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DESCRIPCION
Una nueva cepa de Bifidobacterium y péptidos activos contra infecciones por rotavirus

[0001] La presente invencion se refiere a una nueva cepa de Bifidobacterium que tiene actividad anti-rotavirus. Por
tanto, la invencion se refiere al uso de estos agentes para el tratamiento o la profilaxis de la diarrea producida por
rotavirus.

Técnica anterior

[0002] El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae y recibio el nombre de “rota” debido a su doble capside que se
parece a una rueda de carro. Desde que se descubrié se ha confirmado, mediante muchos estudios epidemioldgicos
realizados en todo el mundo, que el rotavirus es una causa principal de diarrea aguda en bebés y en nifios
pequefios. Los rotavirus se dividen en 6 grupos antigénicos diferentes (A-F). Los rotavirus del grupo A, By C se
encuentran tanto en seres humanos como en animales, y los rotavirus de los grupos D, E y F solo se encuentran en
animales. Los rotavirus del grupo A se distribuyen principalmente entre cepas derivadas de ser humano y los
subgrupos se determinan por su proteina de la capside interna VP6 y los tipos serolégicos se determinan por las
proteinas de la capside externa VP7 y VP4. Dentro del grupo A, se han diferenciado 4 subgrupos. Existen al menos
14 serotipos G, de G1 a G14, en base a la antigenicidad de la proteina VP7, y 12 serotipos P, en base a las
propiedades antigénicas de la proteina VP4.

[0003] Se sabe que los rotavirus son la causa principal de diarrea aguda y enteritis en nifios y en animales jovenes
de ganado, caballos, cerdos y monos. La transmisién de la infeccion se produce principalmente mediante la via
fecal-oral. Los rotavirus producen frecuentemente una diarrea acuosa aguda en nifios menores de 5 afios.

[0004] Esta diarrea inducida por rotavirus es el resultado de alteraciones en la absorcién de células epiteliales de
la mucosa intestinal causadas por la infeccion viral. Una vez infectados los enterocitos del intestino delgado, el virus
prolifera en su citoplasma y ocasiona una disfuncion en diversos sistemas de transporte (iones y/o solutos y agua).
Las células dafiadas sufren descamacion y desprenden hacia el exterior el virus en el lumen intestinal, de tal manera
que el virus puede encontrarse en las heces. Cuando los rotavirus se replican, las células de las vellosidades
dafadas se reemplazan por células inmaduras de la cripta que no tienen capacidad de absorcion, produciendo una
mala absorcion del sodio y la glucosa, lo que da como resultado la diarrea. Ademas, se ha identificado una proteina
de rotavirus no estructural, la NSP4, como una enterotoxina viral. La NSP4 aumenta los niveles de calcio intracelular
y afecta a la permeabilidad de las membranas plasmaticas, produciendo una salida de cloro, sodio y agua,
induciendo por lo tanto una diarrea secretora.

[0005] La Organizacion Mundial de la Salud calcula que cinco millones de nifios menores de 5 afios mueren de
diarrea cada afo, y el 20 % de ellos mueren por diarrea inducida por rotavirus. La diarrea inducida por rotavirus
prevalece durante el invierno y es una de las causas principales de mortalidad infantil en paises desarrollados. La
mejor medida para prevenir la enfermedad es la lactancia materna. Dado que la leche de la madre contiene IgA que
actuan contra rotavirus, la lactancia materna puede impedir la diarrea infantil causada por rotavirus.

[0006] En los ultimos afios las investigaciones se han centrado en el posible uso de agentes probidticos. Los
probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren
al hospedador un beneficio saludable. Los beneficios que se conocen sobre la administracion enteral de
microorganismos probidticos incluyen defensa potenciada del hospedador contra la enfermedad mejorando las
propiedades de la microflora endégena y aumento de la resistencia a la colonizacion contra la microflora perjudicial.
Se ha sugerido que los probiéticos desempefian una importante funcion en la formacion o establecimiento de una
microflora intestinal bien equilibrada, indigena, en nifios recién nacidos o en adultos que reciben altas dosis de
antibioticos. Se han recomendado bacterias acidolacticas, especialmente cepas especificas de Lactobacillus y de
especies de los géneros Streptococcus, Enterococcus y Bifidobacterium para su uso como probidticos.

[0007] Desde 1960 el género bacteriano Lactobacillus se ha estudiado frecuentemente en nifios con respecto a
sus propiedades antidiarreicas. Estudios publicados en la bibliografia mundial han llegado a la conclusion de que el
Lactobacillus es de hecho inocuo y eficaz en el tratamiento y prevencion de la diarrea infecciosa, diarrea asociada
con antibidticos y diarrea en nifios que son muy susceptibles como resultado de una mala nutricién, estado
inmunitario alterado, o frecuente exposicion a patégenos. A pesar de estos informes, médicos de los Estados Unidos
no recomiendan rutinariamente el uso Lactobacillus, pensando quizas que su eficacia aun no se ha probado
(constultese, C.W. Christakis et al., “Lactobacillus therapy for acute infectious diarrhea in children: A meta-analysis”
Pediatrics 2002, vol. 109, pags. 678-84). J.M. Saavedra et al., “Feeding of Bifidobacterium bifidum and
Streptococcus thermophilus to infants in hospital for prevention of diarrhea and shedding of rotavirus” Lancet 1994,
vol. 344, pags. 1046-9, analizaron una formula con Bifidobacterium bifidum 'y Streptococcus thermophilus con nifios
hospitalizados.

[0008] Diversos estudios han mostrado la eficacia de otros agentes probidticos, incluyendo Lactobacillus
2
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rhamnosus GG (LGG), en la prevencion de la diarrea. Diversos ensayos clinicos pediatricos mostraron la eficacia del
LGG en el tratamiento de la gastroenteritis por rotavirus (consultese, Guandalini et al., “Lactobacillus GG
administered in oral rehydration solution to children with acute diarrhea: a multicenter European study”, J. Pediatr.
Gastroenterol. Nutr. 2000, vol. 30, pags. 54-60).

[0009] Se han propuesto otras estrategias para el tratamiento de la diarrea, por ejemplo:

[0010] El documento EP 1571213 A1 desvela una nueva cepa de Bifidobacterium longum AR81 (KCCM-10492) y
una proteina activa separada de la cepa con la secuencia de 10 aminoacidos HLDLAVENT, que tiene actividad
inhibidora de rotavirus.

[0011] Todos los ejemplos y datos que figuran en el documento EP 1571213 A1 se realizan con una proteina
citoplasmatica, una proteasa presente en las células. Por tanto, para obtener el ingrediente activo en primer lugar las
células deben procesarse (lisarse) para obtener los componentes citoplasmaticos o los componentes de la pared
celular.

[0012] EI documento JP 08259597 desvela una proteina preparada a partir del cultivo de la cepa SBT 2928 de
Bifidobacterium longum capaz de interferir con la adhesién de patdégenos (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, etc.) a la asialo-GM1. La proteina presenta un peso molecular de 10,4 kDa (filtracion en gel) o de 52
kDa (SDS-PAGE) y un pl de 5,8. Sus aminoacidos N-terminales se definen como VDPHAIVPSNFDFAFL.

[0013] EI documento EP 1353681 A1 describe el uso de la cepa CNCM-2168 de Bifidobacterium para prevenir la
infeccion de células intestinales por rotavirus.

[0014] EI documento WO 2003010297 A1 describe cepas probidticas de Bifidobacterium, AH208, AH209, AH210,
AH211, AH212 0 AH214, y su uso en el tratamiento de diversas enfermedades.

[0015] El documento WO 0042168 A1 describe una cepa de Bifidobacterium (Bifidobacterium longum infantis
UCC35624) con efectos significativamente inmunomodulares, utiles en la profilaxis y/o tratamiento de la actividad
inflamatoria no deseable, especialmente actividad inflamatoria gastrointestinal tal como enfermedad inflamatoria
intestinal o sindrome del intestino irritable.

[0016] EI documento US 5922375 describe una cepa de Bifidobacterium longum (JBL 28-1/3300) y su uso contra
la diarrea.

[0017] Por otro lado, el documento EP1359157 desvela péptidos derivados de caseina, obtenidos por hidrélisis de
caseina por Lactobacillus helveticus y que tienen el efecto de inhibir una metaloproteinasa. Los péptidos se usan en
productos alimenticios para la inhibicion de metaloproteinasas de la matriz y por lo tanto se aplican para la inhibicion
de invasion y metastasis cancerosa, ulceracion tisular, artritis y periodontitis, asi como para la inhibicion de
osteoclastos.

[0018] EIl documento WO 0230958 desvela el decapéptido de secuencia HQPHQPLPPT que, una vez aislado por
hidrélisis enzimatica de caseina bovina, influye en el crecimiento de una linea de células de insecto (en concreto la
linea de células de insecto IPLB-Sf-21).

[0019] Hay una necesidad urgente, tanto en el mundo desarrollado como en paises endesarrollo, de productos y
métodos que sean eficaces en el tratamiento de la diarrea infecciosa, y especificamente la diarrea causada por
infeccion por rotavirus o asociada con terapia con antibidticos.

Sumario de la invenciéon

[0020] EI problema a resolver por la presente invencion es el suministro de agentes con actividad anti-rotavirus y
por tanto, eficaces para el tratamiento de la diarrea.

