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DESCRIPCION
Método para construir una bacteria nueva que pertenece al género Bifidobacterium
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una bacteria que pertenece al género Bifidobacterium, un método para detectar la
bacteria, un método para cuantificar un recuento bacteriano de la bacteria, y un método para cuantificar un recuento
bacteriano viable de la bacteria.

Antecedentes de la técnica

Las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium son bacterias importantes de la flora bacteriana intestinal
humana y se sabe que tienen efectos beneficiosos sobre la salud humana, tales como la regulacién de la funcion
intestinal, por ejemplo, la mejoria del estrefiimiento y diarrea, la supresion del aumento del colesterol en el suero, y
la inmunoestimulacién. Por eso, hay disponibles varios productos comerciales que contienen las bacterias que
pertenecen al género Bifidobacterium en forma de varios alimentos y bebidas fermentados, preparaciones
probidticas, y similares. Particularmente, los alimentos y las bebidas de leche fermentada tienen una palatabilidad
excelente; por lo tanto, son adecuadas para una ingestion continua de bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium.

Las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium son anaerobias obligadas y susceptibles al oxigeno, el pH
bajo, y la acidez alta. Por lo tanto, hay muchas dificultades en el manejo de las bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium en alimentos y bebidas de leche fermentada en términos de proliferacion durante la produccion,
viabilidad durante el almacenaje, y similares. Con el fin de obtener el efecto fisiologico de las bacterias que
pertenecen al género Bifidobacterium, se considera necesario suministrar tantas bacterias vivas en el intestino como
sea posible. Particularmente, se considera un factor importante el aumento de la viabilidad de las bacterias en los
alimentos y bebidas, concretamente la llegada de las bacterias ingeridas al intestino.

Con el fin de resolver los problemas anteriores, se ha hecho un intento para mejorar la viabilidad en los alimentos y
bebidas de leche fermentada mejorando el método de produccion y afiadiendo varios agentes mejoradores de la
viabilidad tal como la N-acetil glucosamina, acido pantoténico, péptidos, y lactulosa. Sin embargo, tal agente
mejorador de la viabilidad para las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium no se puede anadir
facilmente debido no solo al aumento del coste de produccion sino porque causa problemas tales como la reduccion
de la palatabilidad. Ademas, también se ha estudiado un método que bloquee completamente el contacto de las
bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium con el oxigeno depositando un producto fermentado que
contiene las bacterias en un envase compuesto por un material de envasado impermeable al oxigeno
inmediatamente después que se haya producido el producto. Sin embargo, ain no hay disponible un envase
impermeable al oxigeno perfecto. Ademas no hay mucha flexibilidad para dar forma a tal envase, y su depésito en la
basura se complica ya que el envase se fabrica utilizando materiales compuestos. Ademas, el envase en si mismo
es caro, etc. Como se ha mencionado anteriormente, hay muchas limitaciones en la utilizacion del envase.

En consecuencia, una solucion fundamental para mejorar la viabilidad de las bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium en los alimentos y bebidas fermentadas es producir bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium que tengan una alta viabilidad incluso bajo condiciones aerdbicas y bajo condiciones de pH bajo y
alta acidez. Ejemplos de tal cepa bacteriana incluyen el Bifidobacterium breve YIT 10001 (FERM BP-8205)
(Documento Patente 1), Bifidobacterium breve SBR 3212 (FERM P-11915) (Documento Patente 2), y
Bifidobacterium bifidum YIT 4002 (FERM BP-1038) (Documento Patente 3).

Sin embargo, existe un problema ya que se espera que estas cepas con viabilidad mejorada muestren sus efectos
de viabilidad mejorada solamente bajo las condiciones en las que se han producido. O sea, en la produccion de una
cepa mutante de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium, se practica normalmente un método de
subcultivo y almacenamiento de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium en un ambiente que es
riguroso para el crecimiento de las bacterias y se obtiene una cepa superviviente. Aunque se puede esperar un
cierto efecto en el nivel de mejoria de la viabilidad en un ambiente bajo el que se ha producido la capa mutante, no
se puede esperar un efecto de mejora de la viabilidad en otros ambientes. En consecuencia, las bacterias que
pertenecen al género Bifidobacterium que se obtienen por un método convencional no se pueden aplicar a los
alimentos y bebidas que se distribuyen bajo una condicion diferente que bajo la que se produjo la cepa mutante. En
consecuencia, la utilidad del método convencional ha sido extremadamente limitada.

También, aunque la causa se desconoce, se sabe que incluso una cepa bacteriana con viabilidad mejorada obtenida
por subcultivo y almacenamiento bajo condiciones con deterioro de los factores ambientales (por ejemplo, un pH en
la region acida) no muestra su efecto de mejora de viabilidad cuando se utiliza bajo condiciones mas favorables a un
pH en la regién neutra. Esta ha sido también una de las razones del fracaso en la obtencién de una cepa bacteriana
altamente versatil que sea aplicable a varios alimentos y bebidas.

El Documento Patente 4 se refiere a una bacteria del género Bifidobacterium y a los alimentos fermentados que
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utilizan la misma.
Documento relacionados con la técnica

[Documento Patente 1] Publicacién internacional N° WO 03/040350
[Documento Patente 2] JP-2922013

[Documento Patente 3] JP-B-61-19220

[Documento Patente 4] EP 1 443 105 A1

Divulgacion de la invencion
Problemas a resolver por la invencion

En consecuencia, un objetivo de la presente invencidon es proporcionar un método para producir bacterias que
pertenecen al género Bifidobacterium que tienen una viabilidad excelente incluso bajo varias condiciones con
factores ambientales diferentes, nuevas bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium obtenidas por el
método, y un método para detectar las bacterias.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores llevaron a cabo una investigacion intensiva con el fin de resolver los problemas. Como
resultado, han encontrado que, subcultivando y almacenando las bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium alternativamente en al menos dos tipos de sistemas en los que las condiciones de los factores
ambientales son diferentes al menos dos veces, se pueden obtener bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium que tienen una viabilidad excelente bajo las condiciones del subcultivo y almacenamiento alterno.

Ademas, como resultado de la investigacion de un método para detectar especificamente las nuevas bacterias que
pertenecen al género Bifidobacterium obtenidas de esta manera, han encontrado un cebador capaz de amplificar
especificamente un fragmento de ADN de las bacterias, y se ha descubierto que las bacterias se pueden detectar y
cuantificar especificamente utilizando el cebador. Los presentes inventores han descubierto ademas que el recuento
de bacterias viables de entre las bacterias anteriores se pueden cuantificar con una combinacion del cebador y un
colorante permeable a la membrana.

En el presente documento, se describe un método para producir bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium, que incluye el subcultivo y el almacenamiento de las bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium de manera alterna en al menos dos tipos de sistemas bajo condiciones con diferentes factores
ambientales al menos dos veces.

La presente invencion proporciona una bacteria que pertenece al género Bifidobacterium, en que la bacteria es la
Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene el numero de registro FERM BP-11320.

También, la presente invencién proporciona un alimento o bebida, particularmente un alimento o bebida de leche
fermentada que contiene dicha bacteria que pertenece al género Bifidobacterium.

También, la presente proporciona el uso de un fragmento de ADN que tiene una secuencia de nucledtidos
representada por la SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 2 o una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia
anterior para detectar o cuantificar al Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene el numero de registro FERM BP-
11320.

También, la presente invencion proporciona el uso de un cebador que tiene una secuencia de nucleétidos
representada por la SEC ID N° 1 o la SEC ID N° 2 o una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia
para detectar o cuantificar al Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene el numero de registro FERM BP-11320.

También, la presente invencién proporciona un método para detectar Bifidobacterium breve YIT 12272 que
comprende la deteccion por el uso del cebador.

También, la presente invencién proporciona un método cuantificar un recuento bacteriano de Bifidobacterium breve
YIT 12272 que incluye el uso del cebador.

También, la presente invencidon proporciona un método para cuantificar un recuento de bacterias viables de
Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene el nimero de registro FERM BP-11320 que incluye la realizacion de una
reaccion PCR de una muestra tratada con un colorante permeable a la membrana utilizando el cebador.
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Efecto de la invencion

De acuerdo con el método para producir bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium de la presente
invencion, se obtiene una bacteria que pertenece al género Bifidobacterium, en que la bacteria es el Bifidobacterium
breve YIT 12272 que tiene el nimero de registro FERM BP-11320. En concreto, se obtiene un Bifidobacterium
breve YIT 12272 que tiene el numero de registro FERM BP-11320 que tiene una viabilidad excelente incluso en
productos terminados o bajo condiciones diferentes en los factores ambientales tales como las condiciones de
distribucion. Aunque tal cepa bacteriana es aplicable a varios alimentos y bebidas y tienen alta viabilidad en los
alimentos y bebidas, puede mostrar eficazmente el efecto fisioldgico de las bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium. También, la cepa bacteriana es utilizable en varios alimentos y bebidas y se pueden producir
mejorando las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium que tienen un efecto fisiolégico especifico tal
como una accion anti Helicobacter pylori por medio del método de produccién de la presente invencion. Por estas
razones, la presente invencion tiene una aplicabilidad industrial extremadamente alta.

El Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene una viabilidad excelente se puede detectar y cuantificar
especificamente en alimentos, bebidas, heces y en el intestino utilizando el fragmento de ADN descrito
anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra la secuencia de nucledtidos de la banda RAPD especifica de Bifidobacterium breve YIT
12272. La secuencia de un cebador especifico de YIT 12272 esta rodeada por un cuadrado;

La FIG. 2 muestra el cambio del valor cuantitativo de YIT 12272 por PCR cuantitativa con un tratamiento de
tincion permeable a la membrana;

La FIG. 3 muestra las condiciones 6ptimas para el tratamiento PMA;

La FIG. 4 muestra el cambio en el valor cuantitativo del YIT 12272 tratado por calor en las heces por tratamiento
PMA;y

La FIG. 5 muestra una relacién entre el recuento de bacterias viables de YIT 12272 vivo afiadido a las heces y el
valor cuantitativo de YIT 12272 obtenido por PCR cuantitativa (con tratamiento PMA).

Modos de llevar a cabo la invenciéon

En el presente documento, un factor ambiental se refiere a cualquier factor que afecta a la proliferacion y viabilidad
de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium. Ejemplos de los mismos incluyen el pH, la presion
osmotica, acidez, temperatura de cultivo/almacenamiento, tiempo de cultivo/almacenamiento, la cantidad de oxigeno
disuelto, luz, presion, actividad acuatica, un microorganismo co-existente, un factor nutricional (por ejemplo,
azucares, proteina, péptido, grasas, tales como la grasa lactea, vitaminas, minerales, sélidos lacteos no grasos, y un
factor de crecimiento de bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium tal como un extracto de levadura), un
antibiotico, un método de cultivo (tal como un cultivo estatico, un cultivo removido, un cultivo agitado, un cultivo en
aeracion), un método de esterilizacion, un método de mezclado, un método de envasado, y un material del envase
de almacenamiento de un caldo de cultivo o un alimento o bebida. Particularmente, se utilizan preferentemente un
pH, presion osmética, acidez, temperatura de cultivo, y un factor nutricional, que son factores ambientales
importantes que afectan la proliferacion y viabilidad de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium. En el
presente documento, la luz incluye tanto la luz visible como la luz no visible, y la acidez indica la cantidad de una
solucion acuosa 1/10 N de hidréxido sédico (en ml) necesaria para neutralizar 9 g de muestra.

También “al menos dos tipos de sistema bajo condiciones con diferentes factores ambientales” se refiere a al menos
dos tipos de sistemas en los que se varia la calidad y/o la cantidad de ciertos factores ambientales, por ejemplo, al
menos dos tipos de sistema que resultan de la variacién del pH, la presién osmética, acidez, temperatura del cultivo,
un factor nutricional, y similares de un caldo de cultivo o un alimento o bebida. Ejemplos mas especificos incluyen
sistemas que resultan de la variacién de un caldo de cultivo o un alimento o bebida por medio del cambio en el pH,
por ejemplo, de 5 a 3, cambiando la presiéon osmética, por ejemplo, de 600 mOsm (miliosmol) a 950 mOsm,
cambiando la acidez, por ejemplo, de 6 a 20, cambiando la temperatura del caldo de cultivo, por ejemplo, de 37 °C a
30 °C, cambiando los azucares del caldo de cultivo o el alimento o bebida, por ejemplo, de un azutcar digerible a un
azucar no digerible, y, por ejemplo, aumentando la concentracion de oxigeno disuelto por agitacion.

No se impone ninguna limitacion en particular ni en el factor ambiental diana ni en los cambios de la calidad y/o
cantidad del mismo. Sin embargo, es preferible tomar en consideracién una o mas condiciones y factores
ambientales de los caldos de cultivo o alimentos o bebidas a los que se aplican las bacterias que pertenecen al
género Bifidobacterium que se producen con el método de produccion, seleccionar la condicién y el factor ambiental
que afecta la proliferacion y viabilidad de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium, y llevar a cabo el
subcultivo y almacenamiento alternativamente de las bacterias bajo la condicion y factor ambiental seleccionados de
esta manera. Aunque las condiciones de cultivo de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium varian
dependiendo de la especie bacteriana, en general, el cultivo se lleva a cabo aproximadamente bajo las condiciones
siguientes; un contenido en solidos lacteos no grasos del 5 al 30%, un contenido en grasa lactea del 0 al 10%, una
presién osmaética de 150 a 1000 mOsm, un pH del 4,0 al 7,0, una concentracion de oxigeno disuelto de 0 a 2 ppm, y
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una temperatura de cultivo de 30 a 39 °C. Las condiciones pueden variarse dentro del intervalo anterior, o se pueden
fijar las condiciones fuera del intervalo anterior. Ademas, las condiciones de almacenamiento varian dependiendo
del tipo y la forma del caldo de cultivo, alimento o bebida, por ejemplo, la temperatura de almacenamiento para los
alimentos y bebidas puede ser una temperatura normal, una temperatura de refrigeracién o una temperatura de
congelacion. Por lo tanto, el factor ambiental y la condicién de un caldo de cultivo o un alimento o bebida a los que
se aplican las bacterias se pueden seleccionar y usar apropiadamente.

