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Método de obtencion de una nueva cepa de Bifidobacterium bifidum con actividad frente a la infeccién por
Helicobacter pylori

DESCRIPCION
Sector de la técnica

La presente invencién se refiere a un procedimiento de obtencién de una nueva cepa de la especie Bifidobacterium
bifidum que es capaz de inhibir el crecimiento de Helicobacter pylori (H. pylori) por un mecanismo molecular
presente en esta cepa y ausente en otras cepas del mismo género. La utilizacion de este microorganismo puede
aplicarse en los sectores agroalimentario y farmacéutico.

Estado de la técnica

La primera descripcion de la bacteria patégena Helicobacter pylori la dio Giulio Bizzozero' en 1892 al detectar la
presencia de los llamados gérmenes espirales en la mucosa géstrica de perros. Hubo que esperar casi noventa
afios para que Robin Warren y Barry Marshall*? lograran en 1983 cultivar por primera vez esta bacteria patégena y
relacionaran su presencia con la gastritis y la Ulcera péptica, aunque no se ha detectado su presencia en los jugos
pancreaticos de pacientes afectados por pancreatitis crénica (Gasbarrini et al., 2000)*. Dicho descubrimiento fue
recibido con escepticismo por la clase médica, pero dos décadas después, Warren y Marshall demostraron de forma
concluyente esta relacion obteniendo el premio Nobel de medicina en 2005 por sus trabajos (Gisbert et al., 2004)°.
Desde entonces H. pylori se ha convertido en uno de los microorganismos cuyo nombre es reconocido por gran
parte de la poblacién. La razén para esta fama se debe a la gran prevalencia de la infeccion por dicho patégeno. Se
considera que el 50 % de la poblacion mundial es portadora de H. pylori. En paises desarrollados esta cifra se sitla
entre el 15y el 40 % de la poblacion pero en paises en desarrollo aumenta hasta el 80 %, al llegar a implicar al 80 %
de los nifios menores de diez afios (Taylor y Blazer, 1991)°.

Desde el punto de vista clinico, H. pylori es importante por tres motivos (Gisbert et al., 2004)°. Su infeccion es la
causa mas frecuente de Ulcera péptica, de forma que se estima que el 20 % de los individuos infectados con este
patégeno desarrollan una Ulcera en algin momento de su vida (Peterson, 19917; Solnick y Tompkins, 19928).
Ademas, en 1994, la Organizacion Mundial de la Salud y la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer
establecieron que existia una evidencia epidemiolégica e histologica suficiente para concluir que H. pylori es el
principal factor de riesgo para la aparicion de cancer gastrico (Eurogast Study Group, 1993%; Chong et al., 199410).
Estudios posteriores han reafirmado esta aseveracion hasta el extremo que se sugiere que el incremento de riesgo
de cancer gastrico que implica la infeccion por H. pylori es equiparable al que conlleva el consumo de tabaco en la
neoplasia de pulmén. Finalmente, se considera que H. pylori es responsable de un tipo poco frecuente de linfoma, el
denominado linfoma tipo MALT gastrico, al provocar la inflamaciéon cronica del tejido linfoide que da lugar al
desarrollo de la enfermedad (Vilella et al., 2003)11. Por todo ello son muchos los autores que recomiendan eliminar la
infeccion por H. pylori siempre que se detecte (Fox y Wang, 2001)12.

En la actualidad no existe tratamiento frente a la infeccion por H. pylori que asegure una tasa de curacion completa
(Gasbarrini et al., 2000)4. Por ello se habla de “estrategia terapéutica” para combatir el patégeno. La mas usada es la
llamada triple terapia que consiste en dar un tratamiento entre 7 y 10 dias con amoxicilina, claritromicina e
inhibidores de la bomba de protones que tiene una eficacia en el entorno del 70-80 % (Lind et al., 1996"; The
Helicobacter pylori Study Group, 1997*). Las causas principales de fracaso en el tratamiento son la falta de interés
del paciente (hay que tomar muchas pastillas por dia y hay efectos secundarios desagradables), la prescripcion
inapropiada y la presencia de cepas de H. pylori resistentes a los antibidticos utilizados (Deltenre et al., 1998)15.
Cuando fracasa se hace preciso acudir a un tratamiento denominado “pauta cuadruple” que combina un inhibidor de
la bomba de protones, metronidazol, subcitrato de bismuto y tetraciclina durante 7 a 14 dias (Graham et al., 1991)".
AuUn asi continla habiendo fracasos, por lo que seria deseable la existencia de nuevas terapias o, sobre todo, de
mecanismos preventivos de la infeccién por H. pylori.

En 1989, Bhatia y colaboradores demostraron en experimentos con cocultivos que un aislado comercial de
Lactobacillus acidophilus era capaz de competir e inhibir el crecimiento in vitro de H. pylori (Bhatia et al., 1989)".
Posteriormente se han podido comprobar inhibiciones similares, si bien utilizando sobrenadantes de cultivo libres de
células de una cepa concreta que se afiadian a un cultivo de H. p}/lori. Esta aproximacion ha sido exitosa con
Lactobacillus acidophilus (Mrda et al. 1998'%, Gasbarrini et al. 2004™), en concreto con las cepas denominadas
CRL639 (Lorca et al., 2001)20, LB (Coconnier et al., 1998)21, Lal (Michetti et al., 1999)22 y Shirota (Sgouras et al.,
2004)23, y también con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Mrda et al. 1998218 y con mezclas de las cepas L.
acidophilus R0052 y Lactobacillus rhamnosus R0011 (Johnson-Henry et al., 2004) *. En todos los casos existe una
especificidad de cepa muy considerable (Hamilton-Miller, 2003)25. También se ha detectado actividad inhibidora del
crecimiento de H. pylori con sobrenadantes libres de células de Bacillus subtilis (Pinchuk et al., 2001)26 y Weissella
confusa (Nam et al., 2002)27, y con el de varias bacterias propias de la cavidad oral como Fuseobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Prevotella oris, Streptococcus
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mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarus y Streptococcus sobrinus (Ishihara et al.,
1997)28. Este ultimo resultado podria explicar la falta de eficacia de H. pylori en la colonizacion de la cavidad oral.
Parecen existir varios motivos por los que bien estas bacterias, bien un metabolito secretado por las mismas al
medio de cultivo, inhiben el crecimiento de H. pylori. Dado que muchas de las cepas seleccionadas son bacterias del
acido lactico se ha sugerido el posible efecto bactericida del acido lactico o de algun otro acido organico sobre H.
pylori (Bathia et al., 1989"7; Aiba et al., 1998%°; Hamilton-Miller, 2003%°). Sin embargo, en la mayoria de los casos se
ha especificada que el efecto litico se debe a un metabolito secretado al medio de cultivo distinto del acido lactico,
sugiriéndose en ocasiones la existencia de antibiéticos (Pinchuk et al., 2001)26, autolisinas (Lorca et al., 2001)20 o]
bacteriocinas (Nam et al., 2002)*’.

En experimentacion con cultivos celulares in vitro, se ha podido comprobar la competencia por la unién a células de
epitelio gastrico murino o células de carcinoma gastrico humano entre H. pylori y L. acidophilus, L. brevis o L.
salivarus cepa WB1004 (Kabir et al., 1997)30. Como consecuencia, mediante el empleo de estas cepas de bacterias
del acido lactico se reduce la secrecion de interleuquina-8 (Kabir et al., 1997)30. Se ha demostrado un efecto similar
de reduccion en la produccién de interleuquina-8 usando la cepa Lactobacillus gasseri OLL2716 (Ushiyama et al.,
2003)31. Incluso se ha sugerido que la competencia por receptores glicolipidicos entre H. pylori y Lactobacillus reuteri
podria segzuna estrategia a partir de la cual usar esta Ultima bacteria como probidtico eficaz contra H. pylori (Mukai et
al., 2002)*.

Todos estos resultados in vitro han sido refrendados con experimentacién preclinica in vivo con modelos animales,
sobre todo usando ratones libres de gérmenes (GF por las siglas en inglés de “germ-free”) o ratones libres de
patégeno especifico (SPF por las siglas en inglés de “specific pathogen free”). Kabir y colaboradores demostraron en
1997 que al alimentar ratones GM con la cepa L. salivarus WB1004 estos quedaban protegidos frente a una
infeccién posterior por H. pylori (Kabir et al., 1997)%. Al hacer el experimento contrario, es decir, producir primero la
infeccion por H. pylori y posteriormente alimentar los ratones con la cepa L. salivarus WB1004, los conteos del
patégeno bajaban hasta el 1 % en comparacion con los animales no alimentados con la bacteria del acido lactico
(Kabir et al., 1997)*. Estos experimentos han sido repetidos en otros laboratorios (Aiba et al., 1998)*°. También se
dispone de resultados similares usando frente a H. pylori la cepa L. gasseri OLL2716 (Ushiyama et al., 2003)*! y
utilizando una mezcla de las cepas prebidticas L. acidophilus R0052 y Lactobacillus rhamnosus R0011 (Johnson-
Henry et al., 2004)24. Recientemente, Sgouras y colaboradores han demostrado la inhibicion de H. pylori por L. casei
cepa Shirota en experimentos similares pero utilizando ratones SPF (Sgouras et al., 2004)23. Hasta la fecha s6lo
existe un estudio de proteccion usando ratones convencionales que fue llevado a cabo con éxito utilizando la cepa L.
acidophilus LB, si bien los animales de experimentacion fueron infectados con Helicobacter felis en lugar de con H.
pylori (Coconnier et al., 1998)*".