[0021] Durante los intensos estudios que condujeron a la presente invencion los inventores han investigado
diferentes cepas bacterianas aisladas de heces de bebés alimentados con leche materna. Se examinaron diferentes
cepas con respecto a su capacidad para prevenir la infecciéon de células intestinales con rotavirus que se sabe que
producen diarrea.

[0022] La solucion se basa en la cepa de Bifidobacterium longum biovariedad infantis depositada con el Numero
de registro CECT 7210.

[0023] Como se ilustrad mas adelante, de una manera no limitada, los inventores han descubierto que la cepa de
Bifidobacterium longum biovariedad infantis de la presente invencion es eficaz para la proteccion contra infeccion por
rotavirus. La cepa de la invencion ha demostrado ser particularmente Gtil para la inhibicion de la replicacion de

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 523 575 T3

diversas cepas de rotavirus. El efecto inhibidor se obtiene tanto con las células probiéticas intactas como con los
sobrenadantes de cultivos de la cepa que crece en presencia de caseina. El efecto se observa con células
probidticas completas intactas, no siendo necesario la lisis de las células probidticas para observar el efecto
inhibidor. Esto hace que la cepa de la invencion sea util en composiciones y productos en los que la cepa esta en
forma entera/viva. La cepa de la invencion es activa contra infecciones por diarrea debido al efecto en la
potenciacion de la respuesta inmunitaria y también debido a la presencia de péptidos en el sobrenadante dando
como resultado la fermentacion de la cepa.

[0024] Por tanto, en un aspecto, la presente invencién proporciona una cepa de Bifidobacterium longum
biovariedad infantis depositada en la “Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)” con el nimero de registro CECT
7210, o un mutante de la misma que tiene una actividad de inhibir la infeccién por rotavirus y que tiene la capacidad
de producir un péptido a partir de la fermentacion de la B-caseina de la leche de vaca, teniendo dicho péptido una
longitud de 11 a 17 aminoacidos y una secuencia de aminoacidos que comprende la SEC ID N°: 1. La cepa CECT
7210 se depositoé el 20 de noviembre de 2006.

[0025] En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un cultivo bacteriano que comprende la cepa de
la invencion.

[0026] Un tercer aspecto de la invencion se refiere a una preparacion bacteriana que comprende la cepa de la
invencion.

[0027] Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un producto alimenticio que comprende una cantidad
nutricionalmente eficaz de la cepa de la invencion, junto con cantidades apropiadas de otros ingredientes
comestibles.

[0028] En un quinto aspecto, la invencion se refiere a una composicion nutricional que comprende una cantidad
nutricionalmente eficaz de la cepa de la invencion, junto con cantidades apropiadas de otros ingredientes
comestibles.

[0029] En un sexto aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de la cepa de la invencion, junto con cantidades apropiadas de excipientes y/o vehiculos
farmacéuticamente aceptables.

[0030] Un séptimo aspecto de la invencion se refiere a la cepa como se define anteriormente, para su uso como
un probidtico.

[0031] Otros aspectos de la presente invencion se refieren al uso de la cepa de la invencion, para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento terapéutico y/o preventivo de la diarrea en un animal, incluyendo un ser
humano, o para la fabricaciéon de un producto alimenticio, o de una composicién nutricional.

[0032] Otro aspecto se refiere al uso de la cepa de la invencion para la preparacion de un péptido que tiene una
longitud de 11 a 17 aminoacidos y una secuencia de aminoacidos que comprende la SEC ID N° 1, o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma.

[0033] Como alternativa la invencion puede formularse como un método para el tratamiento terapéutico y/o
preventivo de la diarrea, en un animal que incluye un ser humano, que comprende administrar a dicho animal que lo
necesite una cantidad eficaz de la cepa de la invencion. El tratamiento de la diarrea se amplia a diarrea causada por
virus gastrointestinales, tales como norovirus, rotavirus y astrovirus, o por patégenos microbianos, tales como
miembros de los géneros Escherichia, Clostridium, Salmonella, Shigella y Vibrio. El tratamiento de la invencion es
particularmente util para la diarrea causada por infeccién por rotavirus.

[0034] Finalmente, la invencién se refiere a un proceso para la preparacion de un péptido como se ha definido
anteriormente, o de una sal del mismo farmacéuticamente aceptable, comprendiendo el proceso la fermentacion de
la B caseina de leche de vaca, que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N°: 1, con la cepa de la
invencion, y opcionalmente aislar el péptido y convertirlo en una sal farmacéuticamente aceptable.

[0035] Estos y otros objetos de la presente invencion se describiran adicionalmente en la seccién de descripcion
detallada mas adelante, y no pretenden limitar la presente invencién. A menos que se defina de otra manera, todos
los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente argumento tienen el mismo significado al normalmente
entendido por un experto habitual en la técnica a la cual pertenece esta invencion. Los métodos y materiales
similares o equivalentes a los descritos en el presente documento pueden usarse en la practica de la presente
invencion. A lo largo de la descripcion y de las reivindicaciones, la palabra “comprende” y sus variaciones no
pretende excluir otras caracteristicas, aditivos, componentes o etapas técnicas. Otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencién se pondran de manifiesto para los expertos en la técnica después de examinar la
descripcion o pueden adquirirse a través de la realizaciéon practica de la invencion.
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Descripcion detallada de realizaciones particulares

[0036] En las siguientes secciones se describe la caracterizacion detallada de la cepa de la invencién y los
péptidos aislados del sobrenadante de la cepa después de la fermentacion, y su actividad anti-rotavirus.

[0037] Como se usa en la técnica, el término “microorganismo” se refiere a organismos que son microscopicos e
incluyen bacterias, levaduras, hongos, arqueas o protistas. En el presente documento, el término “bacteria” se usa,
al igual que en la técnica, para indicar un microorganismo unicelular que es procariota, es decir, que carece de un
nucleo y organulos delimitados por una membrana. El término “probidtico” se refiere a bacteria en el contexto de
complementos dietéticos. Generalmente, el término probidtico se refiere a complementos dietéticos que contienen
bacterias o levaduras posiblemente beneficiosas, siendo las bacterias acidolacticas los microbios mas comunes
usados. La expresion “cantidad eficaz”, como se usa en el presente documento, significa una cantidad de un
ingrediente activo lo suficientemente alta como para administrar el beneficio deseado, pero lo suficientemente baja
como para impedir que se produzcan efectos secundarios graves dentro del ambito del criterio médico. La expresion
“farmacéuticamente aceptable” como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos, materiales,
composiciones y/o formas de dosificacién que son, dentro del ambito del buen criterio médico, adecuados para su
uso en contacto con los tejidos de un sujeto (por ejemplo, ser humano) sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica, u otro problema o complicacion, acorde con una relacion beneficio/riesgo razonable. Cada vehiculo,
excipiente, etc., también debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la
formulacién. Vehiculos, excipientes, etc. adecuados pueden encontrarse en textos farmacéuticos convencionales,
por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18?2 edicion, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1990.

[0038] EI ambito de la presente invencion también incluye bacterias obtenidas por mutacion de la cepa
Bifidobacterium longum biovariedad infantis CECT 7210, siempre que las bacterias resultantes tengan la actividad
de inhibir rotavirus. En realizaciones particulares de la invencion, el mutante es un mutante modificado
genéticamente obtenido por mutagénesis clasica (es decir, usando agentes quimicos o fisicos) o por técnicas de
modificacion por ingenieria genética.

[0039] El uso general de la cepa de la invencion es en forma de células viables. Esto significa la introduccion de
las bacterias vivas en una composicién no fermentada. De esta manera, la administracion de dichas composiciones
permite que se produzca la actividad anti-rotavirus en el tracto gastrointestinal individual.

[0040] Sin embargo, la invencion también puede ampliarse a células no viables en composiciones que
comprenden factores beneficiosos expresados por la cepa en un proceso previo. En particular, en la presente
invencion, esto puede ser el resultado de exponer la cepa de la invencién a fermentaciéon en un medio adecuado de
tal manera que pueda producirse el péptido producido por la cepa de la invencién. Son medios adecuados para la
produccion del péptido producido por la cepa de la invencién los medios basados en leche de vaca que comprenden
B-caseina pero en la produccion del péptido también son eficaces otras composiciones de medios que comprendan
B-caseina de leche de vaca. Por tanto, el individuo ingiere el producto fermentado que comprende el péptido
producido por la cepa de la invencidon y las células no viables resultantes del proceso de fermentacion. Las
composiciones pueden comprender una combinacion de células no viables y viables.

[0041] En este sentido, una realizacion de la presente invencion es una preparacion bacteriana que comprende la
cepa de la invencién en forma de pildoras, capsulas o polvo liofilizado para administrar directamente.

[0042] En oftras realizaciones, la cepa de la invencion puede usarse para la preparacion de diversos productos
alimenticios, tales como productos lacteos, un yogur, una cuajada, un queso (por ejemplo, queso batido (quark),
cremoso, procesado, blando y duro), una leche fermentada, una leche en polvo, una leche basada en producto
fermentado, un helado, un producto basado en cereal fermentado, un polvo basado en leche, una bebida, un postre,
y un alimento para mascotas. Ejemplos de otros productos alimenticios son productos carnicos (por ejemplo, pasta
de higado, salchichas Frankfurt y salami o pastas de carne para untar), pastas de chocolate para untar, rellenos (por
ejemplo, trufa, crema) y merengues, chocolate, golosinas (por ejemplo, caramelo, dulce de caramelo o toffee),
productos de panaderia (galletas, pasteles), salsas y sopas, zumos de fruta y blanqueadores de café. Sin embargo,
la expresion “producto alimenticio” se usa en el presente documento en su amplio significado, incluyendo cualquier
tipo de producto, en cualquier forma de presentacion, que pueda ingerir un animal.