También cuando se afiade un jarabe (edulcorante) a un caldo de cultivo para proporcionar un alimento o bebida, se
usaran varios tipos de azucares. En este caso, la presién osmaética se puede aumentar o disminuir dependiendo del
tipo de azucar que se utilice; por lo tanto, tal cambio en la presiéon osmética se puede utilizar como la condiciéon que
se va a variar.

Ademas, cuando un alimento o bebida se almacena en un depdsito de mezcla durante un cierto periodo de tiempo
antes de depositarse en un envase, la bebida o alimento necesita homogenizarse removiéndose antes de que se
deposite en el envase. En este momento, el oxigeno del espacio superior del depdsito de mezcla se puede meter y
aumentar en algunos casos la concentracion de oxigeno disuelto hasta una concentracion de saturacion. Por lo
tanto, tal cambio en la concentracion de oxigeno disuelto se puede utilizar como la condicidon que se va a variar.

Aunque no se impone ninguna limitacion en particular sobre el tipo de las bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium que se pueden utilizar en el método de produccion, los ejemplos de las mismas incluyen
Bifidobacterium breve, B. longum, B. bifidum, B. animalis, B. suis, B. infantis, B. adolescentis, B. catenulatum, B.
pseudocatenulatum, B. lactis, y B. globosum. Entre estas, son preferibles Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
longum, y Bifidobacterium bifidum ya que se han utilizado en varios productos lacteos durante algun tiempo y tienen
datos acumulados de la seguridad y similares, y ademas, estas bacterias muestran también un efecto alto de
mejoria de la viabilidad. Entre estas, es particularmente preferible el Bifidobacterium breve.

Utilizando las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium mencionadas anteriormente como cepa parental,
por subcultivo y almacenamiento alterno de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium al menos dos
veces en al menos dos tipos de sistemas bajo condiciones con diferentes factores ambientales, se pueden obtener
las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium que tienen una viabilidad excelente bajo todas las
condiciones que se usan para el subcultivo y almacenamiento alterno. Especificamente, (1) la cepa parental de
bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium se cultiva bajo el factor ambiental A para de esta manera
obtener un caldo de cultivo, o un alimento o bebida. El caldo de cultivo, o el alimento o bebida obtenidos de esta
manera se almacena de forma que se concentra o selecciona una cepa que muestra una viabilidad mejorada bajo
las condiciones con el factor ambiental A. (2) Tras esto, se cultiva la cepa que muestra una viabilidad mejorada bajo
el factor ambiental B para obtener de esta manera un caldo de cultivo o un alimento o bebida. El caldo de cultivo o el
alimento o bebida obtenidos de esta manera se almacena de manera que se concentra o selecciona una cepa que
muestra una viabilidad mejorada bajo las condiciones con el factor ambiental B. (3) Las etapas anteriores se repiten
al menos dos veces, de forma que se pueden obtener bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium que
muestran una viabilidad excelente bajo los factores ambientales A y B.

Un método de subcultivo y almacenamiento alterno, cuando las condiciones se varian basandose en los factores
ambientales A y B, incluye llevar a cabo el subcultivo y almacenamiento alterno en cualquier combinacion y orden tal
conoA-B—-A—-B—-AyA—-A—-B—-B—-A—-A—->B—->B—->A—->A— B — B, sin embargo el cultivoy
almacenamiento alternos se lleva a cabo preferentemente al menos dos veces. Se lleva a cabo preferentemente 2 a
100 veces, mas preferentemente 4 a 100 veces, particularmente preferentemente 4 a 50 veces.

Al menos se pueden fijar dos tipos de variaciones de la condicion del factor ambiental. Se puede llevar a cabo un
método de subcultivo y almacenamiento alternos en el que fijan tres variaciones de la condicion, A, B, y C en
cualquier manera, por ejemplo,A-B—-C—-A—-B—-C—-A—-B—-CyA—-A—-A—-B—-B—-C—>A—->B—
B—-B—-C—-C-—A.

Los factores ambientales se cambian preferentemente al menos en un tipo, ademas, al menos en dos tipos, y
particularmente al menos en tres tipos seleccionados de entre el pH, la presién osmética, la acidez, la temperatura
de cultivo, y un factor nutricional en términos de A y B. En el presente documento, estos factores se cambian
preferentemente dentro del intervalo siguiente; cambio de pH de 0,1 a 3 entre 4,0 y 7,0, cambio de la presion
osmotica de 10 a 700 mOsm entre 150 y 1000 mOsm, cambio de acidez de 1 a 20 entre 5 y 30, y cambio de la
temperatura de cultivo de 1 a 6 °C entre 30 y 39 °C. En cuanto al factor nutricional, es preferible cambiar el tipo de
azucar de jarabe de palatinosa a maltosa reducida. También, el contenido de grasa lactea se cambia
preferentemente en un 0,1 a 6% entre 0 y 10%. También el contenido en sdlidos lacteos no grasos se cambia en 0,1
al 20% entre el 5 y el 30%.

Ademas, también es posible tratar la cepa parental de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium con
un agente inductor de mutacion y similar tal como rayos ultravioleta, nitrosoguanidina (NTG), y etil metansulfonato
(EMS), y sometiendo la cepa parental tratada con el agentes inductor de mutaciones al subcultivo y almacenamiento
alterno mencionado anteriormente para seleccionar una cepa bacteriana que tenga la calidad deseada.
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En el presente documento, la viabilidad indica aproximadamente cuantas bacterias vivas estan presentes en un
caldo de cultivo o un alimento o bebida después del almacenamiento, y el recuento de bacterias viables que se
puede obtener por un método ordinario. Por ejemplo, un caldo de cultivo, o una bebida o alimento que se almacena
se diluye apropiadamente y se aplica a un medio de agar propionato TOS, seguido por el cultivo anaeroébico a 37 °C
durante 72 horas. Luego, se puede obtener el recuento de bacterias viables determinando las colonias que se
forman en el medio. La viabilidad se puede indicar basandose en la proporcion del recuento de bacterias viables en
un caldo de cultivo, o una bebida o alimento que se utiliza para almacenamiento después del almacenamiento con
respecto a antes del almacenamiento.

Se puede utilizar cualquier medio en el puedan crecer las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium, tales
como un medio GAM, un medio MILS (Ilwata & Morishita, Letter in Applied Microbiology, vol. 9, 165-168, 1989), un
medio propionato TOS, leche de soja, jugo vegetal, zumo de frutas, y mosto como caldo de cultivo en el método de
produccion de la presente invencion. Sin embargo, es preferible un medio que contiene leche como componente
principal, y ejemplo de leche incluyen la leche de vaca (leche entera) y un producto procesado de la misma tal como
la leche desnatada y un péptido derivado de leche. Se puede fijar un contenido en soélidos lacteos no grasos y un
contenido en grasa en cualquier cantidad dependiendo del material lacteo que se utilice y la cantidad de mezcla del
mismo, y se puede afiadir un factor de crecimiento de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium tal
como un extracto de levadura. Cualquiera de estos contenidos sdlidos lacteos no grasos, contenido en grasa, y
factor de crecimiento de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium puede ser un factor ambiental.

También, el factor ambiental de alimentos y bebidas de leche fermentada que se obtiene afiadiendo un ingrediente
opcional tal como un jarabe a un caldo de cultivo que contiene un medio lacteo esta cerca del producto terminado;
por lo tanto,, las bacterias que muestran una viabilidad alta en un producto terminado pueden concentrarse mas
eficazmente. Por lo tanto, se utilizan preferentemente alimentos y bebidas de leche fermentada para el cultivo y
mejora mencionados anteriormente de la cepa bacteriana. Un ingrediente opcional, por ejemplo, se pueden afadir
un jarabe (edulcorante) tal como azucares, un agente emulsionante, un aglutinante (un estabilizante), vitaminas, y
minerales a los alimentos y bebidas de leche fermentada, cualquiera de los cuales puede ser un factor ambiental.
Ejemplos del jarabe incluyen azicares tales como glucosa, sacarosa, fructosa, jarabe de maiz alto en fructosa,
jarabe de glucosa fructosa, palatinosa, trehalosa, lactosa, xilosa, azdcar de malta, miel, y molasas, aztcar alcohol tal
como sorbitol, xilitol, eritritol, lactitol, palatinit, un jarabe de aztcar reducida, un edulcorante altamente dulce tal como
aspartamo, taumatina, sucralosa, acetosulfamo-K, y stevia. También, se puede afiadir un agente emulsionante tal
como un éster de acido graso sacarosa, un éster de acido graso glicerina, un éster de acido graso poliglicerina, un
éster de acido graso sorbitan, y lecitina, un aglutinante (un estabilizante) tal como agar, gelatina, carragenano, goma
arabiga, goma xantano, pectina, goma de algarrobo, goma gelan, carboximetil celulosa, polisacaridos de soja, y
alginato de propilenglicol a los alimentos y bebidas de leche fermentada. Ademas de estos, se pueden afiadir zinc,
hierro, y manganeso, un acidificante tal como el acido citrico, acido lactico, acido acético, acido malico, acido
tartarico, y acido gluconico, un contenido en grasa lactea tal como nata, mantequilla , crema acida, saborizantes de,
por ejemplo, yogur, frutos del bosque, naranja, membrillo chino, perilla, citricos, manzana, menta, uva, albaricoque,
pera, crema pastelera, melocotdn, meldn, platano, tropicales, hierbas, te y café, un extracto de hierbas, y un extracto
de caramelo, y similares.

Para el caldo de cultivo y el alimento o bebida de leche fermentada, también se pueden utilizar en combinacion,
microorganismos distintos de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium. Ejemplos de los
microorganismos incluyen las bacterias que pertenecen al género Lactobacillus tal como Lactobacillus casei, L.
acidophilus, L. plantarum, L. buchneri, L. gallinarum, L. amylovorus, L. brevis, L. rhamnosus, L. kefiri, L. paracasei, L.
curvatus, L. zeae, L. helveticus, L. salivarius, L. gasseri, L. fermentum, L. reuteri, L. crispatus, L. delbrueckii subesp.
bulgaricus, L. delbrueckii subesp. delbrueckii, y L. johnsonii, bacterias que pertenecen al género Streptococcus tal
como Streptococcus thermophilus, bacterias que pertenecen al género Lactococcus tal como Lactococcus lactis
subesp. lactis y Lactococcus lactis subesp. cremoris, bacterias que pertenecen al género Enterococcus tal como
Enterococcus faecalis y E. faecium, bacterias que pertenecen al género Bacillus tal como Bacillus subtilis, levaduras
que pertenecen al género Saccharomyses, Torulaspora, y Candida tal como Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora
delbrueckii, y Candida kefyr.

Los alimentos y bebidas fermentados se pueden producir de acuerdo con un método ordinario. Por ejemplo, cuando
se producen alimentos y bebidas de leche fermentada, la cepa parental de bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium se inoculan en un medio de leche esterilizada solas o en combinacién con otros microorganismos, y
se cultivan, y el producto resultante se somete a un tratamiento de homogeneizacién para dar leche fermentada,
Posteriormente, se afiade y mezcla una solucién de jarabe preparada por separado, y el producto resultante se
homogeniza y similar, y un saborizante se afiade ademas para preparar el producto final.

Por el método mencionado anteriormente, que utiliza el Bifidobacterium breve YIT 4125 (FERM BP-7813) como cepa
parental, se produce una cepa de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium que muestran una
viabilidad particularmente excelente bajo las condiciones de diferentes factores ambientales. La cepa bacteriana
obtenida de esta manera se depositdé como Bifidobacterium breve YIT 12272 (FERM BP-11320) en el National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki)
Organismo Internacional Depositario de Patentes, el 16 de febrero de 2010. El Bifidobacterium breve YIT 12272
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[Tabla 1]

Morfologia celular bacteriana y caracteristicas de la colonia

Cepa YIT 4125

Cepa YIT 12272

Tincion de Gram

Positiva

Positiva

Morfologia de la célula
bacteriana

Bacilo pleomoérfico

Bacilo pleomoérfico

Color de la colonia

Blanco

Blanco

Forma de la colonia

Circular con margen suave

Circular con margen suave

Las células bacterianas de cada cepa se cultivaron en medio MILS con agar afadido (lwata & Morishita, Letter in
Applied Microbiology, vol. 9, 165-168, 1989) a 37 °C bajo condiciones anaerdbicas (Mitsubishi gas chemical
company, Inc.)) y se recogié una colonia unica del medio agar (aislamiento de colonia Unica). Este proceso de
aislamiento de una colonia Unica se repitid para purificar una cepa bacteriana. Luego, se observaron la morfologia
bacteriana (cultivo en medio MILS una noche, seguido por tinciéon gram) y las caracteristicas de la colonia (cultivo en
medio agar) de la cepa bacteriana purificada.

