrollo de trastornos coronarios, enfermedad del higado graso no alcohdlico, diabetes
tipo 2, alergias, eccema atdpica y autoinmunidad.

La expresién "para aumentar la diversidad del tubo digestivo" usada por todo el texto de la solicitud significa que se
obtiene una flora aumentada de microorganismos en el tubo digestivo en la forma de presencia de diferentes tipos
de bacterias. Esto significa que el riesgo de "sobrecrecimiento" de ciertas bacterias negativas disminuye,
conduciendo a una salud general mejor de los individuos. Asi, el sobrecrecimiento de ciertas bacterias en el tubo Gl
disminuye segun la invenciéon. De este modo, se proporciona un equilibrio deseable.

Se mide el indice de diversidad por el método T-RFLP usando la enzima Haelll para corte y calculo del indice de
Shannon-Weaner y el indice de diversidad de Simpson.

Como se indic6 anteriormente, la presente invencién también se refiere al tratamiento de uno o una amplia serie de
estados fisioldgicamente alterados basados en una baja diversidad bacteriana (LBD) en el tubo digestivo (Gl) de un
individuo, opcionalmente inducidos via sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (SIBO) y/o
sobrecrecimiento bacteriano en el intestino grueso (LIBO), por mejora y/o aumento de la diversidad bacteriana y
erradicacién del sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (SIBO) y sobrecrecimiento bacteriano en el
intestino grueso (LIBO) en el intestino. La LBD se trata por ingestion de una cepa de Lactobacillus plantarum
seleccionada del grupo que consiste en: Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v,
DSM 9843, Lactobacillus plantarum HEAL-9, DSM 15312, Lactobacillus plantarum HEAL-19, DSM 15313 y
Lactobacillus plantarum HEAL-99, DSM 15316.

L. plantarum es una especie bacteriana en el vasto y relativamente diverso género de Lactobacillus, que comprende
aproximadamente 90 especies o subespecies denominadas de manera valida. Por tradicion, el Lactobacillus spp., se
ha dividido en tres grupos funcionales dependiendo de sus capacidades de fermentacion; los obligadamente
homofermentativos (Grupo 1), los facultativamente heterofermentativos (Grupo 1) y los obligadamente
heterofermentativos (Grupo ll). EI Grupo | fermenta las hexosas exclusivamente a acido lactico y no puede
fermentar gluconato o pentosas, mientras el Grupo Il también fermenta las hexosas a acido lactico pero puede
fermentar adicionalmente pentosas y/o gluconato. El Grupo Ill fermenta las hexosas a acido lactico, acido acético y/o
etanol y diéxido de carbono. L. plantarum es facultativamente heterofermentativo. La cepa tipo de L. plantarum es
ATCC 14917.
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L. plantarum difiere de muchos otros Lactobacillus spp., en los siguientes puntos:

1) L. plantarum presenta un genoma relativamente grande, que indica la capacidad para adoptar muchos estados
diferentes.

2) L. plantarum posee una acusada capacidad para fermentar muchos diferentes carbohidratos.

3) L. plantarum presenta un alto requerimiento de crecimiento para manganeso y puede acumular altos niveles
intercelulares de manganeso. El manganeso proporciona una defensa para L. plantarum contra toxicidad por
oxigeno por la reduccion de radicales oxigeno a H»O.. El H>O, producido se puede convertir después en O» y agua
por pseudo-catalasa cointegrada de manganeso.

4) L. plantarum presenta una alta tolerancia a pH bajo. El hecho de que L. plantarum predomine frecuentemente en
alimentos fermentados de &cido lactico espontdneamente en el caso de que el pH normalmente esté por debajo de
4,0 y también sobreviva al paso por los estados acidos del estémago humano, sefiala su alta resistencia a las
condiciones &cidas.

5) L. plantarum puede poseer actividad de la tanasa y también puede metabolizar acidos fendlicos.