[0043] En ofras realizaciones, la cepa de la invencién puede usarse para la preparacion de diversas
composiciones nutricionales. Son realizaciones particulares un complemento dietético, un aditivo y una férmula
lactea infantil. Los complementos dietéticos estan destinados a aportar nutrientes (vitaminas, minerales, acidos
grasos 0 aminoacidos) que se pierden o que una persona no consume en cantidades suficientes en la dieta (nifios,
gestantes, personas de avanzada edad, etc.). En una realizacién particular, la cepa de la invencion esta
homogeneizada con otros ingredientes, tales como cereales o leche en polvo para constituir una férmula lactea
infantil.

[0044] En dichos productos y composiciones, la cepa esta presente en una cantidad de aproximadamente 10°
5
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ufc/g a aproximadamente 10° ufc/g de la composicion, y preferentemente en una cantidad de 107 ufc/g de acuerdo
con la actual legislacion. Para los fines de la presente invencion, la abreviatura “ufc” designara una “unidad
formadora de colonias” que se define como el nimero de células bacterianas revelado por recuentos microbianos en
placas de agar. Dependiendo del producto, las bacterias seran vivas o no viables.

[0045] La presente invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una cepa de la
invencion. En este sentido, la composicién farmacéutica puede prepararse en forma de comprimidos, complementos
orales deshidratados, alimentacién seca por sonda, etc., estando incluida la cantidad de bacterias a incorporar en el
intervalo de 10" ufc/g a aproximadamente 10" ufc/g de producto y preferentemente una cantidad de 10° ufc/g.
Dependiendo del objetivo deseado, el experto en la técnica seleccionara los excipientes y/o vehiculos apropiados.
Bifidobacterium no es estable en forma liquida, por tanto se prefieren preparaciones deshidratadas.

[0046] En general, las composiciones pueden comprender las bacterias de la invencién como un solo agente
probidtico contra la diarrea, como combinaciones de dichos probidticos o como combinaciones con otros agentes
terapéuticos/nutracéuticos dependiendo de la afeccion.

[0047] En una realizacion particular, la secuencia peptidica de aminoacidos producida por la cepa de la invencion
se selecciona del grupo que consiste en SEC ID N° 1-16: En una realizacion mas particular, el péptido tiene la
secuencia de aminoacidos MHQPHQPLPPT (SEC ID N°: 1) y un peso molecular de 1286,63 Da. En otra realizacion,
el péptido tiene 13 aminoacidos, un peso molecular de 1513 Da y una secuencia MHQPHQPLPPTVM (SEC ID N°:
3). Estas secuencias corresponden a fragmentos de B-caseina de la leche de vaca. Otros péptidos con una
secuencia de aminoacidos que comprende la SEC ID N°: 1 y producida por la cepa de la invencién pueden ser Utiles
para los fines de la invencién (SEC ID N°: 2, 4-16).

[0048] La invencion se refiere a un proceso para la preparacion de los péptidos descritos anteriormente, que
comprende fermentar la 3-caseina de la leche de vaca, que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID N°: 1,
con una cepa de la invenciéon y opcionalmente aislar el péptido y/o convertirio en una sal farmacéuticamente
aceptable.

[0049] Las siguientes secciones describen la caracterizacion de la cepa de la invencion, la caracterizacion de los
péptidos aislados del sobrenadante de la cepa de la invencion después de la fermentacion y la actividad anti-
rotavirus de la cepa y los péptidos.

1. Aislamiento de microorganismos

[0050] Se disolvio 1 g de heces de bebés alimentados con leche materna en tampoén PBS (tampdn fosfato pH 7,0)
homogeneizando la muestra por maceracion durante 3 minutos en un stomacher (Bagmixer 400P, Interscience
Worlwide, Francia). Se incub6é 1 ml de alicuota del homogeneizado en caldo de Man, Rogosa y Sharpe (MRS)
complementado con 0,05 % (p/v) de cisteina (MRS-C; Sigma, St. Louis, Mo) a pH 3,0 con HCI durante 17 h a 37 °C
en condiciones anaerobias. Alicuotas de esta preincubacion se sembraron en placas a diferentes diluciones en un
medio general de MSR-C y dos medios selectivos para Bifidobacferium: BSM (BSM, Fluka, Buchs, Suiza) y BFM
(BFM; Y. Nebra et al., “A new selective medium for Bifidobacteriumspp.” Applied and Enviromental Microbiology,
1999, vol. 65, pags. 5173-6) y se incubaron durante 36 a 72 h. La morfologia de la colonia y el tipo de pared celular
de las cepas obtenidas se determinaron por tincion Gram. Con este protocolo, las bacterias resistentes a pH acido
se seleccionan por preincubacion de las muestras de heces en MRS-C liquido durante 17 h a pH 3,0. De todas las
cepas obtenidas, se seleccionaron 30 aislados para sembrar simultaneamente en placas de medio de Lactobacillus
(MRS-C) y en medios selectivos de Bifidobacferium (BSM y BFM). Se observé que un 70 % pertenecia al género
Bifidobacferium a diferencia del 30 % que pertenecia al género Lactobacillus.

[0051] Algunas cepas se seleccionaron para la caracterizacion. Los siguientes resultados son para la cepa
seleccionada de la invencion, Bifidobacterium longue biovariedad infantis depositada en la Coleccion Espariola de
Cultivos Tipo (CECT) con el nimero de registro CECT 7210.

2. Caracterizacion taxondmica de la cepa CECT 7210 por secuenciacién

[0052] Casi toda la secuencia del ARNr 16S se amplificé y se secuencié usando un Kit de Reaccién de Ciclo de
Secuenciacion Rapido BigDye Terminador de ABI PRISM. Se comprob6 la pureza del ADN usando procedimientos
convencionales.

[0053] Los moldes de ADN se amplificaron por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en un termociclador
usando cebadores universales que amplifican una region de 1000 pb del gen de ARNr 16S, 616V: 5-
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’ (SEC ID N°: 17), 699R: 5-RGGGTTGCGCTCGTT-3’ (SEC ID N°: 18). La mezcla
de amplificacion (100 pl) comprendia 2 ul (50 pmol/ul) de cada uno de los cebadores 616V y 699R, 0,5 pl (2 U/ul) de
Taq ADN Polimerasa (Finnzymes), 10 ul de tampdn de reaccion 10x (Finnzymes), 10 ul de mezcla de dNTP (que
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contenia 1 mM de cada uno de dATP, dGTP, dCTP y dTTP, Roche), 70 ul de agua filtrada estéril (Milli-Q purification
system, Millipore) y 5,5 ul de molde de ADN. Los moldes de ADN se amplificaron por desnaturalizacion inicial a 94
°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 1 min, hibridacion a 55 °C durante 1
min, extension a 72 °C durante 1 min, y una extension final a 72 °C durante 10 min. Los controles, sin ADN, se
incluyeron simultaneamente en el proceso de amplificacion. Se evalud la integridad de los productos de la PCR
mediante el revelado de bandas sencillas después de la electroforesis durante 1 h a 100 V en geles de agarosa al 2
% (p/v) en tampodn de Tris-borato EDTA.

[0054] Los amplicones se purificaron usando un kit comercial y se realizaron reacciones de secuenciacion
posteriores usando el kit de Ciclo de Secuenciacién Big Dye Terminador v3.1, formato premezclado. Los cebadores
de secuenciacion eran los mismos que se utilizaron en la reaccion de amplificacion pero diluidos diez veces (5
pmol). Las secuencias resultantes se alinearon automaticamente y después se inspeccionaron visualmente. Las
secuencias génicas resultantes del ARNr 16S se compararon con las del NCBI utilizando la herramienta de
busqueda BLAST.

[0055] La secuencia obtenida fue como se describe en SEC ID N°: 19 y se correlaciona con la identificacion de la
cepa CECT 7210 como Bifidobacterium longum biovariedad infantis.

3. Caracterizacion fisioldgica de la cepa CECT 7210 para su uso como probidtico

3.1. Resistencia a jugos gastrointestinales

[0056] Se prepararon jugos gastricos y pancreaticos inmediatamente antes de su uso, resuspendiendo, en
solucién salina estéril al 0,5 % (p/w), pepsina de membrana mucosa de estomago de cerdo (3 g/l) y pancreatina de
pancreas de cerdo (1 g/l). La cepa bacteriana crecié durante 24 h a 37 °C en condiciones anaerobias, se lavo dos
veces en solucion salina al 0,5 % y se llevo a un inéculo de 10%-10° ufc/ml. El ensayo emuld las condiciones y el
tiempo de exhibicion a los que se someten las bacterias en su paso por el tracto gastrico e intestinal en dos fases.
La primera fase consistia en la simulacion del paso por el tracto gastrico, para lo cual se preparé un indculo del 1 %
(v/v) de las bacterias en 10 ml de solucion salina con pepsina ajustado a un pH de 3,0 con HCI e incubando a 37 °C
en condiciones anaerobias durante 120 min. La segunda fase consistia en la simulaciéon del paso por el tracto
intestinal, para lo cual las células se neutralizan lavandolas con un tampoén fosfato (PBS) a un pH de 7,0 y se
resuspendieron en la solucién salina con la pancreatina ajustada a un pH de 8,0 con NaOH e incubando a 37 °C en
condiciones anaerobias durante 240 min. Las muestras se tomaron a los 0/90/120 minutos en la primera fase y a los
0/60/240 minutos en la segunda, preparando, en cada caso, diluciones en serie, sembrando 100 pl de cada dilucion
por placa de medio sélido MRS-C e incubando durante dos dias a 37 °C en condiciones anaerobias. Como control
de viabilidad a lo largo del proceso, la cepa se inocul6é en solucién salina y se incubd en las mismas condiciones
tomando alicuotas al inicio, después de 120 minutos y al final del ensayo.