[Tabla 2]
Resultados del ensayo del caracter de fermentacion del aztcar por APl 50CH

YIT 4125 YIT 12272

Control - -

Glicerol - -

Eritritol - -

D-Arabinosa + -

L-Arabinosa - -

D-Ribosa + +

D-Xilosa - -

L-Xilosa - -

D-Adonitol - -

Metil-BD-Xilopirandsido - -

D-Galactosa + +

D-Glucosa + +

D-Fructosa + +

D-Manosa (+) +

L-Sorbosa - -

L-Ramnosa - -

Dulcitol - -

Inositol - -

D-Manitol - -

D-Sorbitol - -

Metil-a.D-Manopiranésido - -

Metil-a.D-Glucopiranosido + +

N-Acetil-Glucosamina - -

Amigdalina + +
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Resultados del ensayo del caracter de fermentacion del aztcar por APl 50CH
YIT 4125 YIT 12272

Arbutina + +
Esculin citrato férrico + +
Salicina + +
D-Celobiosa + +
D-Maltosa + +
D-Lactosa + +
D-Melibiosa + +
D-Sacarosa + +
D-Trehalosa * (+)
Inulina - -
D-Melezitosa + +
D-Rafinosa + +
Almidon - (+)
Glucogeno - -
Xilitol - -
Gentiobiosa + +
D-Turanosa + +
D-Lixosa * -
D-tagatosa - -
D-Fucosa - -
L-Fucosa (+) (+)
D-Arabitol - -
L-Arabitol - -
Gluconato - -
2 Ceto Gluconato - -
5 Ceto Gluconato - -
+: fuertemente positivo (+): débilmente positivo - Negativo +: Negativo o
débilmente positivo demorado

De acuerdo con el manual de APl 50 CH (el producto de bioMerieux Japdn), cada suspension bacteriana tras el
cultivo durante una noche se inocula en un medio que contiene cada sustrato, y luego se cultivan anaerébicamente a
37 °C durante siete dias. Tras esto, se determiné las caracteristicas de fermentacién de cada sustrato.

No se impone ninguna limitacién en particular sobre la forma de utilizacion de las bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium de la presente invencion, y se pueden utilizar bacterias liofilizadas o también se puede utilizar un
producto de cultivo que contiene las bacterias. Sin embargo, de cualquier manera, las bacterias preferentemente
estan vivas.

Las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium de la presente invencion se pueden mezclar con un vehiculo
farmacéutico solido o liquido no téxico y se utilizan en la forma convencional de preparacion farmacéutica. Ejemplos
de la preparacion incluyen una preparacion sélida tal como un comprimido, un granulo, polvo y una capsula, una
preparacion liquida tal como una solucion, una suspension, y una emulsion, y una preparacion liofilizada. Estas
preparaciones se pueden preparar por un método ordinario que se utiliza en la tecnologia de preparacion
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farmacéutica. Ejemplos de vehiculos farmacéuticos no toéxicos incluyen glucosa, lactosa, sacarosa, almidén, manitol,
dextrina, glicéridos de acidos grasos, polietilenglicol, hidroxietil almidon, etilenglicol, ésteres de acidos grasos
polioxietileno sorbitan, aminoacidos, gelatina, albumina, agua, y solucién salina fisiolégica. También se puede afadir
apropiadamente seguin se necesite un aditivo convencional tal como un estabilizante, un humectante, un agente
emulsionante, un aglutinante, un agente de ajuste de la tonicidad, y un diluyente.

Las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium de la presente invencion no solo se pueden preparar como
una preparaciéon farmacéutica como se ha descrito anteriormente sino que también se utiliza afadiéndolas a
alimentos y bebidas. Cuando se afiaden a alimentos y bebidas, las bacterias se pueden afiadir solas o junto con
varios ingredientes nutricionales. Especificamente, cuando se afiaden las bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium de la presente invencién a alimentos y bebidas, se puede utilizar adecuadamente un aditivo que es
utilizable en alimentos y bebidas, y los alimentos y bebidas se pueden moldear en una forma adecuada al consumo,
especificamente un granulo, un grano, un comprimido, una capsula, una pasta, y similares, por medios
convencionales. Ademas, las bacterias se pueden afiadir a varios productos alimenticios, por ejemplo, un producto
procesado de carne al como el jamon y las salchichas, una mantequilla, y una leche desecada, o las bacterias
también se pueden afadir a bebidas tales como el agua, zumo de frutas, leche, un refresco, y una bebida de té. Se
sefiala que los alimentos y comidas incluyen también la alimentacion para animales.

Las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium de la presente invencion se pueden aplicar a varios tipos de
alimentos y bebidas de diferentes ambientes, y debido a su alta viabilidad en alimentos y bebidas. las bacterias que
pertenecen al género Bifidobacterium pueden mostrar eficazmente su funcion fisioldgica general tal como la accion
reguladora intestinal. También, mejorando las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium que tienen
naturalmente un efecto fisioldgico especifico tal como la accion de erradicacion de la bacteria Helicobacter pylori por
el método de produccion posibilita la utilizacion de la cepa bacteriana en varios alimentos y bebidas. Esto aumenta la
palatabilidad de los alimentos y bebidas que contienen la cepa bacteriana y al mismo tiempo amplia la posibilidad de
eleccion de los consumidores. Ademas, mejorando la viabilidad de la cepa bacteriana se puede aumentar el efecto
fisiolégico de la cepa bacteriana.

Ademas, el alimento y bebida se utilizan preferentemente como alimentos y bebidas fermentadas, leche de soja
fermentada, zumo fermentado de fruta, y jugo vegetal fermentado que contiene bacterias vivas que pertenecen al
género Bifidobacterium de la presente invencion. Entre ellos, se emplean preferentemente los alimentos y bebidas
fermentados. Estos alimentos y bebidas de leche fermentada se pueden producir por un método ordinario, y se
pueden producir por el método mencionado anteriormente. Los alimentos y bebidas de leche fermentados obtenidos
de esta manera se pueden proporcionar también como un producto en forma de cualquier tipo simple sin jarabe (un
edulcorante), un tipo suave, un tipo con sabor a fruta, sélido, liquido y similar.

Ademas, la presente invencion se refiere a alimentos y bebidas que contienen al bacteria que pertenece al género
Bifidobacterium de la presente invencion, particularmente los alimentos y bebidas de leche fermentada que
contienen un edulcorante. El tipo, el método de produccién, y la forma de los alimentos y bebidas de leche
fermentada pueden ser similares a los que se han descrito anteriormente. Es preferible producir alimentos y bebidas
de leche fermentada utilizando una combinacién de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium de la
presente invencion y al menos un tipo de bacteria seleccionada de entre las bacterias que pertenecen al género
Lactobacillus, bacterias que pertenecen al género Streptococcus, y bacterias que pertenecen al género Lactococcus
debido a que se consigue una alta palatabilidad, y facilita la ingestion continua.

Ademas, para los alimentos y bebidas preparadas utilizando las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium,
se ha utilizado principalmente un envase compuesto por un material de envasado impermeable al oxigeno, tal como
el cristal y el papel revestido de aluminio con el fin de aumentar la viabilidad de las bacterias durante el
almacenamiento. Sin embargo, debido a que la bacteria que pertenece al género Bifidobacterium de la presente
invencidon no necesita una condicién anaerdbica estricta debido a su alta viabilidad se pueden utilizar también
resinas altamente permeables al oxigeno (tales como poliestireno, polietileno, y tereftalato de polietileno) como
material para el envase. Un envase fabricado con tal resina tiene la ventaja del bajo coste y la alta flexibilidad de
forma, en comparacion con un envase compuesto de un material de envasado impermeable al oxigeno.

Un fragmento de ADN y un cebador de la presente invencion tiene una secuencia de nucleétidos representada por la
SEC ID N°1 o SEC ID N° 2 o una secuencia de nucleétidos complementaria de la secuencia. El cebador fragmento
de ADN de la presente invencion se puede obtener realizando un PCR sobre el ADN derivado de numerosas
bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium y bacterias relacionando y buscando por medio del método
RAPD. Es decir, la PCR se lleva a cabo sobre el ADN derivado de bacterias que pertenecen al género
Bifidobacterium utilizando muchos cebadores aleatorios para amplificar un fragmento de ADN encajado entre los
cebadores aleatorios. Basandose en el patrén de la banda RAPD obtenido de esta manera, se realiza la clonacion y
se determina la secuencia de nucleétidos del producto de amplificacién PCR especifico de Bifidobacterium breve YIT
12272 (SEC ID N° 3). El cebador fragmento de ADN de la presente invencién se disefia basandose en la secuencia
de nucledtidos determinadas de esta manera (SEC ID N° 1 y 2). El cebador fragmento de ADN de la presente
invencion incluye un fragmento de ADN cebador que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria a la
secuencia de nucleotidos representada por SEC ID N° 1 o0 2.
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Para el cebador utilizado en la presente invencién, es preferible utilizar una combinaciéon de los secuencias de
nucledtidos representadas por las SEC ID N* 1 y 2; o una combinacion de dos secuencias de nucledtidos
complementarias a las secuencias, Ademas, es preferible utilizar un cebador que tenga la secuencia SEC ID N° 1 o
una secuencia complementaria a la secuencia como cebador directo y un cebador que tiene una secuencia SEC ID
N° 2 o0 una secuencia complementaria a la secuencia como cebador inverso.

El cebador que se utiliza en la presente invencion es especifico para el Bifidobacterium breve YIT 12272, y es util
para la deteccion, cuantificacion del recuento bacteriano, y la cuantificacion del recuento de bacterias viables para el
Bifidobacterium breve YIT 12272. Ejemplos de una muestra para el método de deteccion y cuantificacion de la
presente invencion incluyen alimentos y bebidas, productos farmacéuticos, y heces que contienen YIT 12272.

Ejemplos del método de deteccion y cuantificacion de YIT 12272 incluyen las etapas de (1) extraer el ADN de una
muestra, (2) realizar una reaccion PCR utilizando el cebador de la presente invencion, y (3) detectar el fragmento de
ADN amplificado en la etapa (2).

En mayor detalle, primero, se extrae el ADN de las heces, alimentos, bebidas, y similares, como una muestra para la
PCR. Como un método de extraccion de ADN a partir de una solucion diluida de heces y similares, se prefieren el
método de Marmur que es el método de referencia, y método enzimatico que es el método de Marmur modificado, y
el método del cloruro de bencilo. Ademas, se puede proporcionar una muestra que se obtiene por suspension de
algunas de las células bacterianas en un tampoén o agua esterilizada, seguida de tratamiento por calor a 95 °C
durante aproximadamente 15 minutos como matriz para la PCR.

Se puede obtener un fragmento de ADN diana (producto de la PCR) llevando a cabo la reaccion de amplificacion
utilizando una combinacion del ADN extraido de esta manera y el cebador de la presente invencién, En general,
cuando se utiliza un cebador en el método de la PCR y similares, se prefiere utilizar un par o dos tipo de cebadores.
Por ejemplo, utilizando un grupo cebador de cebadores que tienen las secuencias de nucleétidos de las SEC ID N*®
1y 2, solamente se puede amplificar una region encuadrada entre los cebadores en el ADN de Bifidobacterium
breve YIT 12272 entre otros numerosos tipos de bacterias que estan presentes, de manera que se pueden identificar
las bacterias. También cuando se realiza la PCR, es posible también la cuantificacién de las bacterias diana
sometiendo la matriz de ADN a diluciones seriadas antes de encontrar el limite de deteccioén y luego se lleva a cabo
el analisis similar.

El ADN que se obtiene de esta manera se puede someter a electroforesis y se puede identificar el Bifidobacterium
breve YIT 12272 basandose en la presencia o ausencia de una banda.

También, se pueden detectar y cuantificar solamente las bacterias vivas de Bifidobacterium breve YIT 12272
realizando una reaccion PCR en una muestra después de tratarlas con un colorante permeable a la membrana.
Ejemplos de colorante permeable a la membrana que se va a utilizar incluyen monoazida (EMA) y monoazida
propidio (PMA), y es particularmente preferible la monoazida propidio (PMA). El tratamiento con colorante permeable
a la membrana de una muestra se lleva a cabo, por ejemplo, afiadiendo una solucion del colorante permeable a la
membrana que tiene una concentracion final de 5 a 250 uM, seguida por irradiacion de luz. La reaccién PCR se
puede realizar de la misma manera que se ha mencionado anteriormente.

Ejemplos
De aqui en adelante, el contenido de la presente invencion se describira mas detalladamente con Ejemplos.

(Ejemplo 1) Cultivo y mejora de Bifidobacterium breve YIT 10001 y YIT 4125 por el método de subcultivo alterno

Se realizé el cultivo alterno y la concentracion de las bacterias, utilizando la cepa Bifidobacterium breve YIT 10001
(FERM BP-8205) y la cepa Bifidobacterium breve YIT 4125 (FERM BP-7813) como cepas parentales.

(1) Tras esterilizar el medio con leche entera en polvo al 20,7% a 135 °C durante 3,5 segundos, se inocularon un
0,5% de iniciador de siembra 1 de la cepa Bifidobacterium breve YIT 10001 o la cepa YIT 4125 y un 1% de
iniciador de siembra de Bifidobacterium bifidum y luego se co-cultivaron a 33 °C hasta que el pH alcanzé un 5,3,
preparando de esta manera la suspension bacteriana A1 (400 ml).

(2) Se mezclé la solucién de jarabe A en la suspension bacteriana A1 hasta una concentracion final de palatinosa
del 10%, de manera que se prepardé el producto lacteo A1 (630 ml). El producto lacteo A1 (200 ml) se dispenso
en matraces de 300 ml, y a continuaciéon se almacen6 a 5 °C durante una semana a la vez que se removia (90
rom), bajo condiciones aerdbicas con un tapon de algodon (de aqui en adelante, abreviado como
almacenamiento aerdbico removiendo). Posteriormente se llenaron tubos de ensayo con el producto lacteo A1
resultante y se cerraron con un tapon de butilo, seguido por almacenamiento estatico a 10 °C durante una
semana bajo condiciones anaerdbicas (de aqui en adelante, abreviado como almacenamiento anaerébico
estatico).