En cuanto a la investigacion clinica con voluntarios humanos, conviene diferenciar los dos modelos experimentales
utilizados hasta la fecha. El primero de ellos consiste en combinar el tratamiento probidtico con la administracién de
antibioticos eficaces contra H. pylori (para una revisiéon consultar Hamilton-Miller, 2003)25. En el segundo la bacteria
con el posible efecto probidtico se ingiere de forma aislada, ya sea como liofilizado o en un derivado lacteo. Con
respecto al tratamiento combinado, hasta la fecha se han llevado a cabo siete ensayos, cuatro de ellos con sujetos
asintomaticos utilizando Lactobacillus GG o L. johnsonii cepa Lal (Armuzzi et al., 2001a*® y b*; Felley et al., 2001°°;
Cremonini et al., 2001>%) y el resto con pacientes dispépticos usando L. acidophilus (Canducci et al., 2000*"; De
Francesco et al., 2000%; Sheu et al., 200239). La dificultad de estos ensayos es determinar hasta qué grado el efecto
detectado se debe al probidtico o al tratamiento farmacolégico. Aun asi, en seis de los siete ensayos se concluye un
efecto positivo de la adicion del probidtico (Canducci et al., 200037; Armuzzi et al., 2001a* y b34; Felley et al., 200135;
Cremonini et al., 200236; Sheu et al., 200239). En el caso de usar solo el probidtico se han llevado a cabo ocho
ensayos clinicos. En un ensayo se ingirieron sobrenadantes de cultivo de L. johnsonii (Michetti et al., 199922). En el
resto, se formularon distintos derivados lacteos que contenian la cepa objeto de estudio (Mrda et al., 1993*’; Scholz-
Ahrens & Schrezenmeir, 2000*"; Nakaji et al., 2001**; Wendakoon et al., 2002*%). S¢lo tres de estos ensayos fueron
aleatorios y con un control con placebo lo que dificulta el analisis de los resultados. Tan sélo en uno de los ocho
ensayos clinicos no se detecté efecto positivo (Wendakoon et al., 200243). En el resto, en mayor o menor medida, se
obtuvieron mejoras significativas en el estado general de los individuos.

En el campo de la invencion existen diversos documentos que utilizan antibiéticos para erradicar H. pylori en el caso
de trastornos intestinales como por ejemplo la patente EP 0787494 Al en el que se describe el uso de derivados de
rifamicina para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades causadas por infecciones de
H. pylori. lgualmente, en el documento EP 0866793 Al se describen compuestos antibacterianos de nitroimidazol y
su uso contra H. pylori y Mycobacterium tuberculosis.

El documento EP 1092040 Al se refiere a un procedimiento para seleccionar moléculas capaces de inhibir in vivo la
supervivencia de Helicobacter, en particular de H. pylori, mediante la inhibicién especifica de la actividad ureasa
codificada en el gen Urel y al uso de estas moléculas para tratar o prevenir la infeccién por H. pylori.

Algunos documentos utilizan probiéticos para erradicar el H. pylori en caso de trastornos gastrointestinales. El
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documento JP 2002322086 se refiere a un agente activo, concretamente la lactoferrina, que se utiliza como agente
profilactico o terapéutico contra la infeccién de H. pylori. Para ello, se incorpora a bebidas o comidas para tratar la
infeccion de H. pylori. Ademas de la lactoferrina, dicho agente profilactico o terapéutico contra la infeccion de H.
pylori comprende al menos un microorganismo perteneciente al género Bifidobacterium.

El documento de patente US 6329002 B1 se refiere a un alimento para inhibir la infeccién y tratar la gastritis y las
Ulceras gastricas y de duodeno, que sea efectivo contra H. pylori no solo in vitro sino también in vivo y que
comprenda una cantidad efectiva de un microorganismo seleccionado del grupo que consiste en cepas vivas de
Lactococcus sp. HY49, Lactobacillus casei HY 2782 y Bifidobacterium longum BY 8001. Las propiedades de dichas
bacterias se incrementan por la adicion de yema de huevo que contiene anticuerpos especificos contra H. pylori.
Igualmente, en el documento de patente JP 2001258549 se han seleccionado los probiéticos L. acidophilus HY2177
y L. casei 274 que tienen actividad contra H. pylori K551, obtenido de la Ulcera del estbmago de un paciente, para
hacer preparaciones contra H. pylori.

En el documento de patente KR 20020061040 se describen productos lacticos para la inhibicién del crecimiento de
H. pylori que contienen L. gasseri, L. acidophilus M y Bifidobacterium lactis Bb-12, o sus productos de cultivo. Dichos
productos se utilizan para prevenir y tratar la gastritis y las Ulceras duodenales, entre otras, minimizando los efectos
secundarios de los antibidticos que se utilizan en el tratamiento contra H. pylori.

En el documento de patente WO 03/051132 Al la invencion se refiere a un método para preparar alimentos
fermentados que eliminan H. pylori y/o bacilos que envenenan los alimentos. Dicho método comprende los pasos de:
a) inocular fermentos lacticos en los alimentos, seleccionados dichos fermentos lacticos del grupo que consiste en el
género Lactobacillus, el género Bifidobacterium, preferiblemente la especie B.infantis, el género Streptococcus y sus
mezclas, siendo seleccionados dichos alimentos del grupo que consiste en granos, fruta, vegetales, y sus mezclas; y
b) incubando dichas mezclas inoculadas a 15-35 °C durante 12-48 horas.

El documento de patente WO 00/74712 A2 se refiere a una composicion dietética, nutritiva o farmacéutica que
comprende esfingomielinasa alcalina en una cantidad suficiente para ejercer un efecto dietético, nutricional o
terapéutico en un individuo que lo necesite, como por ejemplo para prevenir o tratar distintas condiciones patoldgicas
gue incluyen procesos cancerigenos, inflamacion del intestino, hipercolesterolemia e infecciones por H. pylori. La
esfingomielinasa puede ser de origen bacteriano, y las bacterias que la contienen se eligen entre Gram-positivas,
Gram-negativas y bacterias del acido lactico, o de mezclas de las mismas. Entre las bacterias del 4cido lactico se
mencionan 16 cepas del género Lactobacillus, 12 del género Bifidobacterium como la especie B. bifidum, y 3 del
género Streptococcus.

En el documento de patente WO 2007/01097 Al se describe una cepa de la especie Bifidobacterium bifidum que
posee las caracteristicas siguientes: (1) produce el efecto de matar Helicobacter pylori, y (2) muestra una
supervivencia de un 10 % o mas en el caso de estar almacenado en una bebida de leche fermentada o alimentos en
condiciones aerobicas a 10 °C durante 14 dias.

Sin embargo, todavia existe una necesidad urgente, tanto en los paises desarrollados como en los que estan en vias
de desarrollo, de productos y métodos efectivos tanto en la prevencion como en el tratamiento contra las infecciones
causadas por H. pylori, de forma aislada o bien asociada con la terapia de antibiéticos u otros agentes activos.

Buena parte de los trabajos mencionados en los parrafos anteriores describen la inhibicién in vitro del crecimiento de
H. pylori, pero no progresan en el estudio de los mecanismos moleculares subyacentes a dicho fendmeno y al uso
industrial de esta propiedad. En este documento se describe la obtencioén de una cepa de la especie Bifidobacterium
bifidum, aislada de heces de un nifio sano menor de un afio, alimentado con leche materna. Dicha cepa es capaz de
inhibir el crecimiento de distintos aislados clinicos de H. pylori. Sin descartar que dicha inhibiciéon sea debida en
parte a un fenédmeno de competencia natural, los resultados que se presentan en esta invencion demuestran de
forma concluyente que diversos metabolitos de naturaleza peptidica presentes en el medio de cultivo de la cepa B.
bifidum objeto de estudio son los responsables de dicha inhibicién. Otras cepas de diferentes especies del género
Bifidobacterium, e incluso otras cepas de la especie B. bifidum, no presentan este fenotipo de produccion de dicho
complejo peptidico. Dichos péptidos han sido identificados como productos de la degradacion enzimatica de la
caseina. Como consecuencia, resulta posible formular diversos alimentos y bebidas que contengan dicho
microorganismo y caseina, de forma que el microorganismo al crecer y secretar una proteasa libere el complejo
peptidico inhibidor de H. pylori, o bien afiadir directamente al alimento o bebida el complejo peptidico obtenido por
otos medios industriales.

Descripcion de la invencién

La presente invencion describe un procedimiento para la obtencidon de agentes con actividad anti-H. pylori, y por
tanto efectivos en el tratamiento de la Ulcera. Durante la presente invencion, los inventores han investigado el efecto
inhibidor de H. pylori por parte de diferentes bacterias aisladas de heces. Esta invencién se basa en la utilizacion de
la cepa de Bifidobacterium bifidum depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo como CECT 7366 el 28 de
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enero de 2008. El efecto inhibidor se ha observado con el sobrenadante de cultivo de la cepa CP5 crecida en
presencia de cisteina. La cepa de la invencién es activa frente a la infeccion por H. pylori tal y como se demuestra en
las pruebas de adhesion in vitro. Los inventores han encontrado que el sobrenadante de esta cepa, posee probada
actividad anti-H. pylori.

La cepa CP5 mantiene una viabilidad del 88 % al menos durante un periodo de 15 dias cuando se afiade a un
derivado lacteo mantenido a 5 °C.

Ademas, es un objeto de la presente invencién proporcionar composiciones dietéticas, nutricionales y/o
farmacéuticas que sean efectivas en la profilaxis de una infeccién por H. pylori. Son composiciones farmacéuticas
aquellas que son utiles Gnicamente por sus efectos terapéuticos o profilacticos, y que generalmente se componen
solo del principio activo (en este caso un liofilizado de la cepa CP5 de B. bifidum) con uno o mas vehiculos
apropiados que dependen de la forma galénica del medicamento. Son composiciones dietéticas aquellas que
comprenden ademas del agente activo materias nutritivas y otros suplementos nutricionales.

Objeto de lainvencion

La presente invencion describe un procedimiento para la obtencion de agentes con actividad anti-H. pylori, y por
tanto efectivos en el tratamiento de la Ulcera. Durante la presente invencion, se ha investigado el efecto inhibidor de
H. pylori por parte de diferentes bacterias aisladas de heces. Una de ellas es la cepa de B. bifidum, denominada
CP5, depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo de Microorganismos (CECT) con el nimero de acceso
CECT 7366. El efecto inhibidor se ha observado con el sobrenadante de cultivo de la cepa CP5 crecida en presencia
de cisteina, que posee probada actividad anti-H. pylori, asi como con la fraccién de fase inversa que contiene los
péptidos SEC ID N°: 1-6, obtenida a partir de dicha cepa bacteriana.