[0057] Después de la incubacion, las bacterias se recuperaron en placas con MRS-C y se realizaron recuentos
viables después de 48 h de incubaciéon. La cepa CECT 7210 mostré una pérdida de viabilidad después de la
exposicion a los jugos, similar a la obtenida usando otros probiéticos comerciales. El porcentaje de viabilidad se
calculé como la relaciéon entre el numero de células wables obtenido en cada una de las fases del ensayo por el
numero de células viables en el tiempo cero (inéculo 10°-10° ufc/ml).

TABLA 1. Efecto in vitro de los jugos gastrointestinales en la viabilidad de la cepa CECT 7210
Pepsina pH 3, 120 min | Pancreatina pH 8, 240 min
In6culo ufc/ml recuento % viable | recuento % viable
1,6 x 10° 55x10° | 3,4% 3,10x 10° 0,2%

3.2. Perfil de sensibilidad a antibiéticos

[0058] La sensibilidad de la cepa CECT 7210 a antibioticos se determindé mediante técnicas de difusion en agar
usando discos impregnados con diferentes concentraciones de antibidticos. Las bacterias crecieron en MRS- C
liquido a 37 °C durante 24 h, se recogieron lavandolas varias veces con solucion salina y ajustando el in6culo a 10°

ufc/ml (DOeoo = 5). En estas condiciones se tomaron 100 pl de la suspension celular y se sembraron en 10 ml de
agar MRS-C semisdlido al 0,7 % (p/v) a 50 °C. Este agar se derram6 sobre una placa de MRS-C y se dejo solidificar
a temperatura ambiente. Una vez seco, los discos con antibiéticos se colocaron sobre la superficie. Después de 24 h
de incubacion en condiciones anaerobias, se observo la presencia o ausencia de halos de inhibicién. Para observar
la resistencia o sensibilidad de la cepa, se ensayo un total de 16 antibiéticos (TABLA 2).
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TABLA 2. Resistencia a antibioticos para la cepa CECT 7210. Valores expresados en mml de halo inhibicion

Antibiotico Cepa CECT 7210
Amoxicilina (25 pg) 25

Carbenicilina (100 pg) 32

Oxacilina (1 pg) 0

Penicilina (6 ng) 30

Vancomicina (30 ug) 0

Cloramfenicol (30 ng) 21

Eritromicina (15 ng) 26

Gentamicina (10 pg)

Kanamicina (30 ng)

Tetraciclina (30 pg) 30

Metronidazol (5 pg)
Acido nalidixico (30 pg)

Rifampicina (5 pg) 33
Trimetoprim (5 pug) 12
Polimixina B (300 Ul) 0
Sulfonamida (200 pg) 0

3.3. Resistencia a sales biliares, a NaCl y a pH acido

[0059] Se analizo la resistencia de la cepa CECT 7210 a diferentes concentraciones de sales biliares Oxgall, NaCl
y pH. El ensayo se bas6 en la monitorizacion del crecimiento de las bacterias en placas de 96 pocillos. A cada
pocillo se afiadieron 100 ul de un in6culo a una DOggo = 1y 175 ul de medio MRS-C complementado con Oxgall (p/v)
al 0%, 0,5 %, 1%, 2%y 3 %, medio MRS-C complementado con NaCl (p/v) al 0 %, 2 %, 3 %, 6 %, 8 %y 10 % o
MRS-C a pH 6,2, pH 3,0, pH 2,0 y pH 1,5. El crecimiento se analizé a 655 nm en un lector de microplacas durante
24 h de incubacion a 37 °C en condiciones anaerobias. Los resultados mostraron que la cepa CECT 7210 era capaz
de crecer en presencia de diferentes concentraciones de sales biliares, no encontrandose diferencias entre las
cuatro concentraciones ensayadas. En lo que respecta a la resistencia al pH, los resultados muestran que, para los
pH acidos ensayados, existe una inhibicion del crecimiento de la cepa CECT 7210 para un pH mas bajo de 3,0.
Estos datos sirven como un indicador de la sensibilidad de la cepa CECT 7210 a pH acidos en ensayos in vivo
durante largos periodos de tiempo (24 h). Sin embargo, es necesario considerar que las condiciones in vivo son
otras. Por un lado, el tiempo transitorio del probiético en el estbmago, donde se alcanzaban estos pH, no supera
normalmente las dos horas y pasa rapidamente al intestino delgado donde se neutraliza el pH permitiendo el
crecimiento bacteriano. Por otro lado, in vivo, el probidtico se ingiere junto con otros compuestos (vehiculo) que
pueden amortiguar el efecto inhibidor del pH del estémago. En lo que se refiere a la resistencia a NaCl, el resultado
mostré que para concentraciones entre 0 y 2 % no se apreciaba una inhibicién del crecimiento. Sin embargo, una
vez que la concentracion era de hasta el 3-6 %, se observaba una pequefia inhibicion del crecimiento pero era con
NaCl al 8-10 % cuando el crecimiento se inhibia aparentemente.

3.4. Adhesion de la cepa CECT 7210 a la mucosa intestinal

[0060] Se utilizd mucina de cerdo de tipo Ill a una concentracion de 0,5 mg/ml. La cepa CECT 7210 se marco con
radioactividad afiadiendo al medio de cultivo 10 pl/ml de timidina tritiada (5-*H-timidina 120 Ci/mmol; Amserham
Biosciences) y se incubd a 37 °C durante 17 h en condiciones anaerobias. Como controles en el estudio de adhesion
se utilizaron tres cepas comerciales de Lactobacillus casei (LC), Lactobacillus rhamnosus (LR) y Bifidobacterium
longum biovariedad infantis (BLI). La mucosa se disolviéo en tampén HEPES (acido (N-2-hidroxietil piperazin-N-2-
etanosulfonico) - Hanks (HH; HEPES 10 mM, pH 7,4) a la concentracion deseada y se inmovilizé en placas
multipocillo de poliestireno (Maxisorp, Nunc) afiadiendo 100 pl de esta solucién a cada uno de los pocillos e
incubando a 4 °C durante una noche. La mucosa no inmovilizada se retir6 mediante dos lavados sucesivos con 200
pl de tampdén HH. Después del dltimo lavado, a cada pocillo se afiadieron 100 pl de tampén HH. Las bacterias
marcadas con radioactividad se centrifugaron (6000 rpm durante 7 minutos) y se lavaron dos veces con tampén HH
para eliminar la timidina no metabolizada, después de lo cual la concentracion de las bacterias se determind
midiendo la absorbancia a 600 nm ajustando a una DO de 0,25 + 0,05 con el fin de normalizar el nimero de
bacterias a 10’-10° ufc/ml. A cada uno de los pocillos donde estaba inmovilizada la mucosidad se afadieron 100 pl
de células marcadas y se incubd durante 1 h a 37 °C. La eliminacién de las bacterias no adherentes se realizé
mediante dos lavados de 200 pl con tampon HH. Las bacterias adheridas se liberaron mediante un raspado de la
mucosidad inmovilizada en cada pocillo y se sometieron a lisis mas tarde con 1 % (p/v) de SDS en NaOH 0,1 M (200
8
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ul por pocillo) incubando las placas a 60 °C durante 1 h. El contenido de las células se transfirié a tubos eppendorf
que contenian liquido de centelleo para medir la radioactividad en un contador de centelleo. La adhesion se expresé
como porcentaje de radioactividad recuperada después de la adhesion en relaciéon con la radioactividad de la
suspension bacteriana afiadida a la mucosidad inmovilizada. La adhesién bacteriana se determind en ftres
experimentos independientes y cada ensayo se realizd por cuadriplicado.

[0061] La cepa CECT 7210 mostré una buena capacidad de adhesion del 9,9 % similar a la de las cepas control
(BLI 6,4 %,LC7,0% yLR 9,8 %).
4. Actividad in vitro contra rotavirus

4.1. Efecto competitivo de la cepa CECT 7210 frente a sitios de unién celular contra rotavirus Wa humano

[0062] La cepa CECT 7210 se cultivd durante 17 h a 37 °C en condiciones anaerobias. Los cultivos se lavaron con
solucion salina (0,09 %) a un indculo de 3x10° ufc/ml. Simultaneamente, se indujo la formacién de una monocapa de
células HT-29 y MA-104 en placas de 96 pocillos. Los ensayos se realizaron siguiendo dos estrategias A y B.

[0063] Estrategia A — primero incubacion de la cepa CECT 7210 con el rotavirus y después infeccion de los
cultivos celulares con la mezcla de suspension bacteriana-virus. Estrategia B — primero incubacion de cepa CECT
7210 con los cultivos celulares y después infeccion con rotavirus.