L. plantarum con frecuencia tiene lugar espontaneamente, en cifras altas, en la mayoria de los alimentos
fermentados de &cido lactico, especialmente cuando el alimento se basa en material vegetal, por ejemplo, en
aceitunas en salmuera, alcaparras (bayas de alcaparra), chucrut, pepinillos salados, masa fermentada, ogi de
Nigeria (hecho de maiz o sorgo), kocho de Etiopia (hecho de almidon de Ensete ventricosum), masa fermentada de
Etiopia hecha de tef (Eragrostis tef) y casava. Asi, es obvio que los individuos que consumen productos fermentados
de acido lactico de origen vegetal también consumen grandes cantidades de L. plantarum. Ademas, L. plantarum se
da en zumo de uva y vino. L. plantarum con frecuencia se da en la mucosa gastrointestinal humana, de la boca al
recto [Molin, G., Jeppsson, B., Ahrné, S., Johansson, M.-L., Nobaek, S., Stéhl, M., y Bengmark, S. (1.993). Numerical
taxonomy of Lactobacillus spp. associated with healthy and diseased mucosa of the human intestines, J. Appl.
Bacterio/. 74: 314-323; Ahrné, S., Nobaek, S., Jeppsson, B., Adlerberth, I., Wold, A., y Molin, G. (1.998). La flora de
Lactobacillus normal de mucosa rectal y oral humana sana, J. Appl. Microbiol, 85: 88-94)]. Por lo tanto, es obvio que
la especie L. plantarum presenta una Unica posicion con respecto a alimento humano y el intestino humano y en la
perspectiva de que los seres humanos han ingerido alimentos fermentados de acido lactico desde el comienzo ya
que esto es un procedimiento espontaneo si se prensan materiales vegetales en un &rea cerrada, en un hoyo en el
suelo, por ejemplo, se puede entender que un organismo que domine de manera natural en estos entornos tenga
también un papel fundamental que desempefiar en el intestino humano.

Ejemplos
Mediciéon de diversidad

El andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion terminal (T-RFLP) es un método de huellas
dactilares comunitario basado en la digestién de endonucleasa de restriccion de productos PCR marcados en el
extremo de manera fluorescente y revela informacion para los dos grupos bacterianos, conocido y desconocido. Se
generan patrones de T-RFLP en una serie de etapas: En pocas palabras, se extrae ADN comunitario directamente
de la muestra. Los genes de interés se multiplican por PCR usando cebadores en que uno esta marcado de manera
fluorescente. Después de purificacion, los productos de PCR se digieren con una endonucleasa de restriccion,
normalmente un cortador de 4 bases. El producto digerido se mezcla con un patréon de tamafio de ADN marcado de
manera fluorescente y los fragmentos se separan después por electroforesis usando sistemas a base de gel o
capilares, provistos de un detector laser a fin de que sélo se visualicen los fragmentos terminales marcados de
manera fluorescente. La salida de dicho analisis es en dos formas: 1) un electroferograma que muestra el perfil de
una comunidad bacteriana como una serie de picos de altura variable, 2) una tabla generada de un programa de
andlisis de fragmentos automatizado incluyendo lo més importante el tamafio, en pares de bases y la altura (o area)
de cada pico. Los perfiles de T-RFLP entre muestras se pueden comparar de manera numérica usando métodos
estadisticos. Se han aplicado varios métodos estadisticos para comparar comunidades microbianas.

El analisis de T-RFLP de comunidades microbianas en estudios ecoldgicos se ha llegado a usar cada vez mas en
estos ultimos afos. Es reproducible y proporciona alta resolucion.

Resultados
Individuos y recogida de muestras

Los individuos fueron todos machos en buen estado fisico pero con una enfermedad cardiovascular controlada
definida. Experimentaron sigmoidoscopia flexible antes y después de ingestién de disoluciones de ensayo durante
cuatro semanas. Se tomaron biopsias de un modo estandarizado de mucosa de colon sigmoide inferior para mas
analisis.

Se incluyeron 16 voluntarios en la evaluacién de la diversidad, procedentes de una cohorte mayor de individuos
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incluidos en un estudio controlado de placebo, de doble ciego, aleatorizado. Nueve individuos consumieron 100 ml
de producto de tratamiento al dia durante cuatro semanas, que corresponde a una ingesta diaria de 10'" unidades
formadoras de colonias de L. plantarum al dia. Siete individuos consumieron 100 ml al dia de un producto similar
pero sin bacterias durante cuatro semanas.

Extraccion de ADN

Se trataron las biopsias de mucosa en bafo de ultrasonidos durante 5 minutos y después se sometieron a agitacion
vorticial durante 2 minutos. Las muestras se transfirieron a tubos de 1,5 ml tratados con luz UV y se centrifugaron a
942 rad/s (9.000 rpm) durante 7 minutos. Se afnadieron 380 pl de tamp6n G2 y 30 pl de Proteinas K (Qiagen, Hilden,
Alemania) al botén. Se trataron las muestras en bafio de agua a 56°C hasta que se disolvieron totalmente. Se
disgregaron ademas las suspensiones mediante agitacion junto con 12-15 perlas de vidrio (2 mm de diametro)
durante 45 minutos a 4°C en un Mezclador Eppendorf (modelo 5432, Eppendorf, Hamburg, Alemania). Después de
centrifugacion a 523 rad/s (5.000 rpm) durante un minuto, se transfirié el sobrenadante a dos tubos diferentes de
muestra de 2 ml (200 pl en cada tubo). Se hizo mas purificacion en EZ1 BioRobot® con Tarjeta de Tejido de ADN
EZ1 y Estuche de Tejido de ADN EZ1 (Qiagen, Hilden, Alemania) segun la instruccion del fabricante. Se eluy6 el
ADN en 200 pl.