La presente invencion describe la caracterizacion detallada de la cepa CP5, objeto de la presente invencion, asi
como la obtencion de los péptidos activos del sobrenadante de la cepa después de su fermentacion, y su actividad
anti-H. pylori.

En la presente solicitud se describe la obtencion de una cepa de la especie B. bifidum, aislada de heces de un nifio
sano menor de un afio, alimentado con leche materna. Dicha cepa es capaz de inhibir el crecimiento de distintos
aislados clinicos de H. pylori y de varias cepas de referencia. Sin descartar que dicha inhibicion sea debida en parte
a un fendbmeno de competencia natural, los resultados que se presentan en esta invencion demuestran de forma
concluyente que diversos metabolitos de naturaleza peptidica presentes en el medio de cultivo de la cepa B. bifidum
objeto de estudio son los responsables de dicha inhibicién. Otras cepas de diferentes especies del género
Bifidobacterium, e incluso otras cepas de la especie B. bifidum, no presentan este fenotipo de produccion de dicho
complejo peptidico. Dichos péptidos han sido identificados como productos de la degradacién enzimatica de la
caseina. Como consecuencia, resulta posible formular diversos alimentos y bebidas que contengan dicho
microorganismo y caseina, de forma que el microorganismo al crecer y secretar una proteasa libere el complejo
peptidico inhibidor de H. pylori, o bien afiadir directamente al alimento o bebida el complejo peptidico obtenido por
otos medios industriales, es decir, su utilizacion como agente probidtico en alimentos.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una comparacion de los perfiles electroforéticos obtenidos de la amplificaciéon de la cepa
CP5 con los cebadores BIF (A) y RFL-2 (B) en comparacion con otras cepas de Bifidobacterium spp. y bacterias
del &cido lactico.

En la figura 1A, las distintas calles corresponden a:

1. B. longum CECT 7210; 2. B. gallicum CECT 5778; 3. B. angulatum CECT 5775; 4. B. dentium CECT 687; 5.
Lactobacillus rhamnosus BP2; 6. Marcador Peso Molecular 100 pb; 7. Enterococcus faecalis BP1; 8. B. longum
CECT 4503; 9. B. adolescentis 5781; 10. E. faecalis BP17; 11. B. infantis CECT 4552; 12. B. cuniculi DSM
20435; 13. Marcador Peso Molecular 100 pb; 14. B. breve CECT 4839; 15. B. bifidum CECT 7366.

En la figura 1B, las distintas calles corresponden a:

1. B. longum CECT 7210; 2. B. gallicum CECT 5778; 3. B. angulatum CECT 5775; 4. B. dentium CECT 687; 5. L.
rhamnosus BP2; 6. E. faecalis BP1; 7. Marcador Peso Molecular 100 pb; 8. B. longum CECT 4503; 9. B.
adolescentis 5781; 10. E. faecalis BP17; 11. B. breve CECT 4839; 12. B. bifidum CECT 7366; 13. Marcador Peso
Molecular 100 pb

La Figura 2 muestra el ensayo de la resistencia a sales biliares de las cepas seleccionadas con crecimiento a 37
°C durante 24 horas en anaerobiosis.

La figura 3 muestra el efecto de las distintas concentraciones de NaCl sobre el crecimiento de las cepas
seleccionadas con crecimiento a 37 °C durante 24 horas en condiciones de anaerobiosis.

La Figura 4 muestra la produccion en sobrenadante de cultivo de acido lactico (D/L) por la cepa CP-5.

Descripcion detallada de lainvencién
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La cepa de la invencion es activa frente a la infeccién por H. pylori tal y como se demuestra con el sobrenadante
resultante de la fermentacién de la cepa en las pruebas de adhesion in vitro. Se han aislado distintas fracciones
conteniendo al menos uno de los péptidos SEC ID N°: 1 a 6 que inhiben el crecimiento de H. pylori en al menos un
70 %, preferiblemente un 80 % y mas preferiblemente un 90 %. Concretamente se ha aislado una fraccion de dicho
sobrenadante que posee un valor de inhibicién de H. pylori del 94,77 % probablemente debido a la presencia de
todos los péptidos especificos que se han identificado como SEC ID N°: 1 a 6.

La utilizacion de la cepa CP5 se lleva a cabo en forma de células viables y no-viables. Las células viables se utilizan
introduciendo las bacterias vivas en una composicién sin fermentar. De esta forma la administracion de tales
composiciones permite que la actividad anti-Helicobacter pylori tenga lugar en el tracto gastrointestinal.

Las células viables y no-viables resultan de la exposicion de la cepa CP5 a fermentacién en un medio adecuado,
como por ejemplo un medio lacteo, para que se produzcan los polipéptidos denominados SEC ID N°: 1 a 6.

Igualmente forman parte de la invencion cultivos bacterianos obtenidos a partir de la cepa CP5 que comprenden
células viables y/o células no viables que contienen al menos uno de los péptidos SEC ID N°: 1 a 6.

También es un objeto de la presente invencion proporcionar composiciones dietéticas o nutricionales y/o
farmacéuticas que sean efectivas en la profilaxis de una infeccién por H. pylori. La cepa CP5 se puede utilizar en
forma de células viables y actia como probiético. De acuerdo con la definiciébn adoptada por la FAO, probiéticos son
“microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas proporcionan un beneficio a la salud
del hospedador” y generalmente se utilizan como tal algunas levaduras y bacterias, siendo las mas utilizadas las
bacterias del genero Lactobacillus.

Son composiciones dietéticas aquellas que comprenden ademas del agente activo otras materias y suplementos
nutricionales. El sobrenadante de la cepa CP5 tiene una viabilidad del 88 % al menos durante un periodo de 15 dias
cuando se afiade a un derivado lacteo mantenido a 5 °C. Dichas composiciones se pueden mezclar con otros
probidticos, por ejemplo en yogures.

Son composiciones farmacéuticas aquellas que son Gtiles Unicamente por sus efectos terapéuticos y/o profilacticos,
y que generalmente se componen solo del principio activo (en este caso un cultivo o un liofilizado de la cepa CP5 de
B. bifidum o péptidos obtenidos del sobrenadante de la fermentacion de dicha cepa con uno o mas adyuvantes y/o
vehiculos apropiados que dependen de la forma galénica del medicamento.

Dependiendo del tipo de composicion, nutritiva o farmacéutica, y de la forma fisica o galénica de la misma, el
experto en la materia sabe elegir los excipientes y vehiculos apropiados.

En dichas composiciones, la cepa CP5 esta presente en una cantidad de aproximadamente 10° a 10" ufc/g, siendo
“ufc” unidad formadora de colonias (en inglés “cfu”) que se define como “el nimero de células bacterianas que se
detectan por contaje microbioldgico en placas de agar por gramo de composicion”.

A continuacion se describe la caracterizacion de la cepa CP5, asi como los péptidos aislados del sobrenadante
después de la fermentacion de dicha cepa y su actividad anti-H. pylori.

Los péptidos de la invencion se pueden utilizar en las composiciones mencionadas con bacterias de la invencion.

A continuacién se describe la caracterizacion detallada de la cepa de la presente invencién, asi como la obtencion
del sobrenadante de la cepa después de su fermentacion y su actividad anti-H. pylori.

EJEMPLOS
1. Aislamiento de microorganismos.

Para el aislamiento de las cepas de Bifidobacterium, se disolvi6 1 g de heces en tampén PBS (solucion salina
tamponada con fosfato, pH 7,0) homogeneizando la muestra mediante maceracién durante 3 minutos en un
Stomacher (Bagmixer 400P, Interscience Worlwide, Francia). Se inocul6é una alicuota de 1 ml del homogeneizado en
agar Man Rogosa Sharpe (MRS) ajustado a pH 3,0 con HCI suplementado con 0,05 % (p/v) de cisteina (MRS-C;
Sigma, St. Louis, Mo.). Se incubé durante 17 horas a 37 °C en condiciones de anaerobiosis y diferentes diluciones
de este medio de preincubacion fueron sembradas en placas de medio MRS-C y medio selectivo de Bifidobacterium
(BSM, Fluka, Buchs, Suiza) y agar de medio de Bifidobacterium (BFM; Nebra, 1999") y se incubaron durante 36 a 72
horas a 37 °C en condiciones de anaerobiosis. La morfologia de colonia y el tipo de pared celular de las cepas
obtenidas se determiné por tincion de Gram. Se observo que un 70 % del total de cepas analizadas pertenecian al
género Bifidobacterium.
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2. Ensayos in vitro de actividad frente a H. pylori de las distintas bifidobacterias y sus sobrenadantes de cultivo.

Se analiz6 la actividad de los sobrenadantes de cultivo de seis bifidobacterias (CP1, CP2, CP3, CP4, CP5 y CP6)
frente a dos cepas de referencia de H. pylori (NCTC 11637 y NCTC 11638) y seis aislados de H. pylori de origen
clinico (A1, A2, A3, A4, A5y A6). En un primer ensayo se evalud la actividad antibacteriana por técnicas de difusion
en agar de los sobrenadantes de cultivo de las bifidobacterias seleccionadas frente a las cepas de referencia H.
pylori NCTC 11637 y NCTC 11638.