(3) El producto lacteo A1, almacenado bajo las condiciones anteriores se inoculé en 10 ml de un medio lacteo
con cefalotina afadida (12% de leche desnatada, 0,1% de extracto de levadura, 0,03% de hidrocloruro de L-
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cisteina, 0,2% de carbonato calcico sedimentario, de aqui en adelante abreviado como medio lacteo), seguido
por cultivo anaerébico a 37 °C durante 24 horas, de manera que se prepar6é el iniciador madre 2 de
Bifidobacterium breve. El iniciador madre 2 (0,03 ml) se inocul6 en 30 ml de medio lacteo (12% de leche
desnatada, 0,1% de extracto de levadura, 0,03% de hidrocloruro de L-cisteina, 0,2% de carbonato calcico
sedimentario, de aqui en adelante abreviado como medio lacteo), seguido por cultivo anaerébico a 37 °C durante
24 horas, preparado de esta manera el iniciador de siembra 2 de Bifidobacterium breve. Se repitieron
operaciones similares a las anteriores utilizando el iniciador de siembra 2. Es decir, el producto lacteo A2
preparado utilizando el iniciador de siembra 2 se sometié a almacenamiento aerdbico removiendo, seguido por
almacenamiento anaerdbico estatico, de esta manera se prepararon el iniciador madre 3 de Bifidobacterium
breve, y después, el iniciador de siembra 3.

(4) Posteriormente, se esterilizd un medio con leche desnatada al 23,5% a 120 °C durante 3,5 segundos, y se
inocularon un 2% de iniciador de siembra 3 de Bifidobacterium breve y un 0,01% de iniciador de siembra de
Lactococcus lactis y luego se mezclaron y se co-cultivaron a 37 °C hasta que el pH alcanzé un 4,4, de esta
manera se preparo la suspension bacteriana B1 (100 ml).

(5) Ademas, se afiadio a un medio con leche desnatada al 19,7% que se habia esterilizado a 120 °C durante 3,5
segundos, un 0,08% de péptido lacteo, y luego se inoculd un iniciador de siembra de Streptococcus thermophilus
y se cultivd a 37 °C hasta que el pH alcanzé un 4,3, de esta manera se prepard la suspension bacteriana C1 (700
ml). La suspension bacteriana C1 se afiadié a la suspension bacteriana B1 (con una relacion de la mezcla de
1:2), y ademas, se mezclé la solucion de jarabe B hasta un 5% de la concentracion final de jarabe de maltosa
reducida, se preparo de esta manera el producto lacteo B1 (870 ml).

(6) De manera similar que el producto lacteo A1, el producto lacteo B1 (1 ml) se sometié a almacenamiento
aerobico removiendo, seguido por almacenamiento anaerdbico estatico, y luego se inoculdé en 10 ml de medio
lacteo con cefalotina afiadida, seguido por cultivo anaerébico a 37 °C durante 24 horas para proporcionar el
iniciador madre 4 de Bifidobacterium breve. El iniciador madre 4 (0,03 ml) se inoculé en 30 ml de medio lacteo,
seguido por cultivo anaerébico a 37 °C durante 24 horas, de esta manera se preparo el iniciador de siembra 4 de
Bifidobacterium breve. Se repitieron operaciones similares a las anteriores utilizando el iniciador de siembra 4, Es
decir, el producto lacteo B2 preparado con el iniciador de siembra 4 se someti6 a almacenamiento aerébico
removiendo, seguido por almacenamiento anaerdbico estatico, de esta manera se prepararon el iniciador madre
5, y después, el iniciador de siembra 5 de Bifidobacterium breve.

Como se muestra anteriormente, la preparacion, el almacenamiento aerdbico removiendo, y el almacenamiento
anaerodbico estatico del producto lacteo A se repitieron dos veces y se concentro el Bifidobacterium breve. Una serie
de las epatas anteriores se agruparon en un ciclo, que se repitié durante un total de cuatro ciclos. Finalmente, el
producto lacteo A8 y el producto lacteo B8 se sometieron a almacenamiento anaerdbico estatico a 10 °C durante dos
semanas y luego una parte (1 ml) de cada uno de los productos se aplicaron a un medio de agar propionato TOS
(Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd.) que contenia 5 pg/ml de cefalotina y se llevé a cabo un cultivo anaerébico
a 37 °C utilizando el Anaero Pack (Mitsubishi gas chemical company, Inc.) para aislar un colonia Unica. El
aislamiento de la colonia Unica se repitié por purificacion, de esta manera se aislaron colonias Unicas de un total de
42 colonias derivadas de la cepa Bifidobacterium breve YIT 10001 y la cepa YIT 4125, especificamente un total de
21 cepas del producto lacteo A8 y un total de 21 cepas del producto lacteo BS8.

(Ejemplo 2) Ensayo de confirmacion de la viabilidad

Utilizando la cepa parental y las cepas aisladas, se prepararon los productos lacteos A y B y se almacenaron
mientras se removia a 5 °C durante una semana bajo condiciones aeroébicas, seguido por almacenamiento estatico a
10 °C durante dos semanas bajo condiciones anaerobicas segun el método del Ejemplo 1. Luego, se selecciond la
cepa de Bifidobacterium breve YIT 12272 (derivada de la cepa YIT 4125, aislada del producto lacteo A8), que
mostraba una viabilidad excelente tanto en los productos lacteos Ay B.

Los resultados de viabilidad de la cepa YIT 12272 y la cepa control (cepa YIT 10001 y cepa YIT 4125) en los
productos lacteos A y B se muestran en la Tabla 3. Con respecto a la cepa YIT 12272, sobrevivieron 3 x 10" UFC/ml
0 mas células vivas tras el almacenamiento mientras se removia a 5 °C durante una semana bajo condiciones
aerdbicas , seguido por almacenamiento estatico a 10 °C durante dos semanas bajo condiciones anaerodbicas en
ambos productos lacteos A y B. Por el contrario, en los productos lacteos A y B preparados utilizando cada bacteria
de control, sobrevivieron 3 x 10" UFC/ml o mas células vivas en uno de los productos lacteos; sin embargo, las
bacterias control no mostraron una viabilidad excelente en ambos productos.

También, se muestran las propiedades fisicas de los productos lacteos Ay B en la Tabla 4. Se mezclé el jarabe A en
la suspensién bacteriana A para preparar el producto lacteo A, en el que se encontré una acidez de 5,6 y 3,4
respectivamente. Aunque la presion osmotica de la suspension bacteriana A era de 550 mOsm, se aumentd a 950
mOsm en el producto lacteo A. Entre tanto, la suspension bacteriana C y el jarabe B se mezclaron en la suspension
bacteriana B para preparar el producto lacteo B, en el que se encontraron un pH y acidez de 4,4 y 7,5,
respectivamente. Aunque la presiéon osmética de la suspension bacteriana B era de 900 mOsm, disminuia a 600
mOsm en el producto lacteo B.
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Como se ha mostrado anteriormente, se revelaba que la viabilidad de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272
estaba aumentada, en comparacién con la cepa control, en ambos productos lacteos A y B, que se diferenciaban en
la temperatura de cultivo, pH, acidez, un cambio en la presiéon osmética debido a la mezcla con el jarabe, un
contenido en solido lacteo no graso, y un contenido de grasa lactea.

[Tabla 3]
Recuento de bacterias viable de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 en los productos lacteos A y B después
del almacenamiento

Recuento de bacterias viables (UFC/ml)
Producto lacteo A Producto lacteo B
Cepa de ensayo
YIT 12272 1,2 x 10° 5,8 x 10’
Cepa control
Cepa YIT 10001 6,0 x 10° 4,1x10
Cepa YIT 4125 1,0 x 10° 6,0 x 10°

El recuento de bacterias viables se determind sobre un medio agar propionato TOS que contenia 5 mg/ml de
cefalotina tras el almacenamiento mientras se remueve a 5 °C durante una semana bajo condiciones aerdbicas,
seguido por almacenamiento estatico bajo condiciones anaerdbicas a 10 °C durante dos semanas.

[Tabla 4]
Propiedades fisicas de los productos lacteos Ay B
Producto lacteo A Producto lacteo B
Suspension bacteriana A|Producto| Suspension bacteriana B|Producto

Temperatura de cultivo (°C) 33 37

pH 53 5,6 4,4 4,4
Acidez 6,0 3,4 20,7 7,5
Presion osmotica (mOsm) 550 950 900 600
Contenido lacteo no graso (%) 14,5 9,4 22,4 8,9
Contenido en grasa lactea (%) 5,2 3,4 0,2 0,1
La presidon osmotica se midié con el Osmostat OM-6040 fabricado por Kyoto Daiichi Kagaku.

(Ejemplo 3) Ensayo de confirmacion de la resistencia contra el jugo gastrico artificial

Se cultivaron durante una noche la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 y la cepa control (cepa YIT 10001 y la
cepa YIT 4125) anaerobicamente a 37 °C en el medio lacteo. Luego, se afiadieron 0,5 ml del cultivo bacteriano
obtenido de esta manera a 10 ml de jugo gastrico artificial que se habia calentado a 37 °C durante 30 minutos, se
mezclaron inmediatamente, y luego se incubaron a 37 °C. En el minuto 0 y a los 120 minutos tras la incubacion
(tratamiento con jugo gastrico artificial), se recogié 1 ml de la mezcla y se diluyé apropiadamente, y después de eso
se determind el recuento de bacterias viables utilizando el medio agar propionato TOS ((Yakult Pharmaceutical
Industry Co., Ltd., 37°C, cultivo anaerdbico).

El jugo gastrico artificial se preparé de la siguiente manera. O sea, se disolvieron las siguientes sustancias en agua
de intercambio ionico de forma que la concentracion final de cada sustancia era; proteosa peptona ((Becton,
Dickinson and Co.): 5 g/l, mucina gastrica (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.): 1,5 g/l, cloruro sédico: 5 g/,
bicarbonato sédico: 3 g/l, y fosfato potasico dihidrogenado: 1 g/l. El pH de la solucion resultante se ajusté a 2,8 con
acido clorhidrico 3,6 N, y la solucién obtenida de esta manera se esterilizd en autoclave a 115 °C durante 15
minutos, y luego se almacenaron a 4 °C. Posteriormente, se disolvié pepsina (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
en agua de intercambio i6nico a 400 mg/l, y la solucién resultante se esterilizd por filtracion a través de una
membrana (DISMIC-25cs, Advantec, 0,45 um) para dar una solucion de pepsina. El pH de la solucién se re-ajusté a
2,8 y se afnadieron 20 ml de la solucion a 180 ml de la solucién preparada anteriormente justo antes de su uso, de
esta manera se preparo el jugo gastrico artificial.

Los recuentos de bacterias viables en el minuto 0 y a los 120 minutos tras el tratamiento con jugo gastrico artificial
se muestran en la Tabla 5. Aunque el recuento de bacterias viables de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272
apenas habia cambiado incluso 120 minutos después del tratamiento con el jugo gastrico artificial, el recuento de
bacterias viables de la cepa de control (cepa YIT 10001 y cepa YIT 4125) disminuia con el tratamiento. Se ha
revelado que también se habia aumentado la resistencia de la cepa YIT 12272 contra el jugo gastrico artificial, al
compararse con la cepa control.
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[Tabla 5]
Resistencia de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 contra el jugo gastrico artificial
Recuento de bacterias viables (UFC/ml)
Minuto 0 tras el tratamiento[120 minutos después del
con jugo gastrico artificial tratamiento con acido gastrico
artificial
Cepa de ensayo
YIT 12272 2,4 x10° 2,1x10°
Cepa control
Cepa YIT 10001 3,0 x 10° 1,7 x10°
Cepa YIT 4125 3,9 x 10° 3,0 x 107

(Ejemplo 4) Ensayo de confirmacion de la resistencia al tratamiento secuencial con jugo gastrico artificial/ bilis
artificial y fluido intestinal

Utilizando la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 y la cepa de control (cepa YIT 10001 y cepa YIT 4125), se
prepar6 el producto lacteo B de manera similar al Ejemplo 1. Los productos lacteos B (200 ml) que se prepararon
utilizando cada cepa bacteriana se dispensaron cada uno en matraces de 300 ml, seguido por almacenamiento a 5
°C durante una semana mientras se removia (90 rpm) bajo condiciones aerdbicas con un tapén de algodoén.
Posteriormente, se llenaron tubos de ensayo con los resultantes productos lacteos B, seguido por almacenamiento
estatico a 10 °C bajo condiciones anaerdbicas con un tapon de butilo. Se tiene que sefalar que solamente la fase
gaseosa del matraz de 300 ml que contenia el producto B preparado utilizando la cepa YIT 4125 se sustituy6é con
nitrégeno gaseoso, y luego el producto resultante se almacend a 5 °C durante una semana mientras se removia (90
rpm) bajo condiciones aerdbicas con un tapén de butilo, seguido por almacenamiento estatico a 10 °C bajo
condiciones anaerdbicas.

De manera similar al método del Ejemplo 3, se realiz6 el tratamiento con el jugo gastrico artificial afiadiendo 0,5 ml
del producto lacteo B que se habia sometido a almacenamiento estatico a 10 ° durante cuatro dias a 10 ml de jugo
gastrico artificial con un pH ajustado a 3,3, seguido por incubacion a 37 °C durante 60 minutos. A 2 ml de la solucién
de ensayo obtenida de esta manera, se le afiadié 1 ml de bilis artificial que se habia calentado previamente a 37 °C,
seguido inmediatamente por removido. Posteriormente, a la mezcla asi obtenida, se le afiadié una mezcla de 5 ml
compuesta de 4 ml de fluido intestinal artificial y 1 ml de fluido pancreatico artificial, que se habia calentado a 37 °C
durante 30 minutos, y la mezcla resultante se removié y se incubd a 37 °C. Luego el minuto 0 y a los 60 minutos
después del tratamiento con el jugo gastrico artificial y 60 minutos después del tratamiento con bilis y fluido intestinal
artificiales, se recolectd 1 ml de la mezcla resultante en cada momento, y se diluy6 apropiadamente, y se determiné
el recuento de bacterias viables utilizando medio agar propionato TOS (Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd., 37
°C, cultivo anaerdbico).