[0064] Estrategia A: 30 pl de la suspension bacteriana de la cepa CECT 7210 que contenia 3x10° se mezclaron
con 70 pl de medio D-MEM sin suero. A esta suspension se afadieron 100 pl de rotavirus Wa humano a una
concentracion de 1x10” uff/ml (“uff” es unidades formadoras de focos), a la dilucion adecuada, en medio D-MEM. Las
mezclas de suspension bacteriana-virus se incubaron a 37 °C durante 1 h. Las monocapas de células se lavaron 3
veces con tampon PBS y se inocularon con la mezcla de suspension bacteriana-virus durante 18 h a 37 °C con 5 %
de COs.. Las células infectadas con rotavirus se identificaron mediante la técnica de inmunoperoxidasa para evaluar
la capacidad inhibidora de la replicacion viral.

[0065] Estrategia B: 30 pl de la suspension bacteriana de la cepa CECT 7210 que contenia 3x10° se mezclaron
con 70 pl de medio D-MEM sin suero. El medio de mantenimiento de las monocapas celulares se elimind lavandolas
3 veces con tampoén PBS y se afiadieron 100 pl/pocillo de la suspension bacteriana. Después de una hora de
incubacion a 37 °C, se afiadieron 100 pl/pocillo de virus (1x10” uff/ml) en medio D-MEM. Después, se incubo durante
18 h a 37 °C con 5 % de CO; y las células infectadas con rotavirus se identificaron también usando la técnica de
inmunoperoxidasa (véase a continuacion).

[0066] Para detectar el antigeno viral con inmunoperoxidasa en cultivos de células HT-29 y MA-104, después de
infectar los cultivos celulares con el virus, éstos se lavaron dos veces con tampén PBS, se fijaron con metanol-
acetona (1:1) durante 15 minutos y se lavaron de nuevo con tampodn PBS. Se afadi6 el anticuerpo monoclonal anti-
VP6 2F3E7 diluido 1/200 en tampdn PBS que contenia BSA al 1 % (100 pl/pocillo) y se incubd a 37 °C durante 1 h.
Después de dos lavados con tampén PBS, se afadieron 100 pl/pocillo de anticuerpo anti-lgG de raton conjugado
con peroxidasa (Sigma) diluido a 1/2000 en tampén PBS-BSA al 1 %, y se incubé a 37 °C durante 1 h. Después de
tres lavados con tampdn PBS, se afiadieron 100 pl/pocillo de sustrato de diamin-bencidina (6 mg DAB, 9 ml de Tris-
HCI 50 mM pH 7,6 y 0,1 ml de H205). Los focos infecciosos tefiidos con peroxidasa se contaron con un microscopio
invertido. El recuento del nimero de focos infecciosos se realizé en 5 campos definidos por pocillo. La media
aritmética se calcul6 para determinar el nUmero de focos por campo microscopico y se comparé con los datos de un
control de virus sin tratamiento con la cepa CECT 7210 para obtener el porcentaje de reduccién de focos
infecciosos.

[0067] Se usaron cultivos de células HT-29 y MA-104 y se afiadié un indculo de bacterias de la cepa CECT 7210
de 3x10° ufc/ml, en tampdn PBS a una alta dosis de rotavirus Wa humano. Estos ensayos se realizaron siguiendo
las dos estrategias explicadas anteriormente. Los resultados obtenidos en ambos ensayos fueren similares.
Considerando los medios de ambos ensayos, la cepa CECT 7210 produjo una reduccion de focos infecciosos de un
39,17 % en células HT29 y de un 25 % en células MA104. Sin embargo, se detect6 un aumento ligero de inhibicién
en el ensayo B indicando que la interaccion del probiético con la superficie de las células de mamifero desempefia
una funcién importante en el mecanismo de inhibicion.

4.2.1. Produccioén de sobrenadante que contiene la sustancia de interés

[0068] Se realizé una fermentacion de 10 litros con la cepa CECT 7210 en medio MRS complementado con
cisteina (0,005 % p/v) para obtener un sobrenadante. La incubacion se realizd a 37 °C durante 17 horas sin agitacion
y con generacion de anaerobiosis, alcanzandose un valor final de densidad 6ptica a 600 nm de 5 unidades. La
cantidad de indculo utilizada fue el 1 % del volumen de fermentacion. El sobrenadante se someti6 en primer lugar a
un proceso de neutralizacion basado en una centrifugacién a 10000 rpm durante 15 min y una neutralizacion con
NaOH 10 N hasta alcanzar un pH de 6,5. Después de esto, se realizd un proceso de concentracion mediante una
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filtracion con filtros de 0,22 um de diametro de poro, seguido de congelacién a -80 °C y finalmente liofilizacion. Este
ultimo proceso permitié obtener una muestra enriquecida de la sustancia con la cual hacer los ensayos posteriores.

4.2.2. Andlisis de la capacidad del sobrenadante para inhibir la proliferacién de rotavirus SA-11 en la linea celular
MA-104

[0069] Al igual que en los estudios previos usando células intactas, este ensayo se realizé siguiendo dos
estrategias:
Estrategia A — infeccion de células MA-104 con rotavirus SA-11, previamente incubadas con el sobrenadante
obtenido en la seccion anterior.
Estrategia B — incubacion de las células con el sobrenadante y posterior infeccion con rotavirus SA-11.

[0070] El protocolo seguido para la infeccién comenzé con la formacion de una monocapa de células mediante la
siembra de células MA-104 en medio MEM en placas de 96 pocillos (1,5x105 células/ml). Las placas se incubaron
durante 24 h a 37 °C en atmdsfera con 5 % (v/v) de COz. Al mismo tiempo se realiz6 la activacion del rotavirus
(indculo de 2x10°8 uff) por medio de la incubacion con tripsina de tipo IX a 10 ug/ml durante 30 min a 37 °C.

[0071] Estrategia A: una dilucion adecuada del virus se mezcld con las diferentes alicuotas de sobrenadante y se
incubd a 37 °C durante 1 h. La mezcla virus/sobrenadante se inoculd (100 pl/pocillo) en las monocapas de células
MA-104 y se incub6 a 37 °C durante 1 h con 5 % (v/v) de CO. Después del periodo de adsorcion, se retiraron los
inodculos de virus y las células se lavaron con tampén PBS. Se afadié medio MEM (100 pl/pocillo) sin suero a las
células y finalmente se incubé durante 15-18 h a 37 °C con 5 % (v/v) de CO.. Después de la incubacion, los cultivos
celulares infectados se ensayaron con el analisis de deteccion de focos con inmunoperoxidasa evaluando la
capacidad inhibidora de replicacion viral mediante el calculo de reduccién de focos infecciosos.

[0072] Estrategia B: se mezclaron alicuotas de sobrenadante con células MA-104 y se incubaron durante 1 h a 37
°C. Después, el sobrenadante se extrajo de los pocillos y las células se infectaron con una dilucion adecuada de
rotavirus SA-11, previamente activado. Esto se incub6 a 37 °C durante 1 h con 5 % (v/v) de CO,. Después del
periodo de adsorcion, se retiraron los indculos de virus y las células se lavaron con tampon PBS. Se afiadio medio
MEM sin suero a las células (100 pl/pocillo) y finalmente se incub6 durante 15-18 h a 37 °C con 5 % (v/v) de COa.
Después de la incubacion, los cultivos celulares infectados se ensayaron con el andlisis de deteccion de focos con
inmunoperoxidasa evaluando la capacidad inhibidora de replicacion viral mediante el calculo de reduccion de focos
infecciosos.

[0073] En la estrategia A, la cepa CECT 7210 produjo una reduccion de focos infecciosos de un 51,6 % (1,0x10’
uff/ml de virus). En la estrategia B, el porcentaje de reduccion fue del 83 % (2,53x10° uff/ml de virus). Al igual que en
el estudio anterior usando las células microbianas intactas, también en este caso la interaccion preliminar entre el
sobrenadante microbiano y las células de mamifero era mas eficaz. Estos hechos sugieren contundentemente que
las interacciones entre la superficie de la célula eucariota y el sobrenadante son factores importantes para la
inhibicion de la replicacién del virus.

[0074] Como conclusion, estos dos estudios muestran que el sobrenadante de la cepa CECT 7210 produce
inhibicion de la infeccidn por rotavirus, siendo mayor la inhibiciéon cuando las alicuotas del sobrenadante se incuban
previamente con células MA-104.

5.1. Caracterizacién de la sustancia de interés. Procesamiento del sobrenadante con proteasas

[0075] Para verificar la posible naturaleza proteica de la sustancia de interés, las muestras liofilizadas de 25 ml
de sobrenadante se trataron con las proteasas proteinasa K y pepsina. La muestra liofilizada tratada con pepsina se
resuspendié en 1,25 ml de tampdén Mcllvaine 50 mM pH 4,0, al cual se afiadieron 0,109 mm de una solucién con
pepsina (50 mg/ml). Esta mezcla se incub6 a 37 °C durante 2 h, y para detener la reaccion, la pepsina se inactivo
llevando la solucién a un pH de 6,5 con la adicion de 1,14 ml de tampén fosfato sédico 50 mM pH 8. La muestra
liofilizada tratada con proteinasa K se resuspendié en 2,4 ml del tampén fosfato 50 mM pH 6,5, al cual se afiadieron
0,1 ml de una soluciéon de proteinasa K (50 mg/ml). Esta mezcla se incubd 37 °C durante 2 h y para detener la
reaccion, la proteinasa K se inactivé incubando la solucién a 100 °C durante 15 minutos.

