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DESCRIPCION
Lactobacillus plantarum novedoso y composicion que lo comprende
Campo técnico

La presente invencion se refiere a Lactobacillus plantarum novedoso y una composicion que lo comprende, y mas
concretamente, a Lactobacillus plantarum novedoso para prevenir o ftratar enfermedades intestinales y
enfermedades inmunitarias y una composicion que lo comprende.

Técnica anterior

Las bacterias acido lacticas que se encuentran en los alimentos fermentados tradicionales coreanos, p. €j., kimchi,
habitan en el sistema digestivo del cuerpo humano y descomponen materiales fibrosos y proteinas complejas a
nutrientes importantes. Los microorganismos viables como las bacterias acido lacticas son beneficiosos para los
tractos gastrointestinales de anfitriones tales como animales, incluyendo seres humanos, debido a que mejoran los
entornos de microorganismos intestinales de los anfitriones y se conocen como probidticos. Se requiere que los
probidticos tengan una excelente resistencia al acido y resistencia a la bilis, y una fuerte adherencia a las células
epiteliales intestinales, ya que necesitan ser administrados por via oral, alcancen el intestino delgado y se adhieran a
la superficie del intestino delgado con el fin de ser eficaces como probidticos.

Las bacterias acido lacticas Lactobacillus sp. son probidticos ampliamente encontrados en los alimentos
fermentados tradicionales coreanos tales como el Kimchi. Los microorganismos Lactobacillus sp. producen acido
lactico bajo homo-fermentacion o hetero-fermentacion y se encuentran ampliamente distribuidos en el tracto
intestinal de los animales, incluyendo seres humanos, y en la fermentacion de productos lacteos y verduras. Los
microorganismos Lactobacillus sp. mantienen un equilibrio de pH acido para suprimir la propagacion de bacterias
peligrosas, tales como E. coli o Clostridium y alivian la diarrea y el estrefiimiento. Los microorganismos Lactobacillus
sp. también sintetizan vitaminas, tienen actividades contra el cancer, y reducen el colesterol sérico. La acidofilina
producida por Lactobacillus es conocida por inhibir el crecimiento de Shigella, Salmonella, Staphylococcus, E. coli, o
similares. La acidofilina también suprime la propagacion de microorganismos causantes de la diarrea y normaliza la
flora intestinal previniendo la diarrea (Michael y Philippe, Probiotics and Prebiotics: Effects on diarrhea, The journal of
nutrition, Volumen 137, Marzo de 2007, paginas 803S-811S; Roberfroid, Prebiotics and probiotics: Are they
functional foods?, American journal of clinical nutrition, Volumen 71, Junio de 2000, paginas1682S-1687S).

Basandose en las funciones de los microorganismos Lactobacillus sp. como se ha indicado anteriormente, se esta
llevando a cabo activamente la investigacion en microorganismos Lactobacillus sp. como probidticos y alimentacion
para ganado. La diarrea bacteriana en el ganado causa mortalidad y una reduccioén en la tasa de aumento de peso.
Por lo tanto, se ha utilizado ampliamente un método de adicion de antibiéticos a la alimentacion del ganado con el fin
de prevenir la diarrea bacteriana y aumentar la productividad del ganado. Sin embargo, debido a la aparicion de
bacterias resistentes a los antibidticos y a los antibidticos que permanecen en el ganado, el uso de antibidticos ha
sido limitado y se han recomendado métodos organicos de la cria de ganado (Publicacion de Patente de Corea
Num. 1998-78358) (McEwen y Fedorka-Cray, Antimicrobial use and resistance in animals, Clinical infectious
Diseases, Volumen 34, Junio de 2002, paginas S93-S106).