La bilis artificial se preparé disolviendo bilis en polvo (Oxgall, Difco) en agua de intercambio iénico a 40 g/l y
ajustando el pH de la solucion resultante a 8,0 con carbonato sédico 3 M, y luego diluyendo la solucién resultante
con agua de intercambio idnico de forma que la concentracion de bilis en polvo era del 1% (P/V), seguido por
esterilizacién en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Se utilizé la bilis artificial preparada de esta manera.
También, se preparé el fluido intestinal artificial disolviendo las siguientes sustancias en agua de intercambio iénico
de forma que la concentracion final de cada sustancia era; cloruro sédico: 5 g/l, cloruro potasico; 1 g/l, y bicarbonato
sédico: 3 g/l, y ajustando el pH de la solucion resultante a 8,0 con carbonato sédico 3 M, seguido por esterilizacion
en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El fluido pancreatico artificial se preparé disolviendo lipasa pancreatica
(MP Biomedicals) en el fluido intestinal artificial a 20 g/l inmediatamente antes del ensayo, y la solucién resultante se
esterilizd por filtracion a través de un filtro de membrana (DISMIC-25cs, Advantec 0,45 um), seguido por
almacenamiento en hielo. Se utilizé el fluido pancreatico preparado de esta manera.

El recuento de bacterias viables en el minuto 0 y 60 minutos después del tratamiento con jugo gastrico artificial, y 60
minutos después del tratamiento con bilis artificial y fluido intestinal se muestran en la Tabla 6. El recuento de
bacterias viables de la cepa de Bifidobacterium breve YIT 12272 en el producto lacteo B almacenado era mayor que
el de la cepa control (cepa de Bifidobacterium breve YIT 10001 y cepa YIT 4125= no solo tras el tratamiento con el
jugo gastrico artificial sino también tras el tratamiento secuencial con jugo gastrico artificial y fluido intestinal que
contenia bilis artificial. Esto revelaba que la cepa YIT 12272 tenia mas aumentadas ambas resistencias al jugo
gastrico artificial y al fluido intestinal/bilis artificial que las bacterias control.
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[Tabla 6]

Resistencia de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 en el producto lacteo B contra el tratamiento secuencial
con jugo gastrico artificial/bilis artificial y fluido intestinal tras el almacenamiento

Recuento de bacterias viables (UFC/ml)
. . 60 minutos tras el 60 minutos tras el tratamiento
Minuto 0 tras el tratamiento . . - e )
: o P tratamiento con jugo con bilis artificial y fluido
con jugo gastrico artificial s Y . .

gastrico artificial intestinal
Cepa de ensayo
Cepa YIT 12272 6,9 x 10 2,8 x 10° 2,1x10°
Cepa Control
Cepa YIT 10001 4,9x 10’ 3,2 x 10* 5,3 x 10°
Cepa YIT 4125 8,1 x 10’ 2,6 x 10° 3,1 x10°

El producto lacteo B se almacend mientras se agitaba a 5 °C durante una semana bajo condiciones aerdbicas
(solo la cepa YIT 4125 strain se almaceno bajo condiciones anaerdbicas), seguido por el almacenaje durante
cuatro dias a 10 °C bajo condiciones anaerobicas, y luego se trataron con jugo gastrico artificial (pH 3,3) y
secuencialmente con bilis artificial (1% de bilis en polvo). El recuento de bacterias viables se enumeré en el
producto lacteo B que se obtuvo de esta manera.

(Ejemplo 5) Produccion de alimentos y bebidas de leche fermentada

En 506 g de agua, se disolvieron 124 g de leche entera en polvo, seguido por esterilizacién a 135 °C durante 3
segundos. Posteriormente, se inocularon la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 al 0,5%, Bifidobacterium bifidum
al 1%, y Lactobacillus acidophilus al 0,001% y se cultivaron a 33 °C hasta que el pH alcanz6 5,3. La mezcla
resultante se homogeniz6 a 15 MPa para dar 630 g de una suspension bacteriana. Entre tanto, se disolvieron en
agua 98 g de palatinosa, 8 g de zumo de zanahoria, 2,5 g de aceite que contenia DHA, 7 g de calcio emulsionado,
0,1 g de lactoferrina, 0,02 de vitamina D, y 1 g de saborizante, y se afiadié agua hasta un volumen total de 370 g. La
mezcla resultante se esterilizé a 120 °C durante tres segundos para dar una solucion de jarabe. La suspension
bacteriana y la solucion de jarabe se mezclaron y luego se vertieron en un envase tetra brick, de manera que se
obtuvo un producto de leche fermentada que tenia: pH 5,6; acidez de 3,4; contenido en sélidos lacteos no grasos del
8,7%; y contenido en 8grasa lactea del 3,2% (el recuento bacteriano inicial de la cepa de Bifidobacterium breve YIT
12272 era de 9,5 x 10° UFC/m).

El producto de leche fermentada obtenido de esta manera se almacené a 10 °C durante 14 dias, en el que se
encontré una tasa de supervivencia de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 del 30%. También, el producto de
leche fermentada asi obtenido tenia un sabor excelente.

(Ejemplo 6) Produccion de alimentos y bebidas de leche fermentada

En 90 g de agua, se disolvieron 25 g de leche desnatada en polvo, seguido por esterilizacién a 120 °C durante 3,5
segundos. Posteriormente se inocularon la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 al 2% y Lactococcus lactis al
0,01% y se cultivaron a 37 °C hasta que el pH alcanzaba un 4,4. La mezcla resultante se homogeniz6 a 15 MPa para
dar 115 g de suspension bacteriana A. También se disolvieron 60 g de leche desnatada en polvo y 0,25 g de péptido
lacteo en agua, y se afnadié agua hasta un volumen total de 330 g. La mezcla resultante se esterilizd6 a 120 °C
durante 3,5 segundos, y luego se inocul6 Streptococcus thermophilus al 0,5%. Las bacterias se cultivaron a 37 °C
hasta que el pH alcanz6 4,3, y luego se homogenizé la mezcla resultante a 15 MPa para dar 330 g de suspension
bacteriana B. Mientras tanto, se disolvieron en agua 47 g de maltitol, 29 g de polidextrosa, 14 g de jarabe de
galactooligosacaridos, 3,5 g de hierro emulsionado, 3 g de pectina, 1 g. de péptido colageno, 0,3 g de mezcla de
vitamina B, y 0,1 g de aspartamo, se afiadieron ademas 1 g de saborizante y 1 g de aceite de vitamina E, y luego se
afiadio agua hasta un volumen total de 555 g. La mezcla resultante se esterilizé a 120 °C durante 3 segundos para
dar la solucion de jarabe. Las suspensiones A y B y la solucion de jarabe se mezclaron y luego se depositaron en un
envase tetra brick, de forma que se obtuvo un producto de leche fermentada que tenia: un pH de 4,4; acidez de 7,5;
contenido en solidos lacteos no grasos del 8,1%; y contenido en grasa lactea del 0,1% (el recuento bacteriano inicial
de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 era de 8,8 x 108 UFC/ml).

El producto de leche fermentada obtenido de esta manera se almacené a 10 °C durante 16 dias, en el que se
encontré una tasa de supervivencia de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 que era de 34%. También el
producto de leche fermentada que se obtuvo asi tenia un sabor excelente.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2526414 T3

(Ejemplo 7) Produccion de alimentos y bebidas de leche fermentada

En 198 g de agua, se disolvieron 58 g de leche desnatada en polvo, seguido por esterilizacion a 120 °C durante 3,5
segundos. Posteriormente se inocularon la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 al 1%, Lactococcus lactis al 0,2%,
y Streptococcus thermophilus al 0,01% y se cultivaron a 37 °C hasta que el pH alcanzaba el 4,5. La mezcla
resultante se homogenizd a 15 MPa para dar 256 g de suspension bacteriana. Mientras tanto, se disolvieron en agua
25 mg de jarabe de galactooligosacaridos, 16 g de lactitol, 16 g de palatinosa, 3 g de pectina, y 0,05 g de sucralosa,
y se afadieron ademas 1 g de saborizante y agua hasta un volumen total de 744 g. La mezcla resultante se
esterilizd entonces a 120 °C durante tres segundos para dar la solucion de jarabe. La suspension bacteriana y la
solucion de jarabe se mezclaron y luego se depositaron en un tetra brick, donde se obtuvo una bebida de elche
fermentada que tenia; pH de 4,4; acidez de 5,3; contenido en sélidos lacteos no grasos del 5,5%; y contenido en
grasa lactea del 0,1% (el recuento bacteriano inicial de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 era de 1,3 x 10°
UFC/ml).

La bebida de leche fermentada obtenida de esta manera se almacend a 10 °C durante 23 dias. Como resultado, se
encontro que la tasa de supervivencia de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 era del 41%. También la bebida
de leche fermentada asi obtenida tenia un sabor excelente.

(Ejemplo 8) Produccion de alimentos y bebidas de leche fermentada

Se disolvieron 58 g de leche en polvo entera, 42 g de leche desnatada y 0,02 g de péptido lacteo en 487 g de agua,
seguido por esterilizacion a 135 °C durante tres segundos. En la mezcla resultante se inocularon los iniciadores de la
cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 y Lactobacillus acidophilus al 0,5% y 1,0% respectivamente. La mezcla
resultante se cultivd entonces a 33 °C hasta que el pH alcanz6 5,3, y luego se homogeniz6 a 15 MPa para dar 587 g
de una suspension bacteriana.

Mientras tanto, se disolvieron en agua 98 g de palatinosa, 8 g de zumo de zanahoria, y un g de saborizante, y se
afiadié mas agua a un volumen total de 413 g. La mezcla resultante se esteriliz6 a 120 °C durante 3 segundos para
dar la solucion de jarabe.

La suspension bacteriana y la solucién de jarabe se mezclaron y se depositaron en un envase tetra brick, donde se
obtuvo un producto de leche fermentada que tenia: un pH de 5,6; acidez de 2,9; contenidos lacteos no grasos del
8,1%; y contenido en grasa lactea del 1,4% (el recuento inicial de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 era de
9,5 x 10% UFC/ml).

El producto de leche fermentada obtenido de esta manera se almacené a 10 °C durante 14 dias, y se encontré que
la tasa de supervivencia de la cepa Bifidobacterium breve YIT 12272 era del 30%. También el producto de leche
fermentada asi obtenido tenia un sabor excelente.

(Ejemplo 9) Produccion de comprimidos

Cada uno de los ingredientes que se muestran a continuacion se mezcld de acuerdo con la siguiente formulacion, y
la mezcla resultante se sometié a granulacién, secado y ajuste del tamafio del granulo, seguido por compresion, de
manera que se produjeron los comprimidos.

(Formulacién) (mg)
Célula bacteriana desecada de la presente invencién " 20
Celulosa microcristalina 100
Lactosa 80
Estearato magnésico 0,5
Metilcelulosa 12

1) Producida por liofilizaciéon de la célula bacteriana viva de la cepa
Bifidobacterium breve YIT 12272

(Ejemplo 10) Produccion de refrescos

Cada uno de los ingredientes mostrados a continuacién se mezclaron de acuerdo con un método ordinario basado
en la siguiente formulacién. La mezcla resultante se homogenizo para dar refrescos. Los refrescos obtenidos de esa
manera se depositaron en botellas marrones y se sellaron con un tapén de aluminio, seguido por un tratamiento de
calor. Los refrescos asi obtenidos eran favorables tanto en apariencia externa como en sabor, y también tienen una
buena estabilidad de almacenamiento.
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(Formulacién) (mg)
Célula bacteriana desecada de la presente invencion " 5
Saborizante 0,8
Agua 100
Almidoén reducido en sacaridos 0,5
Fructosa 12

1) Producida por liofilizaciéon de la célula bacteriana viva de la cepa
Bifidobacterium breve YIT 12272

(Ejemplo 11) Produccion de un cebador especifico de cepa bacteriana por el método de ADN polimaérfico amplificado
aleatorio (RAPD)

Se extrajo el ADN de la célula bacteriana utilizando 62 cepas de bacterias que pertenecen a Bifidobacterium breve y
se aplico el método RAPD realizando una PCR de acuerdo con el siguiente procedimiento para buscar una
secuencia de nucleétidos especifica de YIT 12272.

(1) Extraccion de ADN a partir de la célula bacteriana

Se cultivaron sesenta y dos cepas que pertenecen a Bifidobacterium breve (Bifidobacterium breve YIT 40147, YIT
4015, YIT 4023, YIT 4024, YIT 4043, YIT 4049, YIT 4063, YIT 4064, YIT 12272, y otras 53 cepas) utilizando medio
GAM (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) suplementado con un 1% de glucosa, durante 24 horas a 37 °C bajo
condiciones anaerobicas. La suspension bacteriana (0,5 ml) se centrifugo, se retird el sobrenadante, y se afiadieron
0,25 ml de un tampon de extraccion de ADN (Tris-HCI 100 mM, EDTA 40 mM, pH 9,0), 0,05 ml de SDS al 10%, 0,5
ml de fenol saturado de TE, y 0,7 g de perlas de cristal (de 0,1 mm de diametro). La mezcla se agité vigorosamente
para destruir las células bacterianas. Luego, se afiadieron 0,15 ml de acetato sédico 3 M y la mezcla se centrifugo, y
el sobrenadante se transfirio a toros tubos. Tras precipitacion con isopropanol y lavado con etanol al 70%, el
producto asi obtenido se seco al aire y por ultimo se disolvio en 0,1 ml de un tampén TE (Tris-HCI 10 mM (pH 8,0),
EDTA 1 mM).

(2) Método RAPD

El método RAPD se llevo a cabo utilizando 27 tipos de cebadores aleatorios (Tabla 7). Un liquido de reaccion tenia
un volumen total de 20 ul que contenia Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl> 1,5 mM, 200 uM de mezcla
dNTP, 1,5 uM de cebador aleatorio, 1,5 U de Taq ADN polimerasa (producto de Takara Bio Inc.), y 10 ng de matriz
de ADN. Las reacciones PCR se llevaron a cabo utilizando el ciclador térmico de ADN PTC200 (MJ Research, Inc.),
en el que la reaccion PCR incluia las siguientes etapas; 94 °C durante 120 segundos, seis ciclos de (94 °C durante
120 segundos, 36 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 90 segundos), 30 ciclos de (94 °C durante 20 segundos,
36 °C durante 30 segundos, y 72 °C durante 90 segundos), y 72 °C durante 180 segundos. El producto de
amplificacién obtenido asi se sometid a electroforesis a 50 V en un gel de agarosa al 1,5%. Luego, el gel se tifié con
bromuro de etidio para confirmacién bajo radiacion UV.