Multiplicacion por PCR, purificacién y medicion de concentracion.

Se multiplicd el gen de ARNr 16S con el cebador delantero universal Cy5-ENV1 (5-AGA GTT TGA Tl TGG CTC
AG-3'), marcado de manera fluorescente con Cy5 en el extremo 5' y el cebador invertido ENV2 (5'-CGG ITA CCT
TGT TAC GAC TT-3'), que se hibrida con 8-27 pb y 1.511-1.492 pb, respectivamente. La mezcla de reacciéon PCR
contenia 0,2 uM de cada cebador, 0,2 mM de cada desoxirribonucleétido trifosfato (Roche Diagnostics, Indianapolis,
IN), 5 ul de tampon de reaccién PCR x 10 (Tris-HCI 100 mM, KCI 500 mM, pH 8,3), 2,5 U/ul de polimerasa Taq
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) y 0,2-10 pl de molécula patrén, en un volumen final de 50 pl. Se realiz6
multiplicacion en un Mastercycler Eppendorf (Hamburg, Alemania) usando el siguiente programa: un ciclo a 94°C
durante 3 minutos, seguido por 32 ciclos a 94°C durante 1 min, 50°C durante 45 s y 72°C durante 2 min, con una
extensién adicional a 72°C durante 7 min.

Se verificaron los productos PCR (5 pl) en un gel de agarosa al 1,5% (p/v) en tampén TBE x 1 (Tris 89 mM, acido
bérico 89 mM, AEDT 2,5 mM) después de tincién con bromuro de etidio.

Los productos PCR de tres reacciones se mezclaron para reducir sesgo en PCR y para conseguir suficiente ADN
para analisis T-RFLP. Se purificaron y se concentraron los amplicones mediante Estuche de Purificacién por PCR
MinElute (Qiagen, Hilden, Alemania) segun el protocolo del fabricante. Se realiz6 elucién con 30 pl de agua destilada
estéril.

La concentracion del ADN purificado se midié espectrofluorométricamente por FlouroMax-2 con DataMax para
Windows™ (ISA Jobin Yvon-Spex Instruments S.A., Inc., Nueva Jersey), usando Quant-iT™PicoGreen® (Invitrogen,
Eugen, Oregon, USA) que se intercala con ADN bicatenario. El Quant-iT™PicoGreen® se usé segun la instruccion
del fabricante. Se realiz6 excitacion a 480 nm.

Analisis T-RFLP

Se digirieron alicuotas de 200 ng de productos PCR purificados durante 16 h a 37°C por separado con 15 U de
endonucleasa de restriccion Haelll (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), en un volumen total de 10 pl. Después de
digestion, se inactivaron las enzimas calentando a 65°C durante 15 min. Se mezclaron los digeridos con 1 pl de
patron de tamano interno y 4 pl de colorante de carga de formamida (3,3 pl de formamida desionizada, 0,7 ul de
AEDT 25 mM con Azul Dextrano al 5% p/v) y se desnaturalizé la mezcla a 94°C durante 3 min y después se puso
inmediatamente sobre hielo, previa carga al gel de poliacrilamida.

Los patrones de tamano interno contenian cebador Cy5-ENV1 (20 pb como se describié anteriormente) y 697 pb de
producto PCR multiplicados de E. coli ATCC 11775 usando cebador 685r (5'-TCT ACG CAT TTC ACC GCT AC-3};
numeracion E. coli 705-685) y Cy5-ENV1. Los patrones de tamafo externo, que consistian en Medidor de Tamafo
50-500 ALFexpress (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) y producto PCR de 697 pb marcado con Cy5, se cargaron
también en los geles de poliacrilamida que contenian la muestra para estimar las longitudes de los T-RF. Se
separaron y se detectaron los fragmentos marcados de manera fluorescente con un secuenciador de ADN
ALFexpres Il con un gel ReproGel Long Read al 7% (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) durante 700 min en las
siguientes condiciones: 1.500 V, 60 mA y 55°C.

Analisis estadistico

Las areas de pico de los T-RF marcados de manera fluorescente se estimaron usando el programa Fragment
Analyser 1.03 de ALFwin™ (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia). La abundancia relativa de cada T-RF dentro
de un patrén de T-RFLP proporcionado se calculé como el area de pico del respectivo T-RF dividido por el area de
pico total de todos los T-RF detectados en una longitud de fragmento entre 20 y 697 pb. Se calcularon los indices de
Simpson (D) y Shannon-Weaner (H') usando las ecuaciones: D = Zp’ y H'= - £ p; In p, donde p; es la abundancia
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relativa del ™ pico en la comunidad (Magurran A, 1.996), Ecological diversity and its measurement, Chapman y
Hall, Londres. El uso del indice de diversidad de Simpson (1-D) en vez de la formulacion original del indice de
Simpson asegura que el valor del indice aumenta con la diversidad aumentada. Para cada individuo, se calcularon
los indices para las muestras antes y después de tratamiento. La diferencia en diversidad se obtuvo por sustraccion
del indice antes de tratamiento del indice después de tratamiento. Las diferencias en la diversidad bacteriana entre
los individuos en los grupos probiotico y placebo se detectaron usando el Ensayo de la Suma de Rangos de Mann-
Whitney (SigmaStat, Systat Software, Point Richmond, USA). Un valor p de <0,05 se consider6 estadisticamente
significativo.