Se realizaron dos subcultivos de las bacterias del acido lactico con un indculo al 1 % (p/v) en 3 ml de medio MRS
(Pronadisa) suplementado con 0,05 % (p/v) de L-cisteina (Scharlau) e incubando en condiciones anaerébicas
durante 24 horas a 37 °C. Las bacterias del acido lactico asi cultivadas fueron nuevamente inoculadas en las
mismas condiciones en 50 ml de MRS-C y MRS-C suplementado con Tween 80 1 % (v/v), respectivamente, e
incubadas durante 17 horas tras lo cual se obtuvieron por centrifugacion los sobrenadantes de cultivo. Estos
sobrenadantes fueron neutralizados con NaOH 1 N a pH 6,5 y esterilizados por filtracion a través de filtros de
tamafio de poro 0,22 um (Sartorius). Posteriormente se concentraron diez veces por liofilizacion y se resuspendieron
en tampon fosfato sddico 50 mM a pH 6,5. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion.

Se realizaron ensayos en medio liquido de la capacidad antibacteriana de los sobrenadantes de las 6 cepas de
bifidobacterias anteriormente mencionadas frente a la cepa H. pylori NCTC 11637. Utilizando como base el medio de
infusion cardiaca cerebral suplementado con suero bovino fetal 5 % (v/v) (Invitrogen), se realiz6 en placas de
poliestireno de 96 pocillos, un indculo del 1 % (p/v) de la cepa indicadora a partir de una suspension bacteriana de
densidad 6ptica a 600 nm igual a 2,5 + 0,05 con el fin de estandarizar el nimero de microorganismos a 10* ufc/ml. A
dicho medio se le afiadieron 25 pL de los sobrenadantes (SBN) para un volumen final de ensayo de 200 pL por
pocillo. La mezcla fue incubada a 37 °C en condiciones de microaerofilia durante 3-4 dias tras los cuales se realiz6 la
medicién de su densidad Optica a 600 nm. El ensayo incluyé controles de medio de cultivo inoculado sin
sobrenadante y de medio de cultivo con sobrenadante sin inocular. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 1. Utilizando esta metodologia se observé un efecto inhibidor de la proliferaciéon por la adicion al medio de
todos los sobrenadantes ensayados.

Tabla 1. Inhibicion de la proliferacién de H. pylori NCTC 11637 por parte de los sobrenadantes de las bifidobacterias
CP1, CP2, CP3, CP4, CP5y CP6.
Sobrenadante  CP1 CpP2 CP3 CP4 CP5 CP6

% Inhibicion 73,46 70,25 67,69 77,14 81,94 72,57

Al mismo tiempo se realizaron ensayos de inhibicion mediante difusion en agar. Los sobrenadantes neutralizados
(SBN) se emplearon en la determinacion de la actividad antimicrobiana frente a las cepas H. pylori NCTC 11637 y
NCTC 11638. Para ello se inocularon 1,8 x 10% ufc/ml (McFarland = 6) de la cepa indicadora de H. pylori en 1 ml de
solucion salina y se extendid en la superficie de medio Trypticase Soy Agar suplementado con sangre de caballo 5
% (v/v) (Oxoid). Las muestras de sobrenadante neutralizado (50 pl) fueron depositadas en las distintas celdas (5 mm
de didmetro) que se practicaron en el agar. Las zonas de inhibicion se observaron tras 2-3 dias de incubacién a 37
°C en condiciones de microaerofilia (Campygen; Oxoid). En estas condiciones no se observd efecto de inhibicion
sobre los aislados de H. pylori. Para incrementar la inhibicién se modificaron las condiciones del medio de cultivo de
crecimiento de las bifidobacterias con el fin de mejorar la producciéon de los inhibidores. Asi, las bifidobacterias
crecieron en las mismas condiciones que en el caso anterior pero utilizando el medio MRS-C (Oxoid) al que se
suplementé con 1 % (p/v) de Tween 80. Los sobrenadantes fueron tratados igual que en el caso anterior y su
actividad fue analizada por el método de difusion en agar frente a las cepas de H. pylori NCTC 11637 y NCTC 11638
(Tabla 2) y los seis aislados clinicos de H .pylori A1-A6 (Tabla 3). Como resultado del estudio se confirmo la
presencia de mayores halos de inhibicion frente a las cepas de H. pylori en todos los sobrenadantes de cultivo
ensayados, aunque las cepas CP3, CP4 y CP5 mostraron la mayor actividad.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana en placa de los sobrenadantes de cultivo de cepas de Bifidobacterium crecidas
durante 17 h en medio MRS-C frente a las cepas control de H. pylori NCTC 11637 y NCTC 11638 suplementado con
1 % (p/v) de Tween 80 frente a aislados de H. pylori.

Diametro de la zona de inhibicion de crecimiento bacteriano (mm)

Cepas Bifidobacterium H. pylori H. pylori
NCTC 11637 NCTC 11638

CP1 1 55

CP2 7,25 5

CP3 7,25 6

CP4 6,25 75

CP5 7,25 7

CP6 6 5,25
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana en placa de los sobrenadantes de cultivo de cepas de Bifidobacterium crecidas en
medio MRS-C suplementado con 1 % (p/v) de Tween 80 frente a aislados de H. pylori.
Diametro de la zona de inhibicion de crecimiento de los aislados de H. pylori

(mm)

Cepas

Bifidobacterium Al A2 A3 A4 A5 A6
CP1 5,2 6,7 2,5 5,7 2,7 4,5
CP2 6 6,5 4,5 5 6,2 5,5
CP3 6,6 6,3 5 5 5 4.5
CP4 6 6 4,7 6 6 6
CP5 6,7 7,8 5 5,8 6,7 6,5
CP6 5 7,2 2,5 5 6 4

3. Ensayos de inhibicion de la adhesion del patégeno a mucus por competitividad con las bacterias del acido
lactico.

A la vista de los resultados obtenidos se llevo a cabo un estudio de inhibicion de la adhesion de tres cepas de H.
pylori (los aislados clinicos A1y A2 y la cepa control NCTC 11637) por parte de las cepas en estudio.

Se utiliz6 mucina porcina tipo Ill (Sigma) a una concentracion proteica de 0,5 mg/ml. Para ello se determiné la
concentracion de proteina total segun el método Bradford (Biorad) empleando albimina de suero bovino (BSA)
como estandar.

Las células de H. pylori crecidas en microaerofilia durante 36 horas a 37 °C fueron lavadas dos veces con tampon
HEPES (N-2-hidroxietilpiperazine-N-2-4cido etanosulfénico) - Hanks (10 mM HEPES en sales equilibradas de Hank,
pH 7,4; Sigma) tras lo cual se determind la concentracion de microorganismos mediante la medicién de la
absorbancia a 600 nm, ajustdndose a una DO de 0,25 + 0,05 con el fin de estandarizar el nimero de
microorganismos. Posteriormente las células fueron marcadas fluorescentemente afiadiendo al tamp6n 10 pl/ml de
diacetato de carboxifluoresceina 100 mM (CFDA; Calbiochem) y se incubaron a 37 °C durante 45 minutos,
preservando la mezcla de la luz.

El ensayo consisti6 en la adicion de 100 pl de las células probidticas sin marcar a pocillos de placas multipocillo de
poliestireno (Maxisorp, Nunc) donde previamente se habia fijado el mucus y se incubaron durante 1 h a 37 °C. Para
su fijacion, el mucus se disolvio previamente en tamp6n HEPES— Hanks (HH) a la concentracion deseada y fue
inmovilizado en las placas Maxisorp-Nunc mediante la adicion de 100 ul de esta solucion a cada uno de los pocillos.
Tras una incubacién a 4 °C durante toda la noche, los restos de mucus no inmovilizados fueron retirados mediante
dos lavados sucesivos de 200 ul de tampon HH. Tras el Gltimo de los lavados se afiadieron 100 ul de tampén HH a
cada pocillo. Las bacterias del acido lactico no adheridas al mucus fueron eliminadas mediante dos lavados de 200
puL de tampén HH y 100 pl de células marcadas con CFDA del patégeno H. pylori se afiadieron a los pocillos,
incubandose a 37 °C durante 1 h. Los patdgenos no adheridos a mucus fueron eliminados mediante dos lavados con
tampon HH. Las células adheridas a mucus se liberaron mediante raspado y se lisaron con SDS 1 % (p/v) en 0,1 N
de NaOH a 60 °C durante 1h. La fluorescencia liberada se midi6 a Aex=485 nm; Aem=518 nm en el analizador
Fluoreskan Ascent FL. Los resultados se expresaron en porcentaje de fluorescencia recuperado tras la adhesién, en
relacién con la fluorescencia de la suspension bacteriana afiadida a los pocillos. El porcentaje de inhibicion de la
adhesiéon se calculd como la diferencia entre la adhesion del patdgeno en ausencia y en presencia de las
bifidobacterias. Los ensayos se realizaron en tres experimentos independientes y cada uno de ellos se realizé por
cuadruplicado. La media de los resultados se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de la adhesion de tres cepas de H. pylori a mucus por cultivo conjunto con las
bifidobacterias seleccionadas.

% Inhibicién de la adhesion a mucus

Cepas

Bifidobacterium Al A2 NCTC 11637
CP1 4,00+0,38 2,11+0,99 -0,52+1,65
CP2 -3,66+0,47 6,72+0,23 4,71+1,85
CP3 -4,00+5,61 3,80+1,15 4,84+0,54
CP4 -6,83+1,62 1,74+1,87 4,97+0,76
CP5 5,4245,48 3,59+0,75 8,17+2,60
CP6 3,89+4,82 1,27+6,07 -7,46+0,08

Los valores negativos implican aumento de la adhesion

Para dos de las tres cepas de H. pylori analizadas, los resultados indicaron una destacable inhibicién de la adhesion
por parte de la cepa CP5.
8
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Debido a estos resultados, junto con los obtenidos en los estudios in vitro de inhibicién de la proliferacion de H.
pylori, se descarté la eleccion de la cepa CP5 para estudios posteriores junto con un control del probiético comercial
Lactobacillus rhamnosus GG.

4. ldentificacion y tipificacion de la cepa CP5.
4.1 Extraccion y purificacion de ADN gendmico.