Ademas, se sabe que bacterias acido lacticas tales como el microorganismo Lactobacillus sp. tienen efectos que
aumentan la respuesta inmunitaria. Y es asi como se han llevado a cabo investigaciones sobre el mecanismo de los
efectos de las bacterias acido lacticas sobre los efectos que aumentan la respuesta inmunitaria. A pesar de que los
mecanismos especificos alin no se han revelado, se sabe que las bacterias acido lacticas se administran por via oral
y habitan los intestinos para influir en el sistema inmunitario intestinal. Por ejemplo, se sabe que el consumo de
bacterias acido lacticas a través del yogur aumenta las actividades antibiéticas de los linfocitos de las placas de
Peyer. Las bacterias acido lacticas son conocidas por mejorar la respuesta de IgA de acuerdo con la investigacion
en animales y seres humanos. Ademas, el sistema inmunitario que representa la resistencia en el organismo contra
los patdgenos microbianos externos se divide en inmunidad innata e inmunidad adaptativa, ambas las cuales estan
influenciadas por las bacterias acido lacticas. De acuerdo con la inmunidad innata del sistema inmunitario intestinal,
se sabe que las bacterias acido lacticas previenen y destruyen agentes patégenos, teniendo por tanto una funcion
de mantenimiento de las condiciones saludables contra la infecciéon. La reacciéon inmunitaria innata desempefia un
papel importante en la supresion del aumento del nimero de patégenos externos en una etapa temprana de una
infeccion. Ademas, la reaccion inmunitaria innata proporciona antigenos y moléculas co-estimuladoras, induciendo
de este modo la activacion de la inmunidad adaptativa subsiguiente al sistema inmunitario innato. Los inmunocitos
representativos relacionados con la reaccion inmunitaria innata incluyen células NK, neutréfilos, macréfagos y
células dendriticas (Fearon DT, Locksley RM, Science 1996, 272: 50-53, The instructive role of innate immunity in
the acquired immune response). La inmunidad adaptativa induce sustancialmente la eliminacion de patégenos
externos cuando se infecta un sujeto, y los inmunocitos que corresponden a la inmunidad adaptativa incluyen
linfocitos T y linfocitos B. De acuerdo con ello, la resistencia fisica a los patdogenos externos puede depender de la
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potenciacion de la actividad de la inmunidad adaptativa (Gowans JL., Immunology Today. 1996 Jun; 17 (6): 288-91,
The lymphocyte - a disgraceful gap in medical knowledge).

De acuerdo con la inmunidad adaptativa, los macroéfagos que descomponen antigenos para ponerlos en contacto
con los linfocitos T se activan para aumentar la produccién de una variedad de citoquinas, en particular,
interleuquina, IL-12 e IL-18. En este sentido, algunos componentes de las paredes celulares de bacterias acido
lacticas activan las transferencias de sefiales NF-kB y STAT en los macréfagos para aumentar la produccion de las
citoquinas. Ademas, se sabe que las bacterias acido lacticas aumentan la produccion de IL-12, IL-18 y TNF-a en
células presentadoras de antigenos como las células dendriticas encontradas a menudo en los nodos linfaticos y la
mucosa del sistema digestivo. Ademas, las bacterias acido lacticas son conocidas por aumentar la expresion de una
molécula de la superficie en las células dendriticas que activan linfocitos T tales como MHC de clase Il y B7-2 (Cross
et al., Anti-allergy properties of fermented foods: an important immunoregulatory mechanism of lactic acid bacteria?,
International Immunopharmacology, Volumen 1, Mayo de 2001, paginas 891-901).

Se ha llevado a cabo mucha investigacion sobre la interrelacion entre microorganismos Lactobacillus sp. y las
reacciones inmunitarias. Especificamente, algunos Lactobacillus sp. (p. €j. L. fermentum) es conocido por mejorar
una reaccion inmunitaria especifica de antigeno, y por lo tanto se probd su uso como adyuvante en vacunas de
bacterias (p. €j., difteria, tétanos) o virus (p. €j., gripe, polio) (de Vrese et al., 2005; Olivares et al., 2007; West et al.,
2008). Se considera que los efectos potenciadores del sistema inmunitario de microorganismo Lactobacillus sp.
resulta de la actividad mejorada de linfocitos T productores de citoquinas de tipo Th1 por microorganismos
Lactobacillus sp. especificos, que inducen eficazmente el crecimiento de las células inmunitarias generales y la
actividad de las células T o las células B en la inmunidad adaptativa (Mohamadzadeh et al., Lactobacilli activate
human dendritic cells that skew T cells toward T helper 1 polarization., Proc Natl Acad Sci USA. 2005 22;
102(8):2880-2885). Con el fin de medir la actividad mejorada de los linfocitos T, se realiza activamente en los ultimos
afos el estudio de la medicion de la cantidad de IFN-y producido (Shida et al, 2006;. Foligne et al., 2007). Se sabe
que la induccion de crecimiento general de células inmunitarias puede prevenir o tratar la infeccion del tracto
digestivo (intestinal) (Jain S, H Yadav, Sinha PR. Probiotic dahi containing Lactobacillus casei protects against
Salmonella enteritidis infection and modulates immune response in mice. J Med Food. Jun 2009;12(3):576-83.), la
infeccion genitourinaria (Zarate G, Santos V, Nader-Macias ME. Protective effect of vaginal Lactobacillus paracasei
CRL 1289 against urogenital infection produced by Staphylococcus aureus in a mouse animal model. Infect Dis
Obstet Gynecol. 2009;2009:48358. Epub 29 Mar 2007.), la infeccion respiratoria (Yasuda Y, Matsumura Y, Kasahara
K, Ouji N, Sugiura S, Mikasa K, Kita E. Microbial exposure early in life regulates airway inflammation in mice after
infection with Streptococcus pneumoniae with enhancement of local resistance. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol.
25 Sep 2009 [Epub antes de la edicion impresa]), la infeccion por Helicobacter (Boyanova L, Stephanova-
Kondratenko M, Mitov I. Anti-Helicobacter pylori activity of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strains:
preliminary report. Lett Appl Microbiol. Mayo 2009;48(5):579-84. Epub 9 Mar. 2009), y las reacciones alérgicas
(Ouwehand AC, Nermes M, Collado MC, Rautonen N, Salminen S, Isolauri E. Specific probiotics alleviate allergic
rhinitis during the birch pollen season. World J Gastroenterol. 14 Jul 2009;15(26):3261-8).