[Tabla 7]
Secuencia de un cebador aleatorio para el método RAPD
Nombre de cebador Secuencia (5'... 3) Nombre de cebador Secuencia (5'... 3)

p1001 GTGAAGTAGG(SEC ID N° (4)) p1251 AAGACTGTCC(SEC ID N° (18))
p1002 CAATAGCCGT(SEC ID N° (5)) p1252 GCGGAAATAG(SEC ID N° (19))
p1003 CAGTACCCAC(SEC ID N° (6)) p1254 CCGCAGCCAA(SEC ID N° (20))
p1004 AGGTAACCGT(SEC ID N° (7)) p1255 CCGATCTAGA(SEC ID N° (21))
p1005 CAGTACCTTC(SEC ID N° (8)) p1280 GAGGACAAAG(SEC ID N° (22))
p1006 GGTTAAAGCC(SEC ID N° (9)) p1281 AACGCGCAAC(SEC ID N° (23))
p1007 TCGACGATAG(SEC ID N° (10)) p1282 GACGACTATC(SEC ID N° (24))
p1008 AGCCAACGAA(SEC ID N° (11)) p1284 GTCAACGAAG(SEC ID N° (25))
p1009 GTTGCGGTCC(SEC ID N° (12)) p1285 AGCCAGTTTC(SEC ID N° (26))
p1010 TGCGACTTAC(SEC ID N° (13)) p1287 CGCATAGGTT(SEC ID N° (27))
p1011 GTAGACAAGC(SEC ID N° (14)) p1288 GGGGTTGACC(SEC ID N° (28))
p1248 TGCCGAATTC(SEC ID N° (15)) p1289 ACTTGCATCC(SEC ID N° (29))
p1249 CGAACTAGAC(SEC ID N° (16)) p1292 CCCGTCAGCA(SEC ID N° (30))
p1250 GGCTTAACAC(SEC ID N° (17))
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(3) Clonacion

Comparando los patrones de banda RAPD de 62 cepas de las bacterias que pertenecen a Bifidobacterium breve, se
cloné un producto de amplificacion PCR que se encontré que era especifico de YIT 12272 utilizando el kit de
clonacion TA (producto de Invitrogen Corporation) segun con el manual adjunto. Es decir, el producto de
amplificacion PCR se insertd en un vector pCR2.1 y se introdujo en Escherichia coli para su transformacion. A
continuacion, la E. coli transformada se inoculdé en un medio agar Luria Bertani (LB) que contenia X-gal y 50 ug/mi
de ampicilina y se cultivé. Luego, las bacterias formadoras de colonias blancas que se obtuvieron asi se hicieron
proliferar en el medio liquido LB, y a partir de esta se extrajo el ADN para obtener el ADN clonado. Segun el método
de referencia, la secuencia de nucleétidos del ADN del producto de amplificacion PCR se determind por un método
de terminador colorante (FIG. 1).

(4) Produccion de un cebador especifico de cepa bacteriana y confirmacion de su especificidad

Entre las secuencias de nucleétidos de ADN del producto de amplificacion PCR especificas de YIT 12272 que se
obtuvieron por clonacién, se seleccion6é una secuencia que era la mas especifica de YIT 12272 y tenia una alta
reactividad PCR para producir un cebador especifico de YIT 12272. La secuencia del cebador se ha mostrado en la
Tabla 8. Utilizando este cebador especifico de YIT 12272, se llevé a cabo la PCR sobre el ADN extraido de un total
de 144 cepas bacterianas incluyendo las 62 cepas bacterianas de las bacterias que pertenecen a Bifidobacterium
breve YIT 12272 y 82 especies de 78 especies y 12 géneros de bacterias que se aislan frecuentemente del tracto
intestinal humano (Tabla 9) para confirmar la especificidad. Utilizando un mezcla de reacciéon que tenia un volumen
total de 20 pl que contenia 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl;, 200 uM de mezcla dNTP,
0,3 uM de cebador, 0,5 U de Tag ADN polimerasa, y 10 ng de matriz ADN, se llevaron a cabo las reacciones PCR,
en las que la reaccion PCR incluia las siguientes etapas; 94 °C durante 120 segundos, 32 ciclos de (94 °C durante
20 segundos, 60 °C durante 10 segundos, y 72 °C durante 20 segundos), y 72 °C durante 180 segundos. El producto
de amplificacion obtenido de esta manera se sometio a electroforesis a 100 V sobre gel de agarosa al 1,5%. Luego,
se tifid el gel con bromuro de etidio para confirmacion bajo radiacion UV. Como resultado, el cebador especifico de
YIT 12272 asi producido se confirmé especifico para Bifidobacterium breve YIT 12272.

[Tabla 8]
Secuencia del cebador especifico de YIT 12272 (pBbrY)

SEQ ID NO Organismo diana Nombre del cebador Secuencia (5'...3)
1 pBbrY-F ATGGCAAAACCG GGCTGAA
B. breve YIT 12272
2 pBbrY-R GCG GAT GAG AGG TGG G
[Tabla 9]

Cepa bacteriana utilizada

Bacteroides _distasonis YIT 6162", B. fragilis YIT 6158", B. ovatus YIT 6161, B.
thetatotaomicron YIT 6163, B. uniformis YIT 6184", B. vulgatus YIT 6159

Bacteroides spp.

Bifidobacterium adolescentis YIT 4011’ B. angulatum YIT 4012T, B. animalis subesp. animalis
YIT 4044T, B. animalis subesp. lactis YIT 4121" B. asteroides YIT 4033’, B. bifidum YIT 4039’,
B. boum YIT 4091" B. catenulatum YIT 4016T, B. choerinum YIT 4067'. B. coryneforme YIT
4092T. B. cunicuti YIT 4093'. B. dentium YIT 4017', B. gallicum \T(IT 4085', B. gallinarum YIT
4094 ', B. indicum YIT 4083’. B. longum subesp. infantis YIT 4018', B. longum subesp. longum
YIT 40217, B. longum subesp. suis YIT 4082T, B. magnum YIT 4098, B. merycicum YIT 4095".
B. minimum YIT 4097T, B. pseudocatenutatum YIT 4072, B. pseudolongum subesp. globosum
YIT 4101", B. pseudolongum subesp. pseudolongum YIT 4102, B. pullonum YIT 4104', B.
ruminantium YIT 4105', B. saeculare YIT 4111', B. subtile YIT 4116', B. thermophilum YIT
4073

Bifidobacterium
spp.(Excepto B.
breve)

Clostridium spp. Clostridium celatum YIT 6056, C. perfringens YIT 6050"

C. aerofaciens Collinsella aerofaciens YIT 10235'

Enterococcus spp. Enterococcus faecalis YIT 20317, E. faecium YIT 20321

E. coli Escherichia coli YIT 6044’

Eubacterium spp.  Eubacterium biforme YIT 6076", E. rectate YIT 60821
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Cepa bacteriana utilizada

Lactobacillus acidophilus YIT 0070, L. amylophilus YIT 0255" L. amylovorus YIT 0211%, L.
bifermentans YIT 0260". L. brevis YIT 0076 , L. buchnen YIT 0077', L. casei YIT 0180T, YIT
9029, L. coryniformis subesp. coryniformis YIT 0237', L. crispatus YIT 0212". L. delbrueckii
subesp. delbrueckii YIT 0080", L. delbruckii subesp. lactis YIT 0086", L. delbrueckii subesp.
bulgaricus YIT 0181", L. fermentum YIT 0081", L. gallinarum YIT 0218, L. gasseri YIT 01927,
L. helveticus YIT 0083", L. iohnsonil YIT 0219T, L. malefermentas YIT 02717, L. gris YIT 0277T,
L. parabuchnen YIT 0272, L. paraplantarum YIT 0445", L. pentosus YIT 0238, L. plantarum
YIT 0102', L. pontis YIT 0273T, L. reuten YIT 0197T, L. rhamnosus YIT 0105T, L. sakel YIT
0247", L. salivarius subesp. salivarius YIT 0104", L. sharpeae YIT 0274%, L. vaginalis YIT

0276", L. zeae YIT 0078"

Lactobacillus spp.

Lactococcus garviae YIT 20717, L. lactis subesp. cremoris YIT 20077, L. lactis subesp. lactis
Lactococcus spp. YIT 2T008T, L. lactis subesp, hordiniae YIT 2060T, L. plantarum YIT 2061', L. raffinolactis YIT
2062

Propionibacterium  Propionibacterium acnes YIT 6165

Ruminococcus spp. Ruminococcus bromii YIT 6078". R. lactaris YIT 6084", R. productus YIT 61417

Streptococcus spp. Streptococcus thermophilus YIT 2001, YIT 2021, YIT 20371

(Ejemplo 12) Deteccion de YIT 12272 vivos por el método PCR (1) Optimizacion de un colorante permeable a la
membrana

Se utilizaron monoazida de etidio (EMA) y monoazida de propidio (PMA), que son colorantes permeables a la
membrana para Bifidobacterium breve YIT 12272. Utilizando un medio con GAM + 1% de glucosa, se afiadié a cada
de YIT 12272 sin tratar que se habian cultivado durante 24 horas a 37 °C bajo condiciones anaerébicas (bacterias
vivas), células muertas de las mismas obtenidas calentando las bacterias a 80 °C durante 10 minutos, o células
muertas obtenidas por cultivo continuo de las bacterias durante 10 dias a 37 °C el colorante a concentraciones
finales de EMA y PMA de 240 uM y 50 uM, respectivamente. Tras mantenerlas calientes a temperatura ambiente
durante cinco minutos, las bacterias se radiaron con luz durante 2 minutos utilizando dos lamparas halégenas de
500 W a una distancia de 20 cm de la lampara. Posteriormente, se exirajo el ADN de cada una de las células
bacterianas, y se cuantifico el YIT 12272 por PCR cuantitativa utilizando el cebador especifico de YIT 12272. (se
utilizé como método PCR cuantitativo, el método descrito en International Journal of Food Microbiology (2008) Vol.
126, p. 210 a 215). Como resultado, aunque ambos EMA y PMA inhibian la amplificacién en las células bacterianas
muertas, EMA también inhibia la amplificacion PCR en las bacterias vivas. Basandose en que el PMA inhibia la
amplificacién en bacterias muertas sin inhibir la amplificaciéon en YIT 12272 vivos, se encontré que el PMA era
adecuado para la deteccion y cuantificacion de YIT 12272 vivos por PCR cuantitativa. [FIG. 2].

Con el fin de optimizar el tratamiento con PMA, se llevé a cabo la PCR utilizando el cebador especifico de YIT
12272, y las bacterias vivas y células bacterianas destruidas por calor de YIT 12272 que se trataron con varias
concentraciones de PMA (5 uM, 50 uM, y 150 uM) y tiempo de radiacion luminica (uno, dos y cinco minutos). Como
resultado, se encontré que el tiempo de radiacion luminica no afectaba al tratamiento con PMA, y que el tratamiento
con bajas concentraciones (5 uM) y altas concentraciones (150 uM) de PMA mostraba un efecto inhibidor mas débil
sobre la amplificacion PCR en las bacterias destruidas por calor, al compararse con el tratamiento con 50 uM de
PMA (FIG. 3). En consecuencia, se encontré que el tratamiento con 50 uM de PMA y dos minutos de radiacion
luminica era adecuado para aplicarse como tratamiento con PMA en YIT 12272.

(2) Deteccion y cuantificacion de YIT 12272 vivo en heces

Se prepararon heces en las que se habia confirmado la ausencia de YIT 12272 por medio selectivo y PCR
cuantitativa utilizando el cebador especifico de YIT 12272. Se afadieron en las heces células bacterianas destruidas
por calor de YIT 12272, seguido por tratamiento con PMA (50 uM de PMA y dos minutos de radiacion luminica).
Como resultado se encontré que se inhibia la amplificacién PCR en las células bacterianas de YIT 12272 destruidas
por calor en las heces, y el valor cuantitativo de bacterias muertas de YIT 12272 disminuia a aproximadamente una-
veinte milésimas (FIG. 4). Por el contrario, se afiadieron a las heces YIT 12272 vivos que se habian cultivado
durante 24 horas y se llevo a cabo el tratamiento con PMA, y se cuantificaron los YIT 12272 por PCR cuantitativa
utilizando el cebador especifico para YIT 12272. Como resultado, el tratamiento con PMA no inhibié la amplificacion
por PCR en los YIT 12272 viables, con el resultado de que, cuando el YIT 12272 esta presente en una cantidad de
10° 0 mas por gramo de heces, los YIT 12272 viables se podian cuantificar con precision (FIG. 5). En este caso, el
recuento de bacterias viables de YIT 12272 se puede calcular por la férmula 3 siguiente.
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(Simbolo)

Valor cuantitativo de PCR de YIT 12272 sin tratamiento PMA: X células/g

Valor cuantitativo de PCR de YIT 12272 sometidos a tratamiento PMA: Y células/g
El recuento de bacterias viables de YIT 12272 en una muestra: L células/g

Es recuento de bacterias muertas de YIT 12272 en una muestra: D células/g

Formula1: X=L+D

Férmula 2: Y =L + D/20000
Férmula 3 (La férmula 3 se deriva de las férmulas 1y 2): L = (20000 Y - X)/ 19999

Se utilizé el siguiente método para la extracciéon del ADN de las heces. Utilizando una solucién de dilucion
anaerdbica (Tabla 10), se prepar6 una solucion diluida 10 veces. Luego se centrifugaron 0,2 ml de la solucion y se
retird el sobrenadante, seguido por re-suspension en 1,0 ml de tampén PBS. Se repitié la operacion de lavado
anterior tres veces. Posteriormente, el aglomerado de heces obtenido de esta manera se almacen6 a -80 °C hasta la
extraccion del acido nucleico. Se descongeld el aglomerado liofilizado de heces, y se le afiadieron 0,6 ml de un
tampon ASL (QIAGEN), seguido por calentamiento a 70 °C durante cinco minutos. Posteriormente, se afiadieron 0,5
ml de fenol saturado de TE y 0,7 g de perlas de cristal con un diametro de 0,1 mm, y la mezcla resultante se agitd
vigorosamente a 6,5 m/s durante 30 segundos utilizando el FastPrep FP120 (Bio101, Inc.). Luego se afadieron 0,1
ml de acetato sédico 3 M y se obtuvo el sobrenadante por centrifugacion. En 0,7 ml de sobrenadante se afiadieron
0,7 ml de un tampon ASL y comprimidos Ex de Inhibicion (QIAGEN). La mezcla resultante se mezclé completamente
y se centrifugd para obtener el sobrenadante. A 0,55 ml del sobrenadante se le afiadieron 0,55 ml de tampon AL
(QIAGEN) y 0,55 ml de etanol al 100%, a continuacién se removio. Posteriormente, toda la mezcla resultante se
paso a través de una columna spin QIAmp (QIAGEN) para permitir que el ADN se adsorba a la columna. Tras lavar
la columna, se afiadieron 0,1 ml de un tampén AE (QIAGEN) y la solucion resultante se centrifugo, recolectando de
esta manera el ADN.