El aislamiento del ADN gendémico (ADNg) bacteriano se realizé a partir de un cultivo de células de CP5 en caldo
MRS-C durante 17 horas a 37 °C en condiciones de anaerobiosis. Estas células fueron recogidas, lavadas con
tampon TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1mM) y resuspendidas en 500 pul de tampdn TE a los que se les afiadieron 20
ul de una solucion de lisozima (50 mg/ml). Esta mezcla fue incubada a 37 °C durante una hora y media. Tras esta
incubacion se afiadieron 30 ul de SDS al 10 % (p/v) y 3 ul de una solucion de proteinasa K (10 mg/ml) y se incubé 1
hora a 37 °C. La suspension de ADN se limpi6é afiadiendo a la muestra 100 ul de una solucion de 5 My 80 ul de una
solucién de bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB) y NaCl (CTAB 10 % (p/v) y NaCl 0,7 M). Esta mezcla, bien
disuelta, fue incubada a 65 °C durante 10 minutos.

La purificacién del ADN se realizé mediante la técnica de extraccién con un volumen de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1). Los &cidos nucleicos fueron precipitados mediante la adicion de 500 pl de isopropanol, agitando
y dejando a temperatura ambiente durante 10 minutos, tras lo que se centrifug6é a 12000 rpm durante 15 minutos. El
ADN precipitado se lavo con etanol frio 70 % (v/v). EI ADN precipitado y limpio fue secado a vacio y se resuspendid
en 50 pl de tampdn TE. A cada muestra se le afiadieron 3 pl de soluciéon de RNAsa (10 mg/ml) incubando la mezcla
a 37 °C durante 30 minutos. La concentracion de ADN fue determinada en gel de agarosa del 0,7 % (p/v) en tampén
TAE (242 g Tris base, 57,1 ml &cido acético glacial, 100 ml de 0,5 M EDTA pH 8,0).

4.2 Tipificacién taxonémica de las cepas bacterianas.

La identificacién de la cepa CP5 se realiz6 a nivel de género y especie por técnicas de PCR especificas y
secuenciacion de un segmento de aproximadamente 600 pb del ADN ribosémico (ADNr) 16S y a nivel de cepa por
técnicas de PCR-RAPD utilizando los cebadores descritos en la Tabla 5.

En la PCR especifica de género Bifidobacterium se utilizaron los cebadores Lm3 (SEC ID N°: 9) y Lm26 (SEC ID N°:
8). Para la PCR de especie se utilizaron los cebadores especificos detallados en la Tabla 5. Para la tipificacion a
nivel de cepa mediante PCR-RAPD se utilizaron los cebadores BIF (SEC ID N°: 16) y RFL-2 (SEC ID N°: 17). Para la
amplificacion y posterior secuenciacion del ADNr 16S se utilizaron los cebadores 616V (SEC ID N°: 18) y 699R (SEC
ID N°: 19).

Tabla 5. Secuencias de los distintos cebadores utilizados en las reacciones de PCR y RAPD.

Tabla 5. Secuencias de los distintos cebadores utilizados en las reacciones de PCR y RAPD.

Sec ID N° Cebador Secuencia Diana Tamafo
Amplificado

8 Lm26 5'GATTCTGGCTCAGGATGAACG'3 Bifidobacterium 1350 pb

9 Lm3 5'CGGGTGCGTGCCCACTTTCATG "3

10 BiBif-1 5'CCACATGATCGCATGTGATTG ‘3 B. bifidum 278 pb

11 BiBif-2 5" CCGAAGGCTTGCTCCCAAA '3

12 BiLON-1 5 TTCCAGTTGATCGCATGGTC'3 B. infantis 831 pb

13 BiLON-2 5" GGGAAGCCGTATCTCTACGA '3

14 BiCAT-1 5"CGGATGCTCCGACTCCT 3 B. catenulatum 285 pb

15 BiCAT-2 5'CGAAGGCTTGCTCCCGAT 3

16 BIF 5"AGTCAGCCAC’3 Universal Varios

17 RFL-2 5 CGGCCCCTGT'3 Universal Varios

18 616V 5 AGAGTTTGATYM TGG CTC AG 3’ Bacterias 1500 pb

19 699R 5 RGG GTTGCG CTC GTT 3

La mezcla de reacciéon de PCR varié en funcion del tipo de andlisis realizado. Las distintas concentraciones que se
establecieron para un volumen de reaccion de 50 ul se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Distintas concentraciones de la mezcla de reaccion para las reacciones de PCR y RAPD.

PCR género PCR especie RAPD PCR 16S
ADNg 200 ng 200 ng 200 ng 200 ng
Tampoén 10 X 5ul 5ul 5ul 5l
Mg Cl, 1,5mM 1,5mM 4 mM 1,5mM

9
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Polimerasa 2U 1,8U 25U 1U
dNTP 300 uM 200 uM 200 uM 200 uM
Cebadores 1uM 0,5 uM 1,5uM 1uM

Las condiciones en las que se realizd la polimerizacién también variaron en funciéon del tipo de andlisis y se
muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de reaccion para las reacciones de PCR y RAPD.

PCR género PCR especie RAPD PCR 16S
Etapas Ciclos
Inicio 1 94 °C-5 min 94 °C-5 min 94 °C-5 min
94 °C-1 min 94 °C-20 s 94 °C-1 min 94 °C-20 s
Polimerizacion 35 58 °C-3 min 58 °C-20 s 32°C-2 min 56 °C-30 s
72 °C-1 min 72°C-30s 72 °C-2 min 72 °C-1 min
Elongacion 1 72 °C-4 min 72 °C-5 min 72 °C-2 min 72 °C-10 min

La cepa CP5 se identifico mediante PCR especifica como perteneciente a la especie Bifidobacterium bifidum (Figura
1). Esta identificacion se confirmé mediante la comparacion de la secuencia del ADNr 16S de la cepa CP5 (SEC ID
N°: 7) con el total de secuencias del gen recogidas en las bases de datos publicas, obteniéndose una homologia de
98 % con las secuencias depositadas en bases de datos publicas pertenecientes a la especie B. bifidum.

5. Ensayos de resistencia al transito digestivo con sistemas simulados de fluidos géstricos e intestinales.
5.1. Resistencia a jugos gastrointestinales.

Los jugos gastricos y pancreaticos se prepararon en el mismo momento de su utilizacion resuspendiendo pepsina
(Sigma) de mucosa estomacal porcina (3 g/l) y pancreatina (Sigma) de pancreas porcino (1 g/l) en solucién salina
estéril al 0,5 % (p/v).

Las cepas bacterianas se cultivaron a 37 °C y 24 h en anaerobiosis, se lavaron dos veces en solucién salina al 0,5 %
y se llevaron a un inéculo de 108-10° ufc/ml.

El ensayo emulé las condiciones y el tiempo de exposicidn al que estan sometidas las bacterias durante su paso por
el tracto gastrico e intestinal en dos etapas. La primera simuld el tracto gastrico, para lo que se realizé un inéculo del
1 % (v/v) de las bacterias en 10 ml de solucién salina con pepsina ajustada a pH 3,0 con HCI e incubacion a 37 °C
en anaerobiosis durante 120 minutos. La segunda mimetizé el paso por el tracto intestinal, para lo cual se
neutralizaron las células lavando con tampon fosfato (PBS) a pH 7,0 y se resuspendieron en la solucion salina con
pancreatina ajustada a pH 8,0 con NaOH, y se incubaron en anaerobiosis durante 240 minutos. Se tomaron
muestras a los 0, 90 y 120 minutos en la primera etapa y a los 0, 60 y 240 minutos en la segunda etapa, realizando
en cada caso diluciones seriadas y sembrando 100 ul de cada dilucion por placa de medio sélido MRS-C e
incubandolas durante dos dias a 37 °C en anaerobiosis. Como control de viabilidad a lo largo del proceso se
inocularon las mismas cepas en solucién salina y se incubaron en las mismas condiciones tomando alicuotas al
principio, a los 120 minutos y al final del ensayo.

Tras la incubacién en presencia de jugos gastricos e intestinales, la cepa CP5 y el control Lactobacillus GG se
recuperaron en placas de medio MRS-C y se realizaron los recuentos de células viables tras 48 horas de incubacion.
Ambas cepas mostraron una pérdida de viabilidad similar después de su exposicion a los jugos, debida tanto a la
accion directa de estos jugos como a los valores extremos de pH (Tabla 8). El porcentaje de viabilidad se calculo
como la relaciéon entre el numero de células viables obtenidas en cada una de las etapas del ensayo frente al
numero de células viables a tiempo cero, que fue el indculo (10°-108 ufc/ml).

Tabla 8. Efecto in vitro de los jugos gastrointestinales en la viabilidad de las cepas seleccionadas.

Pepsina pH 3, 120 min Pancreatina pH 8, 240 min
Cepas Inoculo inicial Recuento % células viables  Recuento % células viables
ufc/ml
CP5 2,7 x10° 2,5x 10" 9,2 % 1,9 x 10° 7,0 %
LGG 3,4 x 10° 3,0 x 10’ 8,8 % 1,0 x 10’ 2,9%

5.2. Resistencia a sales biliares y NaCl.
10
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Se analiz6 la resistencia de las dos cepas bacterianas a distintas concentraciones de sales biliares Ox-gall y NaCl.
El ensayo se bas6 en la monitorizacion del crecimiento de las bacterias en placas multipocillo para 96 muestras
(Biorad). A cada pocillo se le afiadieron 100 ul de un in6culo a una DOgoonm de 0,1 unidad y 175 pl de medio MRS-C
suplementado con 0, 0,5, 1, 2 y 3 % de Oxgall (p/v) 0 medio MRS-C suplementado con 0, 2, 3, 6, 8 y 10 % NaCl
(p/v). La densidad Optica de cultivos de 24 horas se analiz6 a una longitud de onda de 655 nm en un lector de
microplacas (Microplate reader, Roche).