Los linfocitos T controlan la inmunidad adaptativa, que se pueden clasificar en una respuesta Th1 como inmunidad
celular y una respuesta Th2 como inmunidad humoral. Las respuestas Th1 y Th2 producen diferentes citoquinas en
las células presentadoras de antigenos. En la respuesta Th1, la produccion de IL-2, IL-12, IL-18, interferon-y (IFN-y
es dominante. En la respuesta Th2, la produccién de PGE2, IL-4 e IL-10 es dominante. Se requiere equilibrar las
respuestas Th1 y Th2. Si las respuestas Th1 y Th2 no estan en equilibrio, se producen diversas enfermedades
inmunitarias. Las células Th1 combaten principalmente con patdgenos, pero las células Th2 estan principalmente
relacionadas con las alergias y las respuestas inflamatorias. Cuando las respuestas Th1 y Th2 estan en condiciones
normales, las células Th2 protegen al cuerpo humano de polvo y materiales no deseados. Sin embargo, si las
células Th2 responden excesivamente, la produccion de IgE anticuerpos se incrementa, lo que provoca las
respuestas alérgicas a proteinas que no son peligrosas para el cuerpo humano, tales como el polen y alimentos. Por
lo tanto, la proporcién de las respuestas Th1 y Th2 debe ser equilibrada. La respuesta excesiva o insuficiente de una
de ellas provoca enfermedades. Ademas, la secrecidon continua de cortisol debido a estrés continuo reduce la
respuesta Th1 y aumenta la respuesta Th2, lo que provoca cancer, enfermedades atépicas, alergias y enfermedades
autoinmunitarias (Elenkov y Chrousos, Stress hormones, Th1/Th2 patterns, pro/anti-inflammatory cytokines and
susceptibility to disease, Trends in Endocrinology and Metabolism, Volumen 10, Noviembre de 1999, paginas 359-
368).

De acuerdo con experimentos in vivo, las bacterias acido lacticas aumentan la producciéon de IL-2 e IFN-y que son
citoquinas Th1 en los linfocitos T y suprimen la produccion de IL-4 y IL-5 que son citoquinas Th2 (Matsuzaki et al.,
The effect of oral feeding of Lactobacillus casei strain Shirota on immunoglobulin E production in mice, Journal of
Dairy Science, Volumen 81, Enero de 1998, paginas 48-53). Mientras tanto, IL-12 e IL-18 son citoquinas importantes
para diferenciar los linfocitos ThO a linfocitos Th1 y son producidas en los macréfagos o células dendriticas. Se sabe
que aumentan la produccioén de IL-12, IL-18 e IFN-a, aumenta dependiendo de la concentracién de bacterias acido
lacticas, cuando los esplenocitos o los macréfagos son tratados con bacterias acido lacticas durante el cultivo. Como
tales, las bacterias acido lacticas aumentan la produccion de IL-12, IL-18 e IFN-a en los macréfagos, promoviendo
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asi la diferenciacion de ThO a Th1 y la induccién de la formacién de IFN-y y por lo tanto las bacterias acido lacticas
juegan un papel en el equilibrio de Th1/Th2 en un estado cebado de respuesta Th2 (Cross et al., Anti-allergy
properties of fermented foods: an important immunoregulatory mechanism of lactic acid bacteria?, International
Immunopharmacology, Volumen 1, Mayo de 2001, paginas 891-901). Por lo tanto, se sabe que las bacterias acido
lacticas previenen y tratan canceres, enfermedades atdpicas, alergias y enfermedades autoinmunitarias inducidas
por el desequilibrio de Th1/Th2 causado por la respuesta excesiva de Th2.

Murosaki et al. (J. Allergy Clinical Immunology, 1998, 102: 57-64) describen la capacidad de una cepa L-137 de
Lactobacillus plantarum destruida por calor para suprimir la produccion de IgE especifica de antigeno alimentado
naturalmente mediante estimulacion de la produccién de IL-12 en ratones. Por este medio, los autores describen la
regulacion inducida por L. plantarum de citoquinas, pero no dicen nada sobre el hecho de que regula la proliferacion
de células T.