[Tabla 10]
Composicion de la solucion de dilucién anaerdbica
Componente composicion (g/l)
KH2PO4 0,225
KoHPO,4 0,225
NaCl 0,45
(NH4)2S04 0,225
CaCl, 0,0225
MgSO. 0,0225
Hidrocloruro de L-Cisteina monohidrato 0,5
Resazurin 0,001
Bacto agar 0,5
Tween 80 0,5

(3) Deteccion y cuantificacion de YIT 12272 vivos en heces en un ensayo de ingestion oral

Se llevé a cabo un estudio en el que adultos sanos a los que se les habia prohibido tomar productos alimenticios que
contenian bacterias vivas durante tres semanas, se sometieron a la ingestion de un envase (100 ml) del producto de
leche fermentada del Ejemplo 6 (que contenia YIT 12272 en una cantidad de 10'®°/ envase) diariamente
continuamente durante 10 dias.

(3-1) Deteccion de YIT 12272 vivos por una combinacion de medio selectivo y el cebador especifico para YIT 12272

Se recolectaron las heces de los sujetos antes y después de la ingestion del producto de leche fermentada que
contiene YIT 12272 del Ejemplo 6 y se sometieron a dilucion seriada de 10 veces utilizando un tampdn de diluciéon
(PBS). De la solucién resultante, se aplicaron 100 pl a un medio selectivo de YIT 12272 (T-CBPC, Tabla 11),
seguido por cultivo anaerdbico a 37 °C durante 72 horas para formar colonias. Las colonias obtenidas de esta
manera se cultivaron anaerdbicamente a 37 °C durante 24 horas en un medio liquido GAM con un 1% de glucosa
afiadida (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), obteniendo de esta manera las células bacterianas. Se extrajo el ADN de
las células bacterianas, y se llevd a cabo la PCR utilizando el ADN obtenido de esta manera como matriz y el
cebador especifico de YIT 12272. También, algunas de las cepas bacterianas se sometieron a identificacion de la
cepa bacteriana por el ensayo RAPD. Como resultado, los resultados de identificacion de YIT 12272 para ambos
métodos anteriores coincidian perfectamente. Hasta ahora, para determinar una colonia formada en un medio

19



10

15

20

25

30

ES 2526414 T3

selectivo como de YIT 12272, eran necesarios ensayos complejos y largos de RAPD y ELISA (Ensayo de
inmunoabsorcidn ligado a enzimas) utilizando anticuerpos monoclonales especificos para YIT 12272. Sin embargo,
se ha demostrado que el uso del cebador especifico para YIT 12272 facilita la determinacion rapida y simple de YIT
12272.

[Tabla 11]
Composicion del medio selectivo de YIT 12272 (T-CBPC)

Componente Composicion (/L)

Medio agar propionato TOS (Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd.) 62,59
Solucién de antibioticos * 50 ml

* Afiadida tras esterilizacion en autoclave a 115°C durante 15 min.
Que contiene lo siguiente por cada 50 ml

0,001 g de sal disddica de Carbenicilina y

5000000U de sal de sulfato de Estreptomicina

(3-2) Cuantificacion de YIT 12272 vivos en heces

Con el fin de detectar YIT 12272 vivos en heces recolectadas de los sujetos antes y después de haber ingerido el
producto de leche fermentada que contiene YIT 12272 del Ejemplo 6, los aglomerados de heces disueltos se
suspendieron en 0,5 ml de PBS, y se le afadieron 1,4 ul de una solucion de PMA 20 mM (concentracion final de 50
pM). La mezcla resultante se removié con cuidado y se almacend en oscuridad durante cinco minutos.
Posteriormente, se irradidé la mezcla con luz intensa durante dos minutos utilizando lamparas halégenas y se
centrifugd, y se retird el sobrenadante. Se extrajo el ADN de las heces tratadas con PMA y se cuantificaron los YIT
12272 vivos en las heces por PCR cuantitativa de combinacion utilizando el cebador especifico de YIT 12272
También se cuantificd simultaneamente el recuento de bacterias totales de YIT 12272 incluyendo las células
muertas en las heces sin tratamiento PMA. Los resultados obtenidos de esta manera se muestran en la Tabla 12
junto con las UFC de YIT 12272 obtenidas utilizando el medio selectivo agar T-CBPC. No se detectaron YIT 12272
en las heces recolectadas de los sujetos antes de ingerir el producto de leche fermentada que contiene YIT 12272
tanto por el método de cultivo como por la PCR cuantitativa utilizando el cebador especifico para YIT 12272. Por el
contrario, el nimero total (viables y muertas) de B. breve YIT 12272 que se detectd por gPCR sin tratamiento con
PMA era de 108’”0’8, el de B. breve YIT 12272 detectado por gPCR con tratamiento con PMA era de 107’5i1’0, y se
detectaron 10°%"® UFC de YIT 12272 utilizando medio selectivo especifico de YIT 12272, por gramo de heces
recolectadas de los sujetos que habian completado la ingestion. Ademas, debido a que el valor cuantitativo de las
células bacterianas muertas tratadas con PMA obtenido por PCR era suficientemente pequefio, el recuento de
bacterias viables de YIT 12272 calculado por la Féormula 3 era igual al recuento de bacterias obtenido por la PCR
cuantitativa tras el tratamiento con PMA (Tabla 12). En consecuencia, se confirmd que el uso del tratamiento con
PMA y la PCR cuantitativa posibilitaban la determinacion del recuento de bacterias viables de YIT 12272.

[Tabla 12]
Recuento bacteriano de YIT 12272 en heces recolectadas de los sujetos antes y después de la ingestion del
producto de leche fermentada que contiene YIT 12272

Muestra Log1o de células o UFC/g de heces
Antes de la ingestion Tras la ingestion
PCR Cuantitativa PCR Cuantitativa UFC
Sin tratamiento PMA Sin tratamiento PMA

Tratamiento PMA
(Células vivas)

Tratamiento PMA

. Vas + : ’
(células vivas (Células vivas)

células muertas)

UFC (células vivas +
células muertas)

a <5,0% <50 <2,0% 8,5 8,4 7.9
b <50 <50 <20 6,7 <50 3,3
c <50 <50 <20 8,5 8,3 7.4
d <50 <50 <20 8,8 8,4 7.9
e <50 <50 <20 6,4 5,3 48
f <50 <50 <20 8,4 7.9 7.6
g <50 <50 <20 8,4 7.7 6,9
h <50 <50 <20 9,1 8,8 8,3
| <50 <50 <20 8,2 7.1 6,8
j <50 <50 <20 8,2 8,0 7,2
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Recuento bacteriano de YIT 12272 en heces recolectadas de los sujetos antes y después de la ingestion del
producto de leche fermentada que contiene YIT 12272

Muestra Log1o de células o UFC/g de heces
Antes de la ingestion Tras la ingestion
PCR Cuantitativa PCR Cuantitativa UFC
Sin tratamiento PMA Sin tratamiento PMA

Tratamiento PMA
(Células vivas)

Tratamiento PMA

(Células vivas) UFC (células vivas +

células muertas)

(células vivas +
células muertas)

k <5,0 <5,0 <20 8,5 8,1 7.5
Media © <5,0 <5,0 <20 8,1 7,5 6,9
D.E.? - - - 0,8 1,0 1

a) El limite de deteccion de YIT 12272 por PCR cuantitativa es de 10° células/gramo de heces y por el método de
cultivo es de10® UFC.

b) Si cualquier muestra estaba presente por debajo del limite de deteccion, se calcul6 el valor medio y le D. E. de la
muestra basandose en el recuento bacteriano del limite de deteccion.

Hasta ahora, se llevaba a cabo un método para detectar y cuantificar YIT 12272 en las heces permitiendo a las
bacterias formar una colonia en un medio selectivo, y un ensayo para confirmar una colonia como YIT 12272
necesitaba un trabajo y tiempo considerable. También, considerando que el medio selectivo contiene una alta
concentracion de antibidticos, se sefiala una posibilidad de que las bacterias dafiadas no se sometan a divisién, por
lo que se infravaloran los YIT 12272 vivos. La PCR cuantitativa utilizando el cebador especifico para YIT 12272 de la
presente invencion posibilita la cuantificacion de todos los YIT 12272 en las heces independientemente de que estén
vivas o muertas. Ademas, solo los YIT 12272 de las heces se podrian cuantificar rapida y simplemente
combinandolos con PMA, que es un colorante permeable a la membrana.

(Ejemplo 13) Ensayo de recuperacion de bacterias ingeridas

Se dividieron aleatoriamente en dos grupos diecinueve adultos sanos entre los 20 y los 50 afios de edad, y después
de siete dias de observacion (periodo de observacion), los sujetos ingirieron un envase (100 ml) de o bien el
producto de leche fermentada preparada utilizando la cepa YIT 12272 (bebida de ensayo) o un producto de leche
fermentada preparada utilizando la cepa YIT 10001 en vez la YIT 12272 (bebida de control), los dos producidos de
acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 6, diariamente durante siete dias (periodo de ingestion 1). Después de
10 dias de interrupcion (periodo de interrupcion), los sujetos que habian ingerido o la bebida de ensayo o la bebida
control se entrecruzaron, y se continud la ingestion durante siete dias mas (periodo de ingestion 2). Se recolectaron
las heces el dia siguiente al dia final del periodo de observacion, cada periodo de ingestion, y periodo de
interrupcion. Se tiene que sefialar que los sujetos tenian prohibida la ingestion de cualquier producto de leche
fermentada o productos probidticos distintos de la bebida de ensayo o la bebida de control durante el periodo del
ensayo. También, los recuentos bacterianos del Bifidobacterium en la bebida de ensayo y la bebida de control eran
de 6,8a8,9x 10® UFC/ml y29a4,2x 108 UFC/ml, respectivamente.

De acuerdo con el ejemplo 12, utilizando el medio selectivo de agar T-CBPC, se obtuvieron las UFC de las bacterias
ingeridas en las heces (cepa YIT 12272 o cepa YIT 10001). Utilizando el método RAPD del cebador especifico para
la cepa YIT 12272 se muestra en la Tabla 8, se llevo a cabo un ensayo cualitativo de capa bacteriana.

Aunque las bacterias ingeridas no se detectaron en las heces recolectadas de cualquiera de los sujetos antes de la
ingestion del producto de leche fermentada, los recuentos de las bacterias ingeridas en el grupo de ingestion de
bebida de ensayo tras la ingestion era de 7,3+0,8 Log UFC/g y 5,9+1,1 Log UFC/g, respectivamente, mostrando que
el recuento bacteriano era significativamente mayor en el grupo de ingestion de la bebida de ensayo que en el grupo
de ingestion de la bebida de control (Tabla 13). Se tiene que sefalar que no se observd ningun efecto secundario
adverso asociado a la ingestion ni de la bebida de ensayo ni de la bebida de control durante el periodo de estudio.

[Tabla 13]
Recuento bacteriano de bacterias ingeridas en las heces
Antes de la Después de la
ingestion ingestion
Grupo de ingestion de la bebida de ensayo (n=19)
Recuento bacteriano de las bacterias ingeridas detectadas ND 7,3J_r0,8""®"’L
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Recuento bacteriano de bacterias ingeridas en las heces

Antes de la Después de la
ingestion ingestion
(Log CFU/qg)
Grupo de ingestion de la bebida de control (n=19)
Recuento bacteriano de las bacterias ingeridas detectadas ND 59411
(Log CFU/qg)

##: p<0,01 Comparado con el grupo de ingestion de la bebida de control (ensayo t independiente de
los dos grupos)
ND: Por debajo del limite de deteccion (102 UFC)

Se ha revelado que, por la ingestién del presente producto de leche fermentada, tanto la de la cepa YIT 12272 como
la de la cepa YIT 10001, se recolectaban vivas en las heces; sin embargo, el recuento bacteriano de la cepa YIT
12272 era significativamente mayor que el de YIT 10001. Se considera que este resultado refleja que la cepa YIT
12272 tiene una viabilidad favorable en un producto, y al mismo tiempo el aumento de su resistencia contra el jugo
gastrico artificial y la bilis artificial/fluido intestinal.