Se analiz6 la tolerancia de ambas cepas a concentraciones de 0,5, 1, 2 y 3 % (p/v) de sales biliares, monitorizando
en placas de multipocillos el crecimiento en estas condiciones por la variacion de la densidad 6ptica a 655 nm. Los
resultados muestran que las dos cepas fueron capaces de crecer en presencia de las distintas concentraciones de
sales biliares, aunque CP5 mostré una resistencia ligeramente mayor (Figura 2).

Se realizé un estudio para determinar si estas cepas eran resistentes a elevadas concentraciones de NaCl en el
medio. Para ello se analizaron concentraciones de 2, 3, 6, 8y 10 % (p/v). Los resultados indicaron que ambas cepas
toleraban concentraciones de NaCl de hasta un 6 %, observandose una disminucién del crecimiento a partir de un 8
% de NaCl con una inhibicion del crecimiento al valor del 10 %. En este caso la cepa Lactobacillus GG fue
ligeramente mas resistente (Figura 3).

Se realizaron estudios de crecimiento bacteriano a valores de pH acidos. Los pH ensayados fueron 1,5, 2,0 y 3,0
durante un periodo de incubacién de 24 horas a 37 °C en condiciones de anaerobiosis. Los resultados indicaron que
a estos pH se produjo una inhibicion del crecimiento en las dos cepas ensayadas. Estos datos sirven como
indicadores de la sensibilidad de las cepas a pH acidos en ensayos in vitro durante largos periodos de tiempo (24 h).
Sin embargo hay que considerar que las condiciones in vivo son otras. Por un lado, el tiempo de permanencia del
probidtico en zonas del estbmago donde se alcanzan estos pH no supera habitualmente las dos horas y
rapidamente pasan al intestino delgado donde el pH se neutraliza permitiendo el crecimiento bacteriano. Ademas,
junto al probidtico se ingieren otros compuestos provenientes de la matriz del alimento que pueden actuar
amortiguando el efecto inhibidor del pH estomacal. Por todo ello, se realizé un estudio con un rango de pH mayor y a
un tiempo de incubacién de 2 horas, mas proximo al tiempo teérico de permanencia del probiético en el sistema
gastrico. A partir de cultivos obtenidos en caldo a 17 h de crecimiento, se tomaron 3 ml de la suspensién y se
centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos. Se eliminé el medio de cultivo y se afiadieron 10 ml de solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) ajustado a cada uno de los pH ensayados. Tras homogeneizacion, se incubaron
durante 2 horas en estufa a 37 °C. Para cada cultivo se realizaron recuentos en medio MRS-C: i) del cultivo inicial; ii)
de la mezcla una vez pasadas 2 horas a 37 °C y iii) de un control realizado de la misma forma que el resto de
situaciones pero en condiciones fisiolégicas para asegurar que no se producian pérdidas significativas de células
tras la centrifugacion y decantacion del medio de cultivo. No se observaron diferencias en los resultados de recuento
entre el cultivo inicial y el control tras 2 horas de incubacién. Los resultados obtenidos (Tabla 9) indican una
supervivencia de CP-5 muy proxima al 100 % a pH 4-7.

Tabla 9. Recuentos obtenidos de la cepa CP-5 tras 2 horas de incubacién en tampoén a distintos pH.

Recuento (ufc/ml)

pH2 1,00 x10% + 0,00

pH3 6,95 x10* + 4,17 x10*
pH4 2,67 x10'+ 9,40 x10°
pH5 2,25 x10" + 7,07 x10°
pH6 2,08 x10” + 9,48 x10°
pH7 3,15 x10" + 2,83 x10°
Inicial 3,87 x10" + 1,41 x10°

6. Sensibilidad a antibi6ticos.

La sensibilidad de las cepas a los antibiéticos se determiné mediante técnicas de difusion en agar utilizando discos
impregnados con diversas concentraciones de antibioticos. Las bacterias crecidas en medio MRS-C liquido a 37 °C
durante 24 horas fueron recogidas lavandolas varias veces con solucién salina y ajustando el inéculo a 10° ufc/ml
(DOsoonm = 5). En estas condiciones se tomaron 100 ul de la suspension celular y se sembraron en 10 ml de agar
MRS-C semisélido al 0,7 % (p/v) atemperado a 50 °C. Este agar se vertid sobre una placa de medio MRS-C y se
dej6 solidificar a temperatura ambiente. Una vez seco, se colocaron los discos de antibidtico sobre la superficie. A
las 24 horas de incubacion en anaerobiosis se observé la presencia o0 ausencia de halos de inhibicion.

Se probaron un total de 17 antibiéticos para ver la resistencia o sensibilidad de las distintas cepas bacterianas. Los
antibidticos empleados fueron acido nalidixico (30 pg), amoxicilina (25 ng), carbenicilina (100 pg), claritromicina (15
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ng), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), kanamicina (30 pg), metronidazol (5 pg),
oxacilina (1 ng), penicilina (6 ug), polimixina B (300 1U), rifampicina (5 ng), sulfamida (200 pg), tetraciclina (30 ng),
trimetoprima (5 nug) y vancomicina (30 pg).

La sensibilidad de las dos cepas frente a distintos tipos de antibiéticos se muestra en la Tabla 10. Este es uno de los
criterios de seleccién de nuevas cepas de probidticos, ya que conociendo su perfil de resistencia se conocen datos
de seguridad para su uso, lo que permite establecer las bases para una posible aplicacion como complemento en el
tratamiento antibiotico de infecciones como la Ulcera péptica causada por H. pylori.

Las dos cepas mostraron resistencia a ocho de los diecisiete antibiéticos ensayados entre los que se incluian el
acido nalidixico, gentamicina, kanamicina, metronidazol, oxacilina, polimixina, sulfamida y vancomicina. Este perfil
de sensibilidad a antibioticos es el descrito para otras cepas probiéticas del género Bifidobacterium (B. adolescentis,
B. breve, B. infantis y B. longum).

Los datos de resistencias de las bifidobacterias frente a antibiéticos como la gentamicina o el metronidazol,
utilizados habitualmente en tratamientos de infecciones causadas por H. pylori, sefialan la posibilidad de utilizar las
bacterias del &cido lactico seleccionadas en terapias combinadas que incluirian el tratamiento probidtico con la
administracion de estos antibiticos.

Tabla 10. Resistencia a distintos antibiéticos de las cepas seleccionadas.
Didametro de la inhibicion de
crecimiento bacteriano (mm)

Antibiético ug CP5 LGG
Amoxicilina 25 28 30
Carbenicilina 100 36 32
Oxacilina 1 0 0
Penicilina 6 34 32
Vancomicina 30 0 0
Cloranfenicol 30 20 27
Eritromicina 15 27 29
Gentamicina 10 0 0
Kanamicina 30 0 0
Tetraciclina 30 30 31
Metronidazol 5 0 0
Acido nalidixico 30 0 0
Rifampicina 5 34 32
Trimetoprim 5 0 0
Polimixina B 3007 0 0
Sulfamida 200 0 0
Claritromicina 15 0 0

% valor expresado en U

7. Ensayos de adhesion con respecto a la adhesion a mucus intestinal.

El ensayo se realizé utilizando la metodologia empleada en el punto 3. Brevemente, las cepas CP5 y Lactobacillus
GG crecidas en anaerobiosis durante 24 horas a 37 °C fueron lavadas dos veces con tampén HEPES - Hanks y se
ajusto la concentracion de microorganismos a DOgoo nm de 0,25 + 0,05. Posteriormente las células fueron marcadas
fluorescentemente con CFDA e incubadas a 37 °C durante 45 minutos, preservando la mezcla de la luz. Sobre el
mucus inmovilizado en placas multipocillo de poliestireno (Maxisorp, Nunc), se afiadieron 100 ul de células
marcadas a cada uno de los pocillos y se incubaron durante 1 h a 37 °C. La eliminacion de las bacterias no
adheridas se realizd6 mediante dos lavados de 200 ul de tamp6n HH. Las bacterias que si se adhirieron fueron
liberadas mediante un raspado del mucus inmovilizado en cada pocillo y fueron posteriormente lisadas con 1 % (p/v)
de SDS en NaOH 0,1 M (200 ul por pocillo) incubando las placas a 60 °C durante 1h. Los contenidos de las celdas
fueron transferidos a una nueva placa multipocillo de poliestireno (Nunc) y la fluorescencia liberada se midié a
Aex=485 nm; Aem=518 nm en un aparato Fluoreskan Ascent FL (Thermo). La adhesién fue expresada como el
porcentaje de fluorescencia recuperado después de la adhesion en relacién a la fluorescencia de la suspension
bacteriana afiadida al mucus inmovilizado. La adhesion bacteriana fue determinada en tres experimentos
independientes y cada ensayo se realiz6 por cuadruplicado.

Las dos cepas se sometieron a un ensayo de adhesiéon con respecto a la adhesién a muestras de mucus porcino
tipo lll. La cepa CP5 mostré un 12 % de adhesion frente a un 10 % de la cepa Lactobacillus GG.

8. Produccion y purificacion del metabolito de interés.
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Se llevé a cabo una fermentacion de 10 litros con la cepa CP-5 en medio MRS suplementado con cisteina (0,05 %
p/v) con la finalidad de obtener un sobrenadante rico en el metabolito responsable de la inhibicién de H. pylori. La
incubacién se llevo a cabo a 37 °C durante 17 horas sin agitacion y con un generador de anaerobiosis, obteniéndose
una densidad celular del cultivo de 1,25-108 ufc/ml. La cantidad de inéculo fue del 1 % del volumen total de
fermentacion. Finalmente, el sobrenadante se obtuvo por centrifugacion a 10000 rpm durante 15 min y se congel6 a
-80 °C hasta el proceso de purificacion.

8.1. Purificaciéon del metabolito de interés por cromatografia de intercambio catiénico seguido de otra etapa de
cromatografia en fase inversa.