El documento US 2007/0148148 A1 se refiere a la cepa PTA-4799 de L. plantarum especifica. En el capitulo la
solicitud ilustra que esta cepa puede inducir citoquinas tales como IL-10, gamma-IFN o TNF-alfa en células
mononucleares de sangre periférica cultivadas in vitro, sin proporcionar ningun dato para esta supuesta induccion.
Ademas esta solicitud no dice nada sobre la posibilidad de regular el desequilibrio de Th1/Th2 mediante el uso de
una cepa de L. plantarum.

El documento EP 1 880 726 A1 se refiere a agentes de modulacién de la funcion inmunitaria y describe la capacidad
de las cepas MEP170401 a MEP170406 de L. plantarum para inducir ciertas citoquinas de tipo Th1. Cabe destacar
que esta solicitud también ilustra la baja resistencia al acido gastrico de estas cepas (capituloy Tabla 1), que
argumenta en contra de su uso como probidticos.

El documento JP 2007 117031 A se refiere a la utilizacion de leche fermentada para ajustar el equilibrio de Th1/Th2
para desplazarlo a la dominancia de Th1. Como ingredientes de la leche fermentada a la aplicacion ilustra cuatro
especies de bacterias diferentes, entre ellas Lactobacillus plantarum sin mostrar qué especie de bacteria y qué cepa
especifica es responsable de la supuesta funcién moduladora del sistema inmunitario.

Descripcion de la invencion
Problema técnico

Mientras buscaban bacterias acido lacticas novedosas que tuvieran excelentes actividades potenciadoras del
sistema inmunitario en comparacién con las bacterias acido lacticas convencionales, los autores de la presente
invencion aislaron e identificaron bacterias Lactobacillus sp. aisladas de los alimentos fermentados tradicionales de
Corea.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona cepas de bacterias Lactobacillus sp. que tienen excelentes efectos en
la potenciacion de la respuesta inmunitaria, en particular, excelentes actividades para promover la producciéon de
IFN-y, una citoquina de tipo Th1, que induce la proliferacion de células inmunitarias generales, y contrarrestar el
desequilibrio de Th1/Th2 causado por una respuesta excesiva de Th2, asi como tienen excelente resistencia al acido
y a la bilis y una fuerte adherencia a las células epiteliales intestinales que constituyen las propiedades basicas de
los probidticos.

La presente invencién también proporciona una composicidon para prevenir o tratar enfermedades intestinales, que
comprende cepas de bacterias Lactobacillus sp..

La presente invenciéon también proporciona una composicion para potenciar la respuesta inmunitaria, que
comprende cepas de bacterias Lactobacillus sp..

Solucion al Problema
De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona Lactobacillus plantarum CJLP243 (depositado
en el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM), fecha de Depdsito: 14 de octubre 2009, Num. de

depdsito: KCCM11045P).

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién para prevenir o tratar
enfermedades intestinales, que comprende Lactobacillus plantarum CJLP243.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicidon para potenciar la respuesta
inmunitaria, que comprende Lactobacillus plantarum CJLP243.

En lo sucesivo, la presente invencion se describira mas completamente con referencia a los dibujos adjuntos, en los
4
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que se muestran realizaciones ilustrativas de la invencion.

El Lactobacillus plaratarum CJLP243 de acuerdo con un aspecto de la presente invencion es una cepa novedosa de
Lactobacillus plantarum aislada e identificada a partir de alimentos fermentados tradicionales de Corea. La comida
fermentada tradicional coreana puede ser kimchi, hortalizas fermentadas, pasta de soja, salsa de soja,
chungkookjang, pescado fermentado, o similares, pero no esta limitada a los mismos.

Un resultado de un andlisis de la secuencia de bases del ARNr 16S para identificar y clasificar Lactobacillus
plantarum mostré que Lactobacillus plantarum CJLP243 tenia la homologia mas alta (99,9%) con una cepa estandar
de Lactobacillus plantarum (Lactobacillus plantarum NBRC15891", Numero de acceso GenBank AB326351) y
mostro la relacion filogenética molecular mas estrecha con Lactobacillus plantarum. Por lo tanto, el susodicho
microorganismo fue identificado como Lactobacillus plantarum, denominado Lactobacillus plantarum CJLP243, y
depositado en el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM) el (NUm. de Deposito: KCCM11045P) de
14 de Octubre de 2009. La secuencia de bases de un gene de ARNr 16S de Lactobacillus plantarum CJLP243 se
muestra en el SEC ID NO: 1 en la lista de secuencias adjunta.