Cuando se analizan los datos de los perfiles de T-RFLP se encontr6é una diferencia estadisticamente significativa en
la diversidad de la microbiota intestinal en los individuos tratados con L. plantarum 299v durante cuatro semanas
comparado con individuos que recibieron placebo. La endonucleasa de restriccién Haelll se usé como la enzima de
corte y la diferencia media en diversidad cuando se mide por el indice de Shannon fue 0,2305803 para el grupo
probidtico y -0,3929243 para el grupo de placebo (p=0,026).

Calcular el indice de Simpson de diversidad confirmé la mayor diversidad proporcionando L. plantarum 299v. Se usé
Haelll como la enzima de corte y el resultado fue estadisticamente significativo, la diferencia media por Indice de
Diversidad de Simpson fue 0,0367907 para el grupo probidtico y -0,04792 para el grupo de placebo (p=0,026).

Diferencia media en indices de diversidad

Shannon Simpson

Diantes 299v-Didespues de 200v 0,2305803 | 0,0367907

Diantes pIacebo'Didespués de placebo '0,3929243 '0,04792

Ditotal 0,6235046 | 0,0847107

Significancia de Dital P=0,026 P=0,026

Los resultados anteriores muestran que la diversidad bacteriana del intestino humano aumenta cuando se administra
una sola cepa de Lactobacillus plantarum, es decir, entre los individuos a los que se proporciona la cepa de
Lactobacillus plantarum y los individuos a los que se proporciona placebo.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una cepa de Lactobacillus plantarum seleccionada del grupo que consiste en:
Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM 9843, Lactobacillus plantarum HEAL 9,
DSM 15312, Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313 y Lactobacillus plantarum HEAL 99, DSM 15316, para
uso en el tratamiento o la profilaxis de:

a) baja diversidad bacteriana (LBD) del tubo digestivo;

b) sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (SIBO);

¢) sobrecrecimiento bacteriano en el intestino grueso (LIBO) y/o

d) traslocacién asociada a LIBO o SIBO;

aumentando la diferencia de indices de diversidad del tubo digestivo comparado con placebo,

en la que se mide una diferencia de indices de diversidad aumentada por el método T-RFLP usando Haelll como
enzima y los indices de Shannon-Weaner y Simpson,

y en la que la baja diversidad bacteriana del tubo digestivo se puede definir por una diferencia de indices de
diversidad de al menos 0,15 segun el indice de diversidad de Shannon-Weaner o un indice de diversidad de al
menos 0,02 segun el indice de diversidad de Simpson.

2. La composicién para uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha diferencia de indices de diversidad aumentada
es al menos 0,30, preferiblemente 0,45 y mas preferiblemente 0,60 cuando se usa el indice de Shannon-Weaner.

3. La composicién para uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha diferencia de indices de diversidad aumentada
es al menos 0,04, preferiblemente 0,06 y mas preferiblemente 0,08, cuando se usa el indice de diversidad de
Simpsons.

4. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que dicha composicién es una
formulacion liquida o una formulacion sélida.

5. La composicién para uso segun la reivindicacién 4, en la que dicha formulacion sélida se selecciona del grupo que
consiste en: comprimidos, comprimidos para chupar, caramelos, comprimidos masticables, chicles, cépsulas,
sobrecitos, polvos, granulos, particulas recubiertas y comprimidos recubiertos, comprimidos y cépsulas
enterorrecubiertos y tiras y peliculas de fusion.

6. La composicion para uso segun la reivindicacion 4, en la que dicha formulacion liquida se selecciona del grupo
que consiste en: disoluciones orales, suspensiones, emulsiones y jarabes.

7. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que dicha composiciéon es un
alimento médico, un alimento funcional, un suplemento dietético, un producto nutricional o una preparacién
alimenticia.

8. La composicién para uso segun la reivindicacién 7, en la que dicha preparacién alimenticia se selecciona del
grupo que consiste en: bebidas, yogures, zumos, helados, panes, galletas, cereales, barritas energéticas y pastas
para untar.

9. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que la composicién es para uso
en el tratamiento de los estados (a), (b), (c) y/o (d).
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