200 ml de sobrenadante se sometieron a una etapa de cromatografia de intercambio catiénico con la columna
HiPrep 16/10 SP FF (GE Healthcare). En esta etapa, todas las proteinas y péptidos con naturaleza catidnica
guedaron adsorbidos a la resina y finalmente se eluyeron con un tampoén con NaCl 1M sin gradiente. Todas las
proteinas de naturaleza catiénica se eluyeron simultineamente en estas condiciones y se recogieron en pocas
fracciones (fracciones 3, 4 y 5) y en un volumen minimo para concentrar el metabolito de interés. El volumen de
cada fraccion fue de 10 ml. El porcentaje de inhibicién de H. pylori en estas fracciones fue de 50,32 %, 81,29 %y 1,9
%, respectivamente. La fraccién 4 de intercambio cationico, que presentaba el valor de inhibicion mas elevado, fue
sometida a un proceso de ultrafiltracién con filtros de 5000 Da (Extreme Amicon, Millipore). El volumen filtrado de
esta etapa contenia las proteinas inferiores a este peso molecular. Este volumen filtrado fue sometido a una etapa
de cromatografia en fase inversa para purificar y posteriormente identificar por espectrometria de masas MALDI-TOF
el metabolito responsable de la inhibicién de H. pylori. Para esta etapa, se utiliz6 la columna RESOURCE RPC 3 ml
(GE Healthcare) y se trabajé en gradiente con los siguientes eluyentes A) agua MiliQ + &cido trifluoroacético (TFA)
0,1 % y B) acetonitrilo + acido trifluoroacético (TFA) 0,1 %. En esta etapa cromatogréafica se obtuvieron fracciones de
2 ml. Una alicuota de estas fracciones se sec6 para eliminar el disolvente y finalmente se resuspendié en agua
destilada justo antes de testar la inhibicion de H. pylori por estas fracciones. La fraccion 11 obtenida por
cromatografia de fase inversa presenté un valor de inhibicion de H. pylori de 94,77 %, identificAndose en esta
fraccion los siguientes péptidos, procedentes todos ellos de la B-caseina bovina:

SEC ID N° 1. VYPFPGPIHN  1139,57 Da

SEC ID N°: 2 PPFLQPEVMGVSKVKE 1783,95 Da
SEC ID N°: 3 DKIHPFAQTQSLVYPF 1889,97 Da
SEC ID N°: 4 PYPQRDMPIQAFLLYQ 1978,99 Da
SEC ID N° 5 RDMPIQAFLLYQEPVLG 1978,99 Da

SEC ID N° 6 POQNIPPLTQTPVVVPPFLQPE 2310,26 Da
9. Pruebas metabdlicas.
9.1 Determinacion de acido lactico (D/L).

Para la cuantificacion de &cido lactico (D/L) en el sobrenadante de cultivo de la cepa CP-5, se utiliz6 el Kit comercial
D-Acido lactico/L-Acido lactico (Roche, Cat. No. 11 112 821 035). Esta determinacion consiste en el analisis
espectrofotométrico del producto generado por la accién especifica de dos enzimas (D-Lactato deshidrogenasa y L-
Lactato deshidrogenasa) sobre ambos isomeros del acido lactico. La cuantificacion de &cido lactico (D/L) se llevo a
cabo en sobrenadantes de cultivo de la cepa CP-5 crecida a 37 °C en condiciones de microaerobiosis y de
anaerobiosis. Los resultados del analisis se muestran en la Figura 4.

9.2 Desconjugacion de sales biliares.

La hidrdlisis de las sales biliares liberando aminoacidos libres y colesterol se llevo a cabo por la accion de la enzima
hidrolasa de sales biliares (BSH, EC 3.5.1.24). El ensayo de actividad de la enzima BSH se llevé a cabo segin se
describe en el articulo de Kumar et al. (2006)44. Este articulo propone la determinacion de la actividad de la enzima
BSH sobre dos sustratos diferentes, dos sales biliares cuyos aminoacidos son glicina y taurina. La reaccion de estos
aminoacidos con una solucién de ninhidrina da un compuesto coloreado que se determina espectrofotométricamente
a 570 nm. Previamente se llevo a cabo una curva patrdn tanto para glicina como para taurina.

La actividad BSH se determind en sobrenadantes de cultivo de la cepa CP-5 crecida en condiciones de
microaerobiosis y anaerobiosis. Previamente a la determinacion de la actividad BSH se realizaron las curvas patron
de glicina y taurina. En la Tabla 11 se muestran los valores de actividad BSH de la cepa CP-5.

Tabla 11. Actividad BSH de la cepa CP-5 frente a diferentes sustratos.

BSH-Taurina (mU.l./ml) BSH-Glicina (mU.l./ml)
Microaerobiosis 5,25+0,12 4,45 + 0,40
Anaerobiosis N.D. N.D.

N.D.: No se detecté actividad BSH en las condiciones del ensayo.
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9.3 Determinaciéon de aminas bhidgenas.

Para la cuantificacion de aminas biégenas en el sobrenadante de cultivo de la cepa CP-5 se utilizé un método
cromatografico (HPLC) descrito por Eerola et al. (1993)45 en el que previamente se derivatizaron las aminas
bibgenas presentes en el sobrenadante con una solucion de cloruro de dansilo. Las aminas bidgenas determinadas
fueron tiramina, histamina, cadaverina y putrescina. Previamente se ha llevado a cabo una curva patrén con las
cuatro aminas biégenas analizadas.

Para la cuantificacion de aminas biégenas en el sobrenadante de cultivo de la cepa CP-5, se realizaron curvas
patrén de las aminas tiramina, histamina, cadaverina y putrescina. En la Tabla 12 se muestra la cantidad de aminas
bidgenas producidas en los sobrenadantes de cultivo de la cepa CP-5 cultivada en condiciones de microaerobiosis y
anaerobiosis.

Tabla 12. Aminas biégenas producidas por la cepa CP-5.

Putrescina Cadaverina (uM) Histamina Tiramina (uM)
(M) (uM)
Microaerobiosis N.D. 0,0656+0,0000 N.D. 0,7815+0,0816
Anaerobiosis N.D. 0,0851+0,0382 N.D. 0,8179+0,0904

N.D.: No se detectd en el sobrenadante ensayado.

Los resultados indican que estos pardmetros se encuentran en los niveles normales y admitidos para el resto de
bacterias probio6ticas.

10. Usos de la nueva cepa de CP5 de Bifidobacterium bifidum
10.1 Obtencién de sobrenadante de cultivo de la bifidobacteria CP5.

Partiendo de extracto de glicerinado de bifidobacteria CP5, se obtiene un producto denominado sobrenadante de
células de bifidobacteria CP5 en aproximadamente 5 dias.

Dia 1: Siembra de extracto de glicerinado con un asa (10 pl) de bifidobacteria en 10 ml de caldo MRS-C (Anexo 1) y
placa MRS-C. Crecimiento durante 17 horas (caldo) y 30 horas (placa) en estufa de laboratorio a 37 °C con un
generador de anaerobiosis.

Dia 2: Comprobacién de la pureza y estado del cultivo a partir de visualizacion macroscopica de colonias y
microscopica de las células. Pase 1 del cultivo (pre-inéculo). Siembra en 100 ml de caldo MRS-C de 100 pl del
cultivo (1 % v/v). Crecimiento durante 17 h en una estufa de laboratorio a 37 °C.

Dia 3: Pase 2 del cultivo (in6culo). Siembra en un matraz de 200 ml de MRS-C de 2 ml del cultivo de pase 1.
Crecimiento durante 17 horas en una estufa de laboratorio a 37 °C. Preparacion de una bombona de 20 | en medio
MRS-C no comercial y esterilizaciéon en autoclave.

Dia 4: Toma de muestra del inéculo. Recuentos en placas MRS-C a partir de siembra de al menos tres diluciones
decimales seriadas (-6, -7 y -8) en solucién salina NaCl 0,09 % pH 7,0. Crecimiento durante 30 h en una estufa de
laboratorio a 37 °C con un generador de anaerobiosis. Medida de DO y peso seco (Anexo 1). Inoculaciéon de la
bombona. Se inocula en las maximas condiciones de esterilidad (en llama) 200 ml de inéculo (1 %). Crecimiento
durante 17 horas en camara de temperatura controlada a 37 °C.

Dia 5: Toma de muestra de la produccion en esterilidad. Comprobacién de la pureza y estado del cultivo a partir de
visualizacion microscopica de las células. Medida de DO y peso seco (Anexo 1). Recuentos del producto en placas
MRS-C a partir de siembra de al menos tres diluciones decimales seriadas (-6, -7 y -8) en solucion salina NaCl 0,09
% pH 7,0. Crecimiento durante 30 h en una estufa de laboratorio a 37 °C con un generador de anaerobiosis.
Recuperacion de las células mediante centrifugacién en una centrifuga Westfalia (Caudal de entrada de 48
litros/hora). Las células recogidas se resuspenden en 400 ml de solucién salina NaCl 0,09 % pH 7,0. El producto se
centrifuga a 4000 rpm durante 30 minutos aproximadamente (dependiendo del estado de la sedimentacion, la
centrifugacién se aumentara 15 minutos). Se decanta la solucion salina. Este paso se realiza por duplicado.

Las células lavadas se resuspenden en un volumen de 1500 ml de solucién crioprotectora.
Anexo 1:
A. Composicién del medio MRS-C (pH = 6,5).

. Peptona de caseina 10,00 g/l (Fluka)
. Extracto de carne 10,00 g/l (Pronadisa)
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. Extracto de levadura 5,00 g/l (Pronadisa)
. Glucosa 20,00 g/l (Merck)

. Tween 80 1,00 g/l (Fluka)

. K2HPO4 2,00 g/l (Panreac)

. Acetato sodico 5,00 g/l (Scharlau)

. (NHa4). citrato 2,00 g/l (Fluka)

. MgSOQ4 x 7 H20 0,20 g/l (Panreac)

. MnSQ4 x H20 0,05 g/l (Merck)

. Cisteina 0,05 g/I* (Panreac)

. Agar industrial 15 g/l (Pronadisa)

Autoclave: 121 °C durante 20 min en autoclave de produccion.