El Lactobacillus plantarum CJLP243 es una bacteria gram-positiva y un anaerobio facultativo que puede crecer en
condiciones aerobias y anaerobias, no produce esporas, no tiene motilidad, y tiene forma de varilla. Las propiedades
morfolégicas y fisiologicas especificas de Lactobacillus plantarum CJLP243 han sido analizadas de acuerdo con
métodos convencionales conocidos en la técnica y se muestra en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1
[Tabla 1]

| Propiedades morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas | Resultados
| Morfologia |Vari|la
Motilidad -
|Espora |-
|Catalasa |-
| Homo-hetero fermentacion | heterofermentacion facultativa
|Pro|iferacién a10°C |+
| Proliferacion a 42°C |+
|Pro|iferacién en NaCl al 7% |+
|Pro|iferacién en NaCl al 10% |-
|Pro|iferacién apH3,8 |+
|Pro|iferacién en condiciones anaerobias |+
|Produccién de CO- utilizando glucosa |-
| Fermentacion de azucar |
|Glicerol |-
| Eritritol -
| D-arabinosa | -
| L-arabinosa | +
|Ribosa |+
|D-xilosa |-
|L-xilosa |-
 Adonitol -
| Xil6sido -
|Ga|actosa |+
|D-g|ucosa |+
| D-fructosa | +
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| Propiedades morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas | Resultados

| D-manosa | +
| L-sorbosa | -
| Ramnosa | +
'Dulcitol -
| Inositol | -
| Manitol | +
'Sorbitol |+
| D-manésido | +
| D-glucésido | +
| Glucosamina | +
|Amigda|ina | +
|Alutina | +
| Esculina | +
| Salicina | +
| Celobiosa | +
| Maltosa | +
| Lactosa | +
Melibiosa |+
| Sacarosa | +
| Trehalosa | +
| Inulina | +
| Melicitosa | +
| D-rafinosa | +
| Almidon |

| Glucogeno |

| Xilitol |

| Gentiobiosa |

| D-turanosa |

| D-lixosa |

| D-tagatosa |

| D-fucosa |

| L-fucosa |

| D-arabitol |

| L-arabitol |

| Gluconato |

| 2-gluconato |

| 5-gluconato |
+: Positivo

-: Negativo
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Con el fin de preservar de forma estable Lactobacillus plantarum CJLP243 durante un largo periodo de tiempo, las
cepas se puede conservar dispensandolas en una solucion de conservacion preparada mezclando agua y glicerol y
el almacenando la dispersion a -70°C, o suspendiéndola en leche desnatada esterilizada al 10% vy liofilizando la
suspension .

Ademas, Lactobacillus plantarum CJLP243 es un probidtico que es eficaz para el alivio de trastornos intestinales y la
potenciacion de la respuesta inmunitaria que son efectos generales de las bacterias acido lacticas.

En este sentido, un probidtico es un microorganismo viable beneficioso para los tractos gastrointestinales de
anfitriones tales como animales incluyendo seres humanos mediante la mejora de los entornos intestinales. Los
probidticos, que son microorganismos vivos que tienen actividades probidticas en una cepa simple o compleja, son
beneficiosos para la flora intestinal cuando se administran a seres humanos o animales en forma seca o
fermentados. El microorganismo probidtico no debe ser influenciado por el jugo gastrico y la bilis, y se requiere que
sea viable en el intestino después de pasar a través del estdmago, habite el intestino, y sea beneficioso para la flora
intestinal de un anfitrién. Por lo tanto, el microorganismo probiético debe tener resistencia al acido y resistencia a la
bilis excelentes, y una fuerte adherencia a las células epiteliales intestinales. Ademas, se requiere que el
microorganismo probidtico sea estable. En este sentido, se llevan a cabo una prueba de licuefaccion de gelatina,
una prueba de fenilalanina desaminasa, una prueba de formaciéon de amoniaco, una prueba de hemdlisis, o
similares. El Lactobacillus plantarum CJLP243 de acuerdo con la presente realizacion es negativo para el ensayo de
licuefaccion de la gelatina, el ensayo de fenilalanina desaminasa, y el ensayo de formacion de amoniaco, y muestra
a-hemolisis indicando que Lactobacillus plantarum CJLP243 no es un patogeno (remitirse al Ejemplo 4), tiene una
excelente resistencia al acido y resistencia a la bilis, y muestra una fuerte adherencia a las células epiteliales
intestinales (remitirse a los Ejemplos 2 y 3).

Lactobacillus plantarum CJLP243 puede tener excelentes efectos en el alivio de trastornos intestinales debido a la
resistencia al acido y la resistencia a la bilis excelentes, y muestra una fuerte adherencia a las células epiteliales
intestinales.

Por lo tanto, otro aspecto de la presente invencién proporciona una composicién para prevenir o tratar enfermedades
intestinales, que comprende Lactobacillus plantarum CJLP243.