[0076] EI analisis de la inhibicion de la proliferacién de rotavirus SA-11 para las alicuotas procesadas por

proteasas, se realizd como se explica en la seccion anterior, siguiendo las dos estrategias. Los resultados se
muestran en las TABLAS 3y 4.
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TABLA 3. Muestras de virus y alicuotas incubadas durante 1 h a 37 °C con la Estrategia A.

Muestra uff/ml virus | % de infeccion
Pepsina 2,9x10" 134,6
Proteinasa K 2.5x10" 117,9

Control negativo QC3 2,6x10" 121,7

Control positivo de ensayo 2,1x10’ 100,0
Sobrenadante con cepa CECT 7210 1,0x10’ 48,4

Control negativo C1 2,1x10" 100,0

TABLA 4. Muestras de células y alicuotas incubadas durante 1 h a 37 °C con la Estrategia B

Muestra uff/ml virus | % de infeccion
Pepsina 1,76x10’ 117,9
Proteinasa K 1,52x10’ 101,8

Control negativo QC3 1,44x10" 96,4

Control positivo de ensayo 1,49x10’ 100,0
Sobrenadante con cepa CECT 7210 2,53x10° 17,0

Control negativo C1 1,49x10’ 100,0

[0077] El volumen de todas las muestras en las TABLAS 3 y 4 fue de 2,5 ml obtenido concentrando diez veces la
solucién con respecto al volumen de sobrenadante inicial. Como muestra de inhibicion ensayada se utilizé una
muestra liofilizada (sobrenadante de la cepa CECT 7210) no tratada con proteasas. En este caso, la muestra
liofilizada de 25 ml se resuspendié en 2,5 ml de tampén de fosfato sédico 50 mM pH 6,5.

[0078] Como control de inhibicién negativo, se usé una muestra liofilizada no fermentada. En este caso, la muestra
liofilizada de 25 ml de medio de cultivo se resuspendié en 2,5 ml de tampén fosfato sdédico 50 mM pH 6,5. Los
controles negativos incluidos en ambos ensayos eran con sobrenadante de medio de cultivo MRS-S sin inoculacion
(C1) y con este mismo sobrenadante pero incubado como el resto de las muestras durante 2 h a 37 °C (QC3).

[0079] Como control de infeccidn positivo, se usé una solucién compuesta por células y virus.

[0080] Como se muestra en las TABLAS 3y 4, el tratamiento con diferentes proteasas dio lugar a la pérdida de la
capacidad de inhibicién, conforme con la proteina natural de la sustancia/sustancias responsables de la inhibiciéon de
la infeccién por rotavirus. Estos resultados se confirmaron mediante tratamientos similares con lipasas que no
produjeron una reduccion de la capacidad de inhibicion.

5.2. Purificacién e identificacién de la sustancia/sustancias de interés por intercambio iénico, cromatografia sequida
de cromatografia en fase inversa.

[0081] Se aplicaron 620 ml del sobrenadante de la cepa CECT 7210 a una columna de intercambio catidnico
(HiPrep 16/10 SP FF). Todas estas proteinas de naturaleza catiénica que se adsorbieron a la resina de la columna
se eluyeron con tampoén equilibrado con NaCl 1 M sin gradiente. Por lo tanto, todas las proteinas se eluyeron
simultaneamente en pocas fracciones (fracciones 2, 3 y 4) y en un volumen minimo, de tal manera que la sustancia
de interés se concentrd. El volumen de cada faccion recogida fue de 10 ml. Cada faccion recogida por intercambio
catiénico se sometio a un proceso de ultrafiltracion usando filtros de 5000 Da (Amicon Ultra, Millipore). Por tanto, el
volumen filtrado contenia aquellas proteinas con un peso molecular menor de 5000 Da y el volumen retenido
mantenia a aquellas proteinas con un peso molecular superior.

[0082] Los volumenes filtrados obtenidos con las fracciones 2, 3 y 4 del intercambio catidénico se sometieron a otra
etapa de cromatografia de fase inversa para purificar y después identificar por espectrometria de masas, la
sustancia/sustancias que proporcionan la inhibicion de la infeccion por rotavirus. Para la cromatografia de fase
inversa, se utilizd una columna RESOURCE RPC de 3 ml, que funcionaba en gradiente con los eluyentes A) 2-
propanol al 5 %, acido trifluoroacético (ATF) al 0,1 % en agua destilada y B) ATF al 0,1 % en 2-propanol. En esta
cromatografia se obtuvieron fracciones de 2 ml. Una alicuota de estos 2 ml se llevé hasta la sequedad para eliminar
el disolvente y se resuspendié en un volumen de tampon MEM justo antes de comenzar el ensayo de inhibicion de
rotavirus con los cultivos celulares.

[0083] Las fracciones seleccionadas para ensayar la capacidad inhibidora de la infeccion por rotavirus de la
fraccion 2 de intercambio catidnico eran fracciones de fase inversa 2/5, 2/6, 2/7, 2/8, 2/9, 2/13, 2/14, 2/18, 2/20 y
2/23. De la fraccion 3 de intercambio cationico, se seleccionaron las siguientes fracciones de fase inversa: 3/7, 3/8,
3/9, 3/10, 3/11, 3/12, 3/13, 3/16, 3/17, 3/19, 3/20 y 3/21 y de la fraccion 4 de intercambio catiénico, se seleccionaron
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las fracciones de fase inversa 4/5, 4/6, 4/7, 4/8, 4/11 y 4/27.

TABLA 5. Inhibicién de infeccién por rotavirus por fracciones de fase inversa obtenida de la fracciéon 2 de intercambio
catidnico (incubacion previa de células con alicuotas durante 1 h a 37 °C (Estrategia B)

Muestra uff/ml virus % de infeccion
2/5 1,65x10’ 199,6
2/6 9,00x10° 108,9
217 9,30x10° 112,5
2/8 9,10x10° 110,1
2/9 8,40x10° 101,6
2/13 4,50x10° 54,4
2/14 1,21x10’ 146,4
2/18 8,60x10° 104,0
2/20 1,24x10" 150,0
2/23 8,40x10° 101,6
Control 8,27x10° 100,0

5
TABLA 6. Inhibicién de infeccién por rotavirus por fracciones de fase inversa obtenida de la fracciéon 3 de intercambio
catidnico (incubacion previa de células con alicuotas durante 1 h a 37 °C (Estrategia B)

Muestra uff/ml virus % de infeccion
317 2,07x10’ 143,8
3/8 1,84x10’ 127,8
3/9 8,20x10° 56,9
3/10 3,40x10° 23,6
3/11 1,64x10’ 113,9
3/12 1,80x10’ 125,0
3/13 2,21x10’ 153,5
3/16 2,18x10’ 151,4
317 2,04x10’ 141,7
3/19 1,68x10" 116,7
3/20 1,65x10" 114,6
3/21 1,79x10’ 124,3
Control 1,44x10° 100,0

TABLA 7. Inhibicién de infeccién por rotavirus por fracciones de fase inversa obtenida de la fracciéon 4 de intercambio

10 catidnico (incubacion previa de células con alicuotas durante 1 h a 37 °C (Estrategia B)

Muestra uff/ml virus % de infeccion

4/5 9,40x10° 72,9

4/6 1,48x10’ 114,7

47 1,41x10’ 109,6

4/8 3,40x10° 23,6

411 3,60x10° 27,9

4/27 9,10x10° 70,5

Control 1,29x10’ 100,0

[0084] Las fracciones que produjeron un resultado de inhibicion positivo se analizaron por MALDI para determinar
los pesos moleculares del péptido/péptidos presentes en cada fraccion. Analizando todos los espectros, la Unica
sefal presente en todas las fracciones seleccionadas correspondian a un péptido con un peso molecular de 1282,63
15 Da. Por tanto, una de las fracciones se determind por secuenciacion, y el resultado fue un péptido de 11
aminoacidos cuya secuencia fue MHQPHQPLPPT y cuya masa molecular fue 1282,63 Da. Esta secuencia se
confronté con la base de datos de proteinas/péptidos mediante el algoritmo BLAST y se observd que esta secuencia
era parte de la B-caseina de la leche de vaca. El analisis de todos los resultados experimentales condujo a pensar
que la cepa CECT 7210 no producia este péptido. En lugar de esto, el péptido debe ser el resultado de la digestion
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de la B-caseina de la leche de vaca mediante una proteasa segregada por la cepa CECT 7210. En la mayoria de las
fracciones también estaba presente un péptido de 13 aminoacidos y de un peso molecular de 1513 Da.

6. Proteccion in vivo contra rotavirus

6.1. Estudios de la capacidad de colonizacién del tracto intestinal de ratén y su implicacién en la proteccion in vivo
contra infecciones con rotavirus

[0085] Cultivos de bacterias de la cepa CECT 7210 crecieron durante 24 h a 37 °C en condiciones anaerobias. A
partir de estos cultivos, se realizaron inéculos al 1 % (p/v) en 25 ml de medio MRS-C. Después de 17 h de
incubacién en idénticas condiciones, se lavaron dos veces en solucién salina al 0,09 % para un inéculo de 1x10°
ufc/ml.

[0086] Las bacterias se resuspendieron en tampoén de bicarbonato sédico y se congelaron a -70 °C en glicerol al
20 % hasta su uso.