La cisteina se prepara por separado en una soluciéon 100x y se afiade al medio ya esterilizado.
El agar tan sélo se afiade en el caso de medio solido.

10.2. Obtencién de un liofilizado de la nueva cepa CP5 de Bifidobacterium bifidum

El objetivo es la obtencion de un producto liofilizado de bifidobacteria con una concentracion igual o superior a 10"
ufc/g.

Dia 6: Partiendo de las células lavadas obtenidas de la produccién (véase el punto 10), las células se resuspenden
en la solucidn crioprotectora, compuesta de 1500 ml de leche desnatada liquida UHT y de 5 % de sacarosa
alimentaria. El producto se reparte en bandejas de liofilizacion y se congelan a -80 °C.

Dia 7: Liofilizacion. La deshidratacion por sublimacion se realiza en un liofilizador Christ, modelo Beta 2-16, en dos
fases:

A) Secado principal: Temperatura del condensador: - 80 °C. Temperatura de la bandeja: 0 °C. Presién en la
camara de secado: 25 Pa. Presion de seguridad: 42 Pa. Tiempo de secado: 66 horas.

B) Secado final: Temperatura del condensador: - 80 °C. Temperatura de la bandeja: igual a la temperatura
ambiental, entre 20 °C y 25 °C. Presion en la camara de secado: 50 Pa. Tiempo de secado: 2 horas.

Dia 8: Recogida del producto de liofilizacién. Pesado y medida de Aw y humedad. Recuentos del producto en placas
MRS-C a partir de siembra de al menos tres diluciones decimales seriadas (-6, -7 y -8) en solucion salina NaCl 0,09
% pH 7,0. Crecimiento durante 30 h en una estufa de laboratorio a 37 °C con un generador de anaerobiosis.
Envasado al vacio del producto en el menor tiempo posible. Conservacion a 4 °C hasta el envio.

10.3. Utilizacion de CP5 como probidtico.
-Utilizacion de CP5 en alimentos.

Se considera como alimento probiético aquel que contiene microorganismos vivos presentes en un alimento que
permanecen activos en el intestino y ejercen importantes efectos fisioldgicos. Ingeridos en cantidades suficientes,
tienen un efecto muy beneficioso, como contribuir al equilibrio de la flora bacteriana intestinal del hospedador y
potenciar el sistema inmunolégico del hospedador. No son patégenos. Contienen esta clase de microorganismos y
por tanto son alimentos probidticos, los yogures frescos, otras leches fermentadas, etc.

Uno de los beneficios de los alimentos probidticos es la mejora del equilibrio de la flora intestinal. Los alimentos
denominados probidticos son cultivos simples o0 mezclados de las bacterias probidticas, las cuales al ser consumidas
tanto por seres humanos como por animales, sobreviven al paso por el tracto gastrointestinal y se implantan (no
necesariamente) en el colon o intestino delgado, siendo capaces de adherirse a la mucosa intestinal, afectando
favorablemente al hospedador en términos de mejora de salud. El consumo reiterado de yoA%ur probiético en
cantidades relativamente abundantes, tiene un efecto terapéutico contra H. pylori (Guilliland, 1998)™.

En la actualidad, los probidticos se utilizan tanto en leche como en quesos, zumos pasteurizados, helados, yogures,
cereales y barritas de nutricién. Debido a que los probioticos son organismos vivos, su viabilidad es un punto clave
para su éxito.

Las células de la cepa CP5 mantienen una viabilidad del 88 % al menos durante un periodo de 15 dias a 5 °C
cuando se aflade a un derivado lacteo.
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La cepa CP5 se puede utilizar como un probiético afiadiéndola a alimentos en general y particularmente a productos
lacteos y yogures, tanto directamente como fermentados y en este caso de forma directa como un liofilizado.

Un ejemplo de la utilizacion de CP5 en la forma de un liofilizado obtenido en el punto 11 seria en la obtencion de una
composicion dietética, por ejemplo a partir de leche pasteurizada, a la que se afiade el liofilizado que contiene
preferiblemente 10°-10™ ufc/g de células de CP5, que se mezclan con la leche pasteurizada, y se homogeneiza la
mezcla a aproximadamente 5 °C y la leche asi homogeneizada se embotella y empaqueta de la forma habitual para
su consumo. En este caso el producto tiene una duracion de como minimo 15 dias a 5 °C.

-Utilizacion de CP5 en composiciones farmacéuticas

Se utiliza el liofilizado de CP5 obtenido en el punto 11 y se muele a un tamafio maximo de particula de 1 mm de
diametro y se mezcla en una cantidad fisiologicamente efectiva que en general contendra 10 -10" ufc/g de células
de CP5, con las sustancias necesarias para formar pastillas, capsulas, etc. Una cantidad fisiologicamente efectiva es
la cantidad necesaria de un agente activo para conseguir el efecto deseado, bien sea para prevenir o para curar,
siendo este ultimo el caso de la infeccion por H. pylori.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables, adyuvantes, diluyentes o vehiculos que son generalmente conocidos por el experto en la materia.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden ser preparadas en forma soélida, como por ejemplo,
pildoras, microgranulos, comprimidos, polvos, etc; en forma liquida, como por ejemplo mezclando el principio activo
con agua, aceites 0 mezclas de ambos, en suspensiones o dispersiones mezclada con agentes dispersantes y/o de
suspension, como por ejemplo gomas, etc.

El liofilizado de CP5 también puede administrarse en composiciones farmacéuticas junto con antibiéticos para tratar
la Ulcera gastrica y prevenir el cancer de estomago.

En ambos casos, tanto en composiciones farmacéuticas como dietéticas o nutricionales, la utilizacién de dichas
composiciones serd para prevenir o combatir las infecciones causadas por H. pylori en enfermedades
gastrointestinales, entre otros, Ulceras estomacales y cancer estomacal.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de Bifidobacterium bifidum depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo de Microorganismos
(CECT) con el numero de acceso CECT 7366, con actividad para inhibir Helicobacter pylori, y que tenga la
capacidad de producir seis péptidos caracterizados por que su secuencia de aminoacidos sea SEC ID N°: 1 a 6, o un
derivado de dichos péptidos.

2. Cepa de Bifidobacterium bifidum de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que las bacterias estan
presentes como células viables.

3. Cepa bacteriana de Bifidobacterium bifidum de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que las
bacterias estan presentes como células no-viables.

4. Cultivo bacteriano caracterizado por que se ha obtenido a partir de la cepa bacteriana CECT 7366 de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-3.

5. Cultivo bacteriano, caracterizado por que comprende células viables de la cepa bacteriana CECT 7366, de
acuerdo con las reivindicaciones 1y 2.

6. Cultivo bacteriano, caracterizado por que comprende células no viables de la cepa bacteriana CECT 7366, de
acuerdo con las reivindicaciones 1y 3.

7. Sobrenadante de cultivo de la cepa bacteriana CECT 7366 de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3, obtenido
por fermentacion, que tiene actividad anti H. pylori.

8. Utilizacién de la cepa de Bifidobacterium bifidum de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2 para la obtencion de
los péptidos SEC ID N°: 1 a 6.

9. Liofilizado, caracterizado por que se ha obtenido de la cepa bacteriana CECT 7366 de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3.

10. Liofilizado de acuerdo con la reivindicacién 9, caracterizado por que contiene de 10° - 10" ufc/g de células de
cepa bacteriana CECT 7366, de acuerdo con las reivindicaciones 1y 3.

11. Utilizacién de la cepa de Bifidobacterium bifidum CECT 7366 de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, para la
preparacién de una composicion nutritiva y/o farmacéutica, caracterizada por que dicha bacteria y los péptidos SEC
ID N° 1-6 estan presentes en una cantidad que sea suficiente para ejercer un efecto probiético en dicha
composicion nutritiva y/o farmacéutica que un individuo necesite, preferiblemente contra Helicobacter pylori.

12. Composicién nutritiva, que comprende una cantidad efectiva de la cepa Bifidobacterium bifidum CECT 7366 de
acuerdo con las reivindicaciones 1-3 y los péptidos con aminoacidos SEC ID N°: 1 a 6, junto con cantidades
apropiadas de otros alimentos.

13. Composicién nutritiva de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que los otros alimentos se seleccionan del grupo
que comprende helados, cereales, zumos, barritas de nutricidon, productos lacteos como leche entera, leche
desnatada, leche fermentada, leche en polvo, queso, yogures u otros derivados lacteos.

14. Composicién nutritiva de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizada por que es un yogur.

15. Composicion de yogur de acuerdo con la reivindicacion 14, caracterizada por que las células de la cepa
Bifidobacterium bifidum CECT 7366 de acuerdo con las reivindicaciones 1-3 tienen una viabilidad de al menos un 80
% durante un periodo de 15 dias cuando se mantiene a 5 °C.

16. Composicién nutritiva de acuerdo con las reivindicaciones 12-15, caracterizada por que la cepa Bifidobacterium
bifidum CECT 7366 de acuerdo con las reivindicaciones 1-3 esta presente en una cantidad entre 10°- 10" ufc/g de
la composicion.

17. Cepa de Bifidobacterium bifidum CECT 7366 de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, para utilizacion para
prevenir o curar Ulceras gastricas o el cancer estomacal producido por infeccion de Helicobacter pylori.

18. Composicion farmacéutica que comprende un liofilizado de acuerdo con las reivindicaciones 9 a 10 en una

cantidad fisiol6gicamente efectiva junto con los vehiculos y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables necesarios
para prevenir o curar Ulceras gastricas o el cancer estomacal producido por infeccion de Helicobacter pylori.
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19. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 18, caracterizada por que dicha composicion esta
en forma sélida, como por ejemplo, pildoras, comprimidos, etc; en forma liquida, en suspensién o dispersion.

20. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciones 18-19, caracterizada por que ademas comprende
antibioticos para tratar la Glcera gastrica.

21. Composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 18-20, caracterizada por que la cepa esta
presente en una cantidad entre 10°- 10** ufc/g.
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Figura 3
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