La composicion para el tratamiento de enfermedades intestinales que comprende Lactobacillus plantarum CJLP243
puede aplicarse para prevenir o tratar enfermedades intestinales de mamiferos incluyendo seres humanos, por
ejemplo, ganado incluyendo vacas, caballos y cerdos. Tales enfermedades intestinales incluyen infecciones
intestinales por bacterias peligrosas para entornos intestinales y enfermedades inflamatorias del intestino, por
ejemplo, diarrea infecciosa causada por microorganismos patdégenos (E. coli, salmonella y clostridium),
gastroenteritis, enfermedades inflamatorias del intestino, sindrome de enteritis psicdgena, crecimiento excesivo de
microorganismos en el intestino delgado, diarrea, o similares, pero no se limita a las mismas. Los Lactobacillus
plantarum CJLP243 contenidos en la composicion para el tratamiento de enfermedades intestinales pueden ser
bacterias vivas o muertas, y preferiblemente bacterias vivas. En general, las bacterias vivas tratan o aliviar los
sintomas generales causados por la fermentacion anormal en la flora intestinal, habitan el tracto intestinal para evitar
que las bacterias peligrosas se adhieran a los tractos intestinales en seres humanos y animales, y producen acido
lactico para bajar el pH intestinal, suprimiendo de ese modo la proliferaciéon de bacterias peligrosas. Ademas, las
bacterias vivas administradas producen peréxidos con bacteriocina para suprimir la proliferacion de bacterias
peligrosas y ayudar a la actividad de las vellosidades intestinales para absorber los nutrientes. Ademas, las bacterias
vivas pueden producir materiales que ayudan a la absorcién y utilizacion de nutrientes, mejoran los requisitos de
alimentacion del ganado, y producen materiales que neutralizan materias toxicas producidas por los patdégenos.

La composicidon para prevenir o tratar las enfermedades intestinales se puede administrar por via oral, pero el
método de administracion de la composicion no esta limitado. La dosis puede variar de acuerdo con los tipos de
enfermedad intestinal, el grado de gravedad, la edad, el sexo y el origen étnico de los pacientes, y los propositos del
tratamiento o la prevencion. En general, se puede administrar de 10 millones a 100 mil millones de bacterias a un
adulto.

Ademas, Lactobacillus plantarum CJLP243 tiene excelentes efectos en la potenciacion de la respuesta inmunitaria,
asi como efectos en el alivio de trastornos intestinales en comparacion con las bacterias acido lacticas
convencionales. Se encuentra que Lactobacillus plantarum CJLP243 promueve la produccién de citoquinas de tipo
IFN-y, Th-1, induciendo con ello la mejora de la inmunizacién de tipo Th-1. Los efectos sobre la potenciacion de la
respuesta inmunitaria de Lactobacillus plantarum CJLP243 se describira ahora con mas detalle.

Cuando las células inmunitarias aisladas de un bazo de un ratén se trataron con Lactobacillus plantarum CJLP243,
activaron el crecimiento de las células inmunitarias generales inducidas por la respuesta Th2 (Ejemplo 5), y el
aumentaron la produccion de citoquinas de tipo IFN-y, Th1 (Ejemplo 6 ). Se encuentran que la activacion del
crecimiento de células inmunitarias y los efectos potenciadores de la reaccion inmunitaria de tipo Th1 es
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significativamente ventajosa sobre otras bacterias acido lacticas convencionales tales como Lactobacillus rhamnosus
GG (KCTC 5033). Ademas, cuando se administré por via oral Lactobacillus plantarum CJLP243 a los ratones
durante 8 semanas, se demostré que aumentaba la producciéon de IFN-y e IL-2, una citoquina de tipo Th-1, y el
crecimiento de las células T, las células T CD4 y las células T CD8 aumenté en todos los casos. Por lo tanto, se
puede decir que Lactobacillus plantarum CJLP243 produce una cantidad tan grande de IFN-y que promueve la
respuesta de tipo Th1, con lo que no sélo mejora de la inmunidad general, sino también regula el desequilibrio
inmunitario de Th1/Th2.

Se sabe que un aumento en las células inmunitarias generales, especificamente las células T, incluyendo células T
CD4 y las células T CD-8, mejora la inmunidad para ser eficaz para prevenir o tratar una infeccion del tracto
digestivo (intestinal), una infeccién urogenital, una infeccion respiratoria, una infeccioén por Helicobacter o reacciones
alérgicas (infeccion del tracto digestivo (intestinal); Jain S, Yadav H, Sinha PR. Probiotic dahi containing
Lactobacillus casei protects against Salmonella enteritidis infection and modulates immune response in mice. J Med
Food. Jun 2009;12(3):576-83., la infecciéon urogenital; Zarate G, Santos V, Nader-Macias ME. Protective effect of
vaginal Lactobacillus paracasei CRL 1289 against urogenital infection produced by Staphylococcus aureus in a
mouse animal model. Infect Dis Obstet Gynecol. 2009;2009: 48358. Epub 29 Mar. 2007, respiratory
infection; Yasuda Y, Matsumura Y, Kasahara K, Ouji N, Sugiura S, Mikasa K, Kita E. Microbial exposure early in life
regulates airway inflammation in mice after infection with Streptococcus pneumoniae with enhancement of local
resistance. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 25 Sep. 2009 [Epub antes de la edicion impresa]; o la infeccion por
helicobacter (Boyanova L, Stephanova-Kondratenko M, Mitov |. Anti-Helicobacter pylori activity of Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus strains: preliminary report. Lett Appl Microbiol. Mayo de 2009;48(5):579-84. Epub 2009
9 de Mar.) y las reacciones alérgicas (Ouwehand AC, Nermes M, Collado MC, Rautonen N, Salminen S, Isolauri E.
Specific probiotics alleviate allergic rhinitis during the birch pollen season. World J Gastroenterol. 14 Jul
2009;15(26):3261-8). Por lo tanto, los resultados experimentales muestran que Lactobacillus plantarum CJLP243 es
eficaz para prevenir o tratar una infeccion del tracto digestivo (intestinal), una infeccion urogenital, una infeccion
respiratoria, una infeccion por Helicobacter o una reaccion alérgica, debido a la potenciacién de la inmunidad general
que resulta de la activacion del crecimiento de las células T.