(Ejemplo 14) Ensayo de la accion sobre la regulacion del intestino 1

Se llevd a cabo un ensayo abierto en el que 57 sujetos de 63 afios de edad o mas que padecian estrefiimiento o
predisposicion a estrefiimiento (tres a cinco veces de evacuacion intestinal/semana, contenido en agua de las heces
de menos del 70%, 27 hombres y 30 mujeres, media de edad 68,7+5,4) ingirieron, tras dos semanas de periodo de
observacion, un envase (100 ml) del producto de leche fermentada descrito en el Ejemplo 8 diariamente durante
cuatro semanas. En la semana final del periodo de observacion y el periodo de ingestion, se examinaron las
condiciones del movimiento intestinal y las propiedades de las heces (escala Bristol Stool). Se tiene que sefialar que
a los sujetos se les prohibié ingerir cualquier producto de leche fermentada o productos probidticos distintos del
presente producto de leche fermentada durante el periodo de ensayo. También, el recuento bacteriano del
Bifidobacterium en el presente producto de leche fermentada era de 1 x 10® UFC/ml 0 mas.

En comparacién con antes de la ingestion, el nimero de movimientos del intestino grueso, el numero de dias que
tenian evacuacion intestinal, y la cantidad de heces estaban significativamente mejorados tras la ingestion. También
se habia mejorado significativamente la puntuacion de la escala Bristol Stool, y se normalizé la dureza de las heces
(Tabla 14). Se tiene que sefialar que no se observaron efectos secundarios adversos asociados con la ingestion del
presente producto de leche fermentada durante el periodo de ensayo. A partir de los resultados anteriores, se
confirmo que el presente producto de leche fermentada tenia una accion en la regulacion intestinal.

[Tabla 14]
Condiciones de la defecacion y propiedades de las heces durante el periodo de observacion y el periodo de
ingestion

Periodo de Observacion Periodo de Ingestion
Numero de defecaciones (nimero de veces a la 5.041,7 6.2+1,0
semana)
;\lumero de dias que se defeca (numero de dias 43412 5,241 2%
semana)
Cantidad de heces (unidades/semana) " 21,749,7 27,4+11,8**
Puntuacion de las propiedades fecales ? 3,6+0,9 3,8+0,7"

- una forma cilindrica de un didmetro de 2 cm x una altura de 5 cm se fijé como una unidad.
2. Basada en la Escala Bristol Stool, las heces se evaluaron en una escala del uno al siete: (1) bultos separados,
(2) duras, (3) grietas en la superficie, (4) superficie lisa, (5) semi-solidas, (6) blandas, y (7) liquidas.
: p<0,01 Comparado con el periodo de observacion (ensayo t relativo a los dos grupos)
i p<0,05 Comparado con el periodo de observacion (ensayo de suma de rangos con signo de Wilcoxon)

(Ejemplo 15) Ensayo de la accidn sobre la regulacion intestinal 2

Se llevd a cabo un ensayo de comparacion de grupos paralelos doble ciego controlado por placebo, en el que 75
mujeres estudiantes predispuestas a estrefiimiento (con edades entre 18 y 23 afos, cinco o menos
defecaciones/semana) ingerian, tras cuatro semanas de periodo de observacion, un envase (100 ml) de o bien el
producto de leche fermentada descrito en el Ejemplo 6 (el grupo de ensayo) o una bebida placebo (leche sin
fermentar sin bacterias, galactooligosacaridos, y polidextrosa, el grupo de placebo) diariamente durante cuatro
semanas. En la semana final del periodo de observacion y el periodo de ingestion, se examinaron la condicién de las
defecaciones y las propiedades de las heces (Escala Bristol Stool). Se tiene que sefialar que a los sujetos se les
prohibio ingerir cualquier producto de leche fermentada o productos probidticos distintos de la presente bebida de
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leche fermentada o placebo durante el periodo de estudio. También, el recuento bacteriano del Bifidobacterium en el
presente producto de leche fermentada era de 1 x 10® UFC/ml 0 més.

Se analizaron cuarenta y cuatro sujeto cuyo contenido en agua de las heces era menor del 70% (Tabla 15). Como
resultado, se encontré que el grupo de ensayo mostraba una tendencia de mas defecaciones en el periodo de
ingestion en comparacion con el grupo de placebo (p = 0,081). Aunque no se observé ningun cambio en el numero
de dias de defecacion entre el periodo de ingestion y le periodo de observacion en el grupo de placebo, aumentaba
significativamente en el grupo de ensayo en el periodo de ingestién en comparacion con el periodo de observacion, y
era significativamente mayor en el grupo de ensayo en comparacion con el grupo placebo en el periodo de ingestion.
Aunque la puntuacidon de las propiedades no cambi6 en el grupo de placebo en el periodo de ingestion en
comparacion con el periodo de observacion, la puntuacién aumentaba significativamente en el grupo de ensayo,
indicando una mejoria en las propiedades fecales. También, en el periodo de ingestion, el grupo de ensayo
mostraba una tendencia a tener una puntuacién mas alta para las propiedades fecales (P = 0,070) en comparacion
con el grupo placebo. Se tiene que sefialar que no se observaron efectos secundarios adversos con la ingestion del
presente producto de leche fermentada o la bebida de placebo durante el periodo de estudio. A partir de los
resultados anteriores, se confirmé que el presente producto de leche fermentada tenia una accion reguladora
intestinal.

[Tabla 15]
Condicion de la defecacion y propiedades de las heces durante el periodo de observacion y el periodo de
ingestion
Periodo de Observacion Periodo de Ingestion

Numero de defecaciones (nimero de veces/semana)
Grupo Placebo (n=20) 4,1+1,2 4,2+1,8
Grupo de ensayo (n=24) 4,7+1,7 5,542,9%

Numero de dias de las defecaciones (nimero de
dias/semana)

Grupo Placebo (n=20) 3,8+1,2 3,6+1,4

Grupo de ensayo (n=24) 3,8+1,0 4,64_r‘l,6“"aL

Puntuacién de las propiedades fecales "

Grupo Placebo (n=20) 3,0+1,2 3,1+0,9
Grupo de ensayo (n=24) 3,2+0,9 3,6i0,7*b)

- Basandose en la Escala Bristol Stool, las heces se evaluaron en una escala del uno al siete: (1) bultos
separados, (2) duras, (3) grietas en la superficie, (4) superficie lisa, (5) semi-solidas, (6) blandas, y (7) liquidas.

: p<0,05 Comparado con el periodo de observacion (ensayo t relativo a los dos grupos o ensayo de suma de
rangos con signos de Wilcoxon)

#. p<0,05 Comparado con el grupo placebo (ensayo t relativo a los dos grupos)

2 - p=0,081 Comparado con el grupo placebo (ensayo t relativo a los dos grupos)

o) p=0,070 Comparado con el grupo placebo (ensayo de suma de rangos con signo de Wilcoxon)

(Ejemplo 16) Ensayo de la accién inhibidora sobre la produccion de un producto de putrefaccion

Se llevd a cabo un ensayo de comparacion de grupos paralelos doble ciego controlado por placebo, en el que 39
sujetos femeninos sanos con edades de entre veinte a setenta afios se dividieron en dos grupos de forma que
ambos grupos se igualaron en términos de edad, altura, peso corporal, y BMI, y tras cuatro semanas de periodo de
observacion, ingirieron un envase (100 ml) de o bien el producto de leche fermentada del Ejemplo 6 (grupo de
ensayo) o una bebida placebo (leche sin fermentar sin bacterias, galactooligosacaridos, y polidextrosa, un grupo
placebo) diariamente durante cuatro semanas. En la semana final del periodo de observacion y el periodo de
ingestion, se recolectd sangre de los brazos de los sujetos. Se tiene que sefalar que se prohibié a los sujetos la
ingestion de cualquier producto de leche fermentada o productos probioticos distintos de la presente leche
fermentada o la bebida placebo durante el periodo de ensayo. También, el recuento bacteriano de los
Bifidobacterium en la presente leche fermentada era de 1 x 10® UFC/ml 0 mas.

Se preparé el suero a partir de la sangre recolectada de esta manera de acuerdo con el método ordinario, y se
almacen6 congelado a -80 °C. Luego, se agitd y se mezclé con 25 pl del suero, 475 pl de agua mili-Q, 200 pl de
acido clorhidrico, y 10 ul de una solucidon de referencia interna (obtenida diluyendo 4-clorofenol (Tokyo Chemical
Industry Co., Ltd.) 300 veces con acetato de etilo (Sigma)), y la mezcla resultante se calentdé a 100 °C durante 60
minutos en un tubo de ensayo sellado. Después del enfriamiento, se afiadieron 2 ml de dietil éter a la mezcla
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resultante: removiendo a continuacion, y se recogié 1 ml de la capa de dietil éter y se mezclé con 1 ml de metanol
que contenia hidroxido soédico 0,05 N. La mezcla se sec6 para solidificarlo con un evaporador centrifugo y luego se
disolvio en 200 pl de acetato de etilo. La mezcla resultante se filtro a través de un filtro de 0,45 um (Ultrafree-MC,
Millipore Corporation), preparando de esta manera una muestra para HPLC. También, se mezclaron 25 ul de una
solucion obtenida diluyendo para-cresol (Nacalai tesque, Inc.= de 0 a 0,01% con acetato de etilo, 675 ul de acetato
de etilo, y 10 pl de la solucion de referencia interna y se proporcioné como solucién de referencia. Se llevd a cabo un
analisis HPLC de para-cresol bajo las siguientes condiciones.

Sistema HPLC: Alliance 2695 (Waters Corporation) Detector: detector de fluorescencia Ex 260 nm, Ev 305 nm
(utilizando un detector en combinacion de 270 nm UV)

Columna: Columna-L 4,6 x 150 mm, un diametro de particula de 5 pm (Instituto de Evaluacion Clinica e
Investigacion) Temperatura de la columna: 40 °C

Eluyente: %A; 0,1% de acido fosforico, %B; acetonitrilo, %A/%B = 80/20 (isocratico)

Tasa de flujo: 1,0 ml/min

Volumen de inyeccién: 10 pl

Temperatura de la camara de muestras: 10 °C

Tiempo de medicién: 30 minutos

Aunque la concentracion en la sangre de para-cresol tras la ingestion no cambiaba en comparacién con antes de la
ingestion en el grupo placebo, la concentracion desciende significativamente en el grupo de ensayo. También era
significativamente mas bajo en el grupo de ensayo en comparacion con la del grupo placebo (Tabla 16). Se tiene
que sefalar que no se observaron efectos secundarios adversos ni con la ingestiéon del presente producto de leche
fermentada ni con la bebida placebo durante el periodo de ensayo.

[Tabla 16]
Concentracion de para-cresol en la sangre antes y después de la
ingestion
Antes de la ingestion Después de la
(uM) ingestion (uM)
Grupo placebo (n=19) 61,9+ 16,7 67,0+ 11.1
Grupo de ensayo 74,0 +13,0 343+75"
(n=20)
: p<0,05 Comparado con antes de la ingestion (ensayo t relativo a los
dos grupos)
#. p<0,05 Comparado con el grupo placebo (ensayo t relativo a los dos
grupos)

Los resultados anteriores revelaron que la ingestion de la presente leche fermentada disminuia la concentracion en
sangre de un producto de putrefaccion intestinal (para-cresol), que era una sustancia biolégicamente toxica
producida por las bacterias intestinales. Esto se consideraba el resultado de la inhibicién de la produccién de para-
cresol en el intestino debido a una accidon de mejoria ambiental. Es decir, la presente leche fermentada se considerd
que tiene una accién de mejoria ambiental.

[Aplicabilidad Industrial]

El método para producir bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium de la presente invencion posibilita la
adquisicion de las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium que tienen una viabilidad excelente incluso
bajo condiciones con diferentes factores ambientales. Esta cepa bacteriana se puede aplicar a varios alimentos y
bebidas, y debido a su alta viabilidad y bebidas, las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium pueden
mostrar eficazmente sus funciones fisiolégicas. También, se puede producir una cepa bacteriana que sea utilizable
en varios alimentos y bebidas mejorando las bacterias que pertenecen al género Bifidobacterium que tienen un
efecto fisioldgico especifico tal como una accion anti-Helicobacter pylori por el método de produccién de la presente
invencion; por lo tanto, la presente invencién tiene una extremadamente alta aplicabilidad industrial.

LISTA DE SECUENCIAS
<110> KABUSHIKI KAISHA YAKULT HONSHA
<120> Método para construir una bacteria nueva que pertenece al género Bifidobacterium
<130> YKO0062

<150> JP 2010-039212
<151> 24-02-2010
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria que pertenece al género Bifidobacterium, en donde la bacteria es Bifidobacterium breve YIT 12272
que tiene el numero de registro FERM BP-11320.

2. Un alimento o bebida que comprende la bacteria que pertenece al género Bifidobacterium de acuerdo con la
reivindicacion 1.

3. El alimento o bebida de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el alimento o bebida es un alimento o bebida
fermentados tal como un alimento o bebida de leche fermentada.

4. El alimento o bebida de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, que ademas comprende un edulcorante.

5. El uso de un fragmento de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos representada por la SEC ID N° 1 o
SEC ID N° 2 o una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia para detectar o cuantificar el
Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene el nimero de registro FERM BP-11320.

6. El uso de un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos representada por la SEC ID N° 1 o SEC ID N°
2 0 una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia para detectar o cuantificar el Bifidobacterium breve
YIT 12272 que tiene el nimero de registro FERM BP-11320.

7. El uso de un grupo de cebadores que comprende la combinacion de dos secuencias de nucledtidos
representadas por las SEC ID N°° 1 y 2 o una combinacion de dos secuencias de nucleétidos complementarias a las
secuencias para detectar o cuantificar el Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene el numero de registro FERM BP-
11320.

8. Un método para detectar el Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene el nimero de registro FERM BP-11320,
que comprende la deteccién por el uso del cebador como se define en la reivindicaciéon 6 o 7.

9. Un método para cuantificar un recuento bacteriano del Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene el nimero de
registro FERM BP-11320, que comprende la cuantificacion por el uso del cebador como se define en la
reivindicacion 6 0 7.

10. Un método para cuantificar un recuento de bacterias viables de Bifidobacterium breve YIT 12272 que tiene el

numero de registro FERM BP-11320, que comprende la realizacion de una reaccion PCR por el uso de una muestra
tratada con un colorante permeable a la membrana y el cebador como se define en la reivindicacion 6 o 7.
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