[0087] Se ensayaron dos grupos de nueve ratones BALB/c de 8 semanas de vida. El grupo 1 fue el grupo control y
el grupo 2 se traté con la cepa CECT 7210. El grupo control se traté en cada dosis con 100 pl/ratéon de bicarbonato
sodico. El segundo grupo se tratd en cada dosis con 10° ufc/ratén de la cepa CECT 7210 resuspendida en 100 pl de
bicarbonato sédico también. Todos los ensayos se realizaron a diferentes tiempos en cada uno de los grupos. El
esquema de inoculacion fue el siguiente:

TABLA 8. (" horas desde la inoculacion de la 12 dosis de la cepa CECT 7210
Dia Dosis de la cepa CECT 7210 Recogida de heces
1 12 dosis 4 horas' y 10 horas
2 22 dosis 24 horas’
3 3?2 dosis 48 horas'
4 = =
5 - 96 horas'
6 = =
7 = =
8 - 168 horas'

[0088] Antes de la administracion a los ratones, se eliminé el glicerol de las muestras bacterianas por
centrifugacion a 4000 rpm durante 5 min, y se resuspendieron de nuevo en tampoén de bicarbonato sédico. Después,
a cada ratén, se administraron 100 pl de la suspension a una concentracion de 10° ufc/ml, con un catéter a través
del tracto gastrico. A los ratones del grupo control se les administraron 100 ul de tampdn de bicarbonato soédico. Se
recogieron muestras de heces a diferentes horas desde la primera inoculaciéon de la cepa CECT 7210 (véase la
TABLA 8) y se homogeneizaron en tampdn PBS (10 % p/v). Después, se agitaron enérgicamente, se centrifugaron a
4000 rpm durante 5 min, y se conservaron en refrigeracion para procesar en menos de 24 horas. El sobrenadante se
congeld a -30 °C hasta su uso en los estudios de estimulacion del sistema inmunitario.

[0089] El analisis de la viabilidad de la cepa CECT 7210 en el tracto gastrointestinal se realizé mediante la siembra
de muestras de heces en medio selectivo. El medio utilizado fue una placa de medio selectivo para Bifidobacterium
(BFM). Antes de la siembra, se realizaron diluciones en serie y diversas de estas diluciones se sembraron en placas
por duplicado. Los resultados mostraron que la cepa CECT 7210 alcanzaba su viabilidad maxima a las 10 h desde el
inoculo, con valores en este punto entre 0,3 y 1x10° ufc/ml muy proximos al 100 % de viabilidad. Este tiempo se
consideré como el adecuado para observar efectos posibles de la actividad probidtica y por lo tanto se utilizé para la
infeccion con rotavirus en ensayos posteriores.

[0090] La determinacion de anticuerpos de clase IgA en las muestras fecales se realizd por ELISA. Se trataron
placas de poliestireno (Costar) con 100 pul de dilucién 1/250 de suero de oveja anti-IgA de raton (Sigma) en tampon
de carbonato/bicarbonato pH 9,6, incubandolas durante 2,5 horas a 37 °C y durante una noche a 4 °C hasta su uso.
Después, el sobrenadante se elimind y se lavo tres veces con 200 ul de tampén PBS que contenia 0,1 % de Tween
20 (v/v) (PBS-T). A cada pocillo, se afiadieron 100 ul de los sobrenadantes de las muestras diluidos a 1/1000 en
tampon PBS-T que contenia 1 % de BSA. Para detectar los anticuerpos, se usaron los anticuerpos anti-IgA de ratén
marcados con peroxidasa a una dilucion de 1/2000 en tampon PBS-T con BSA al 1 %. Finalmente, se afiadieron 100
wl/pocillo de sustrato OPD (ortofenilendiamina) y H.O» y después de 5 o 10 min de incubaciéon a temperatura
ambiente la reaccion se detuvo con 50 pl de solucion H.SO4 3 M. La lectura de la absorbancia se determiné con un
espectrofotémetro a 492 nm. Para la determinacion de las concentraciones de IgA, se prepar6 una curva patron con
diluciones en serie de una solucion de IgA de raton de concentracion bien conocida.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 523 575 T3

[0091] La cepa CECT 7210 produjo un aumento de la concentracion de IgA en las heces. A tiempos mas
prolongados a partir de la primera dosis (96 h), los animales tratados con la cepa CECT 7210 alcanzaron una
concentracion de IgA de 30 mg/g en comparacion con un valor de 18 mg/g en el grupo control de animales no
tratados.

6.2. Estudio de la capacidad de proteccién de la cepa CECT 7210 en frente de la infeccidn con rotavirus murino de la
cepa McN

[0092] Se utilizaron los mismos grupos de ratones del estudio anterior. Después de la primera semana, se
administré una nueva dosis de la cepa CECT 7210 a cada raton. Esta dosis se repitié durante 4 dias mas. Ademas,
un solo indculo oral de rotavirus murino de la cepa McN contenia 100 dosis productoras de diarrea en el 50% (DDsg)
en 50 pl de solucién salina equilibrada de Earle (EBSS). Este indculo se realizdé 10 horas después de la primera
dosis de memoria de la cepa CECT 7210. Se tomaron muestras fecales durante los nueve dias siguientes para
evaluar la presencia de la cepa CECT 7210 por recuento de células viables y la eliminacion de virus en heces por
ELISA.

TABLA 9. (1horas desde la inoculacién de la 12 dosis de la cepa CECT 7210; Zinoculacion de rotavirus 10 horas
después de la 12 dosis de memoria de la cepa CECT 7210; *horas desde la inoculacion de rotavirus)

Dia Dosis de la cepa CECT 7210 e infeccion por rotavirus | Recogida de heces

1 12 inoculacion de la dosis de memoria de rotavirus 10 horas'

2 22 dosis 24 horas® | 34 horas'
3 32 dosis 48 horas® | 54 horas'
4 42 dosis 72 horas®

5 52 dosis 96 horas® | 106 horas’
6 - 120 horas’

7 - 144 horas’

8 - 168 horas’

9 - 192 horas’

[0093] Para el recuento microbiano después de la infeccion, las muestras se tomaron después de 10, 34, 58, 106
y 168 horas de la primera dosis de la cepa CECT 7210. Las heces se resuspendieron en tampén EBSS al 10 %, se
homogeneizaron con un hisopo, se agitaron enérgicamente y se centrifugaron (4000 rpm 5 min). Se recogio el
sedimento con la cepa CECT 7210 y se almacend en refrigeracion para procesarse en menos de 24 horas. El
sobrenadante se congel6 a -30 °C hasta su uso posterior en los estudios de cuantificacion del antigeno viral. Como
en la seccioén anterior, el analisis de viabilidad de la cepa CECT 7210 se realizé usando placas de medio selectivo.
Se realizaron diluciones en serie y diversas de estas diluciones se sembraron en placas por duplicado:

[0094] Para evaluar la eliminacién del virus en las heces, el protocolo ELISA comenzé con el tratamiento de la
placa de 96 pocillos de poliestireno con 100 pl de una dilucién de 1/500 de un suero de oveja anti-rotavirus
(Chemicon) en tampén carbonato-bicarbonato pH 9,6, incubandola durante 2,5 h a 37 °C y durante una noche a 4
°C. Después de tres lavados con tampén PBS-T, se afiadieron 100 pl de sobrenadante de muestras de heces, se
trataron como se describe en la seccion anterior, a una dilucién de 1/2 en tampon PBS-T con BSA al 1 % (p/v).
Después de 1,5 h de incubacion a 37 °C, el sobrenadante se elimind y se lavé cuatro veces con tampén PBS-T para
afiadir 100 pl/pocillo del anticuerpo monoclonal anti-VP6 2F3E7. Esto se incub6 de nuevo durante 1,5 ha 37 °C y
después se realizaron cuatro lavados, 100 pl/pocillo de una dilucion 1/2000 de un anticuerpo anti-lgG de ratdn
conjugado con peroxidasa en tampén PBS-T-BSA. Después de 1 h de incubacion, esto se lavd cuatro veces con
PBS-T y se afadio la solucion de OPD y H,O,. La reaccion se detuvo después de 5-10 min con 50 ul de solucion
H,SO,4 3M. La lectura de la absorbancia se determiné a 492 nm. Para cuantificar la concentracion del virus, se
analizaron diluciones en serie de una suspension de virus valorada, con el propodsito de hacer una curva patrén y
extrapolar los resultados de absorbancia. Los resultados obtenidos mostraron que el recuento de células viables
estaba en su maximo de viabilidad durante los cinco dias durante los que se proporcioné la cepa CECT 7210 y que
este maximo se establecié 10 horas después de cada dosis de cepa CECT 7210.

[0095] Para cuantificar la cantidad de antigeno viral en las heces, se tomaron muestras durante los nueve dias
siguientes de la inoculacion de los rotavirus murinos McN de acuerdo con el calendario. La deteccion del antigeno se
realizé por ELISA. Como control positivo, el grupo control se inocul6 con la misma cantidad de rotavirus.

[0096] Respecto a la evolucion de la infeccién viral, los resultados indicaron la existencia de un retraso en la
proliferaciéon de rotavirus las primeras 48 h después de la infeccién (106 uff/ml en comparacién con 4x10” uff/ml en
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los animales del grupo control no tratados). Este retraso puede deberse a una reduccion inicial en los niveles de
replicacion del rotavirus en los ratones tratados con la cepa CECT 7210, aunque finalmente el virus infecté a todos
los grupos de ratones a los que se proporciond la sobredosis viral inoculada. Estas diferencias son estadisticamente
significativas.