Recientemente, se ha informado de que las células Th2 aumentan relativamente en la sangre periférica y en
lesiones de la piel en pacientes con dermatitis atopica (Miraglia et. al, Immune dys-regulation in atopic dermatitis,
Allergy and Asthma Proceedings, Volumen 27, Noviembre-Diciembre de 2006, paginas 451-455). Por lo tanto, un
desequilibrio de Th1/Th2 causado por un exceso de respuesta Th2 induce enfermedades tales como la dermatitis
atopica. Ademas, como se ha descrito anteriormente, el exceso de respuesta o una respuesta insuficiente de Th1 o
Th2 causa un brote de enfermedades. Si la respuesta Th1 disminuye y la respuesta Th2 aumenta, se sabe que se
producen canceres, enfermedades atépicas, alergias y enfermedades autoinmunitarias (Elenkov and Chrousos,
Stress hormones, Th1/Th2 patterns, pro/anti-inflammatory cytokines and susceptibility to disease, Trends in
Endocrinology and Metabolism, Volumen 10, Noviembre de 1999, paginas 359-368). Por lo tanto, se espera que
Lactobacillus plantarum CJLP243 se pueda aplicar no solo a las enfermedades y las alergias atdpicas, sino también
a canceres y enfermedades autoinmunitarias puesto que Lactobacillus plantarum CJLP243 controla un desequilibrio
de Th1/Th2 mediante la promocién de reacciones de tipo Th1.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona una composicién para potenciar la respuesta inmunitaria, que
comprende Lactobacillus plantarum CJLP243. La composicidon para potenciar la respuesta inmunitaria es eficaz para
reforzar la respuesta inmunitaria puesto que Lactobacillus plantarum CJLP243 es una bacteria acido lactica que es
eficaz para potenciar la respuesta inmunitaria como se ha descrito anteriormente. En particular, como se demuestra
mediante los ejemplos descritos a continuacion, Lactobacillus plantarum CJLP243 es eficaz para activar el
crecimiento de las células inmunitarias generales, y por lo tanto la composicion para potenciar la respuesta
inmunitaria es eficaz para prevenir o tratar una infeccién del tubo digestivo (intestinal), una infeccién urogenital, una
infeccion respiratoria, una infeccion por Helicobacter y una reaccion alérgica. Ademas, la composicion para potenciar
la respuesta inmunitaria es eficaz para prevenir o tratar las enfermedades causadas por un desequilibrio de Th1/Th2,
ya que CJLP243 es eficaz para promover la respuesta Th1. Por lo tanto, la composicion para potenciar la respuesta
inmunitaria se puede utilizar con eficacia para la prevencion o el tratamiento de la enfermedades atopicas, alergias,
cancer y enfermedades autoinmunitarias. Las enfermedades autoinmunitarias incluyen asma, fiebre del heno, y
similares.

La composicién para potenciar la respuesta inmunitaria se puede administrar por via oral, pero el método de
administracion de la composicién no esta limitado. La dosis puede variar de acuerdo con el tipo de enfermedad, la
inmunidad que necesita ser mejorada, el grado de gravedad, la edad, el sexo, y el origen étnico de los pacientes, y
los fines del tratamiento o la prevencion. En general, se pueden administrar a un adulto de 10 millones a 100 mil
millones de bacterias.

La composicion para prevenir o tratar enfermedades intestinales, que comprende Lactobacillus plantarum CJLP243
y la composicidon para potenciar la respuesta inmunitaria que comprende Lactobacillus plantarum CJLP243, utiliza
bacterias acido lacticas, cuya seguridad esta demostrada, y de este modo las composiciones se pueden aplicar a
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productos farmacéuticos, alimentos funcionales, cosméticos, alimentos para ganado, o aditivos para la alimentacion
del ganado, sin ninguna preocupacion sobre los efectos secundarios.