7. Purificacion e identificacion de la proteasa CECT 7210 responsable de la degradacion de la 3-caseina y de la
produccioén de 11-oligdémeros

[0097] La cepa CECT 7210 se cultivd en MRS (Pronadisa, Espafia) con cisteina (0,05 % p/v). Después de 17
horas a 37 °C, sin agitaciéon en condiciones anaerobias el sobrenadante se obtuvo por centrifugacion y el proceso de
purificacién comenzé con la precipitacion de sulfato de amonio. Después la centrifugacion de la muestra (30 min,
10000 rpm) el sedimento obtenido se resuspendiéo en Tris-HCI 20 mM pH 8,5 para la dialisis. 920 ml del
sobrenadante con CECT 7210 obtenido siguiendo el proceso de la seccién 4.2.1, se aplicaron a una columna de
intercambio anidnico (HiPrep 16(10 Q XL) (Ge Healthcare, Amersham Biosciences, AB, Suecia). Todas estas
proteinas de naturaleza anionica que se adsorbieron a la resina de la columna se eluyeron con tampon equilibrado
(Tris-HCI 20 mM, pH 8,5, CaCl, 5 mM) con un gradiente de NaCl de 0-1 M. Por tanto, todas las proteinas se
eluyeron simultaneamente en pocas fracciones y en un volumen minimo, de tal manera que la sustancia de interés
se concentrd. Cada fraccion recogida se sometio a un proceso de ultrafiltracion usando filtros de 10000 Da (Extreme
Amicon, Millipore). Por tanto, el volumen filtrado que contenia aquellas proteinas con un peso molecular mayor de
10000 Da se sometio a otra etapa de cromatografia de filtracion en gel con una columna de calidad prep 75 HiLoad
Superdex (Amersham Bioscience, GE Healthcare) para purificar, y después identificar por SDS/PAGE. La enzima
que se verificd en cada etapa de purificacion tuvo actividad proteasa.

[0098] La proteasa responsable de la degradacion de la B-caseina se identificd en un SDS-PAGE al 12,5 %. Se
observé un peso molecular de la proteasa de aproximadamente 34,8 y 80 kDa. La adicion de 0,04 Ul de actividad
proteasa contenida en la dltima fraccion de purificacion cromatografica para la B-caseina (2 %) como sustrato en un
ensayo enzimatico a 50 °C en tampon citrato-fosfato pH 6,4 durante 48 horas, produjo 0,0213 mg/ml de péptido de
11 meros.

LISTA DE SECUENCIAS

[0099]
<110> Laboratorios Ordesa, S.L.
<120> Una nueva cepa de Bifidobacterium y péptidos activos contra infecciones por rotavirus
<130> Ordesa P896PCO00 probiotic

<150> EP07111189.2
<151> 27-06-2007

<160> 19

<170> PatentIn versiéon 3.5
<210>1

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 1

Met His Gln Pro His Gln Pre Leu Pro Pro Thr
1 - 5 10

<210>2
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 2

Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr val
1 5 10

<210>3
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 3

Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr Val Met
1 5 10

<210> 4
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 4

Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr Val Met Phe
1 5 10

<210>5
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 5

Trp Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr
1 5 10

<210>6
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 6

Trp Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr Val
1 5 10

<210>7
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<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 7

Trp Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr Val Met
1 5 10

<210>8
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 8

Trp Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr Val Met Phe
1 S 10 15

<210>9
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 9

Ser Trp Met His Gln Pro His Gin Pro Leu Pro FPro Thr
1 : 5 10

<210> 10
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 10

Ser Trp Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Preo Pro Thr Val
1 5 10

<210> 11
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 11
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Ser Trp Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr Val Met
1 5 10 15

<210> 12
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 12

Ser Trp Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Pro Thr Val Met Phe
1 5 10 15

<210> 13
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 13

Gln Ser Trp Met His Gln Pro His Gln Pro Leu Pre Pro Thr
1 5 10

<210> 14
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 14

Gln Ser Trp Met His Gln Pro His Gin Pro Leu Pro Pro Thr val
1 5 10 15

<210> 15
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 15

Gln Ser Trp Met Ris Gln Pro His Gln Pro Leu Pro Fro Thr Val Met
1 5 10 15

<210> 16
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> péptido del sobrenadante

<400> 16
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Phe

<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador 616V para el gen ARNr 16S

<400> 17
agagtttgat ymtggctcag

<210> 18
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador 699R para el gen ARNr 16S

<400> 18
rgggttgcge tegtt 15

<210> 19
<211> 1166
<212> DD1A
<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de ARNr 16S

<220>

<221> misc feature
<222> (792)...(792)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc feature
<222> (864)..(864)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc feature
<222> (885)..(885)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature
<222> (950)..(950)
<223>nesa,c,got

<220>
<221> misc feature
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<400>

(961)..(961)
nesa,c,got

misc_feature
(993)..(993)
nesa,c,got

misc_feature

(1006) .. (1006)

nesa,c,got

misc_feature

(1022)..(1022)

nesa,c,got
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cgaactgaga
ggceattgta
caccttcctc
acacggggcy
acgacgacca
cgggaacatg

cgccgcttgt

aggcgggaty

chatcca&cg
tcgctoctea
tatctacaca
cocogtaccoy
goctacgage
ggctgctggce
cccgataaaa

qécttgcgcc

ntcagtccca

crigttacece
cagaagacca

cggtgtatgg

cegghtttea
gcatgegtga
cgagttaacc
agggttgcgc
tgcaccacct
tcaagcccag
gcgggecceec
cttaaégcét
tttacégcgt
gcgtcagtaa
ttccacegtt
gcgéggétcc
cctttacgee
angtagttag

gaggtttaca

cattgtgcaa

atgtggccgyg

gocgteaage

tgcgatcaac

ggcaggtegyg
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gggatccget
agccctggac

ccoggeggtec

tcgttgcggg_

g;gaacccgc
gtaaggttct
gtcaatttct
tagctccga;
ggactaccag
cggcccagag
acaccgggaa
accgttaage
caataattec
ccggtgctta
accngaaggc
tattccccac
tcgeoccctete
tgataggacyg
tggagcétcc

tcacgc

ccgcgtegec
gtaaggggeca
cecegtgagtt
acttaaccca
coccgaaggda
tegegttgea
ttgagtttta
acggaacccy
gétatctaat
acctgcctte
ttcecagtcote

gatggacttt

ggataacqgct

ttcaacgggt
ctccateect
tactgecctec
agnecggeta
cgaccccatce

ggcattacca
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gogtogeatc
tgatgatctyg
cecgygcataa
acatctcacg
agccgtatct
tcgaattaat

gccttgegge

‘tygaacggge

cctgtteget
gccattggtg
ccctaccgea
éaéaccggac
tgcaccctac
aaactcactc
cacgnggggt
cgfaggégtn
ceegtngaagy
ccataccgeg

cccgtbteoca

ccgttgtace
acgtcatccc
tcegetggea
acacgagctg
ctacgaceygt

cegcatgete

cgtacteccce

cccacatcca

cceoccacgett
ttcttccecga
ctcaagceccyg
gégaégaacc
gtattaccge
tegettgete
cgctgecateca
tgggccgtat
ccacggtygy
aaagctttce

ggagctattc

60

120

180

2490

300

360

420

480
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600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Bifidobacterium longum biovariedad infantis depositada en la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo
(CECT) con el numero de registro CECT 7210, o un mutante de la misma que tiene una actividad de inhibicion de
rotavirus y que tiene la capacidad de producir un péptido a partir de la fermentacion de la B-caseina de la leche de
vaca, teniendo el péptido una longitud de 11 a 17 aminoacidos y una secuencia de aminoacidos que comprende la
SEC ID N°: 1.

2. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, depositada en la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo (CECT) con el
numero de registro CECT 7210.

3. Una preparacioén bacteriana que comprende la cepa tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-2.

4. Un producto alimenticio que comprende una cantidad nutricionalmente eficaz de la cepa tal como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1-2, junto con cantidades apropiadas de otros ingredientes comestibles.

5. Una composicién nutricional que comprende una cantidad nutricionalmente eficaz de la cepa tal como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 1-2, junto con cantidades apropiadas de otros ingredientes comestibles.

6. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 5, que se selecciona del grupo constituido por un complemento
dietético, un aditivo, y una formula lactea infantil.

7. Una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la cepa tal como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1-2, junto con cantidades apropiadas de excipientes y/o vehiculos
farmacéuticos aceptables.

8. La cepa tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para su uso como un probiético.

9. El uso de la cepa como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para la fabricacién de un producto
alimenticio.

10. El uso de la cepa como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para la fabricacién de una
composicion nutricional.

11. El uso de la cepa tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento terapéutico y/o preventivo de la diarrea en un animal, incluyendo un ser humano.

12. El uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que la diarrea esta causada por un rotavirus.

13. El uso de la cepa tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para la preparacion de un péptido
que tiene una longitud de 11 a 17 aminoacidos y una secuencia de aminoacidos que comprende la SEC ID N°: 1, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

14. Un procedimiento para la preparacion de un péptido que tiene una longitud de 11 a 17 aminoacidos y una
secuencia de aminoacidos que comprende la SEC ID N° 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
comprendiendo el procedimiento la fermentacion de la B-caseina de la leche de vaca que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N°: 1 con una cepa tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-2, y
opcionalmente aislar el péptido y/o convertirlo en una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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