Si la composicion se utiliza como productos farmacéuticos, la composicion puede formularse en formulaciones
farmacéuticas que se utilizan cominmente en la técnica. Los productos farmacéuticos pueden ser formulaciones
para administracion oral tales como liquidos, suspensiones, polvos, granulos, comprimidos, capsulas, pildoras, o
extractos.

Mientras se formula la composicién, se pueden afadir a las formulaciones excipientes o aditivos compatibles
farmacéuticamente aceptables. La formulacion para administracion oral puede incluir al menos uno seleccionado del
grupo que consiste de un diluyente, un lubricante, un aglutinante, un disgregante, un edulcorante, un estabilizador, y
un conservante, como excipiente, y al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un agente aromatizante,
una vitamina, y un antioxidante, como aditivo.

El excipiente y el aditivo pueden ser cualquier material farmacéuticamente aceptable. En particular, el diluyente
puede ser acido lactico, almidén de maiz, aceite de soja, celulosa microcristalina, o manitol, el lubricante puede ser
estearato de magnesio o talco, y el aglutinante puede ser polivinilpirrolidona o hidroxipropilcelulosa. Ademas, los
disgregantes pueden ser carboximetilcelulosa de calcio, glicolato de almidén sédico, polacrilina de potasio, o
crospovidona, el edulcorante puede ser azucar blanco, fructosa, sorbitol, o aspartamo, el estabilizador puede ser
carboximetilcelulosa sdédica, B-ciclodextrina, cera blanca, o goma de xantano, y el conservante pueden ser
paraoxibenzoato de metilo, paraoxibenzoato de propilo, o sorbato de potasio.

Ademas de las sustancias anteriores, se pueden afiadir a la formulaciéon un aroma natural tal como aroma de ciruela,
aroma de limén, aroma de pifia, o aroma de hierbas, un zumo de fruta natural, un colorante natural tal como
clorofilina o flavonoide, un agente edulcorante tal como fructosa, miel, alcohol de azucar, o azucar, o un acidulante,
tal como acido citrico o citrato de sodio, o combinaciones de los mismos con el fin de mejorar el sabor.

Este método de formulacion, y los excipientes y aditivos para la formulacién se describen en detalle en Remington's
Pharmaceutical Sciences (19% ed., 1995).

La composicién se puede utilizar como alimento. El alimento puede incluir no sélo alimentos funcionales, sino
también alimentos cotidianos. La composicién utilizada como alimento funcional se puede formular en una variedad
de formulaciones que se utilizan comunmente en la técnica con excipientes o aditivos fisioldgicamente aceptables. El
alimento funcional puede ser polvo, granulos, comprimidos, capsulas, suspensiones, emulsiones, jarabes, liquidos,
extractos, té, jalea, bebidas, o similares. Se pueden utilizar excipientes o aditivos fisioldgicamente aceptables
cualesquiera que se utilizan cominmente en la técnica.

Debido a su eficacia para prevenir o tratar enfermedades atépicas, la composiciéon puede ser utilizado en
cosmeéticos. La composicion utilizada en cosméticos se puede formular en una variedad de formulaciones que se
utilizan comunmente en la técnica. Durante la preparacion de las formulaciones, pueden afiadirse a las mismas
excipientes o aditivos que sean aceptables para los cosméticos.

La composicion puede ser utilizada como alimento para animales o aditivos de alimento para animales.

Si la composicién se utiliza como un aditivo de alimento para animales, la composicion puede ser un liquido con alta
concentracion que oscila de 20 a 90% o se pueden preparar en forma de polvo o granulos. El aditivo de alimento
para animales puede incluir al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un acido organico tal como acido
citrico, acido fumarico, acido adipico, acido lactico o acido malico, una sal fosfato tal como fosfato de sodio, fosfato
de potasio, pirofosfato acido, o polifosfato (fosfato polimerizado), y un antioxidante natural tal como polifenol,
catequina, a-tocoferol, extracto de romero, vitamina C, extracto de té verde, extracto de regaliz, quitosano, acido
tanico o acido fitico. La composicion utilizada como alimento para el ganado se puede formular en una variedad de
formulaciones que se utilizan comunmente en la técnica con ingredientes cominmente utilizados en la alimentacion
del ganado.

El aditivo de alimento para animales y el alimento para animales pueden incluir cereales tales como trigo en polvo o
pulverizado, avena, cebada, maiz o arroz; alimento para animales con proteina vegetal que contiene colza, habas, o
girasol como ingrediente principal; alimento para animales con proteinas animales tales como sangre en polvo,
carne en polvo, hueso en polvo, o pescado en polvo; azucar; y productos lacteos tales como leche en polvo y suero
de leche en polvo. El aditivo de alimento para animales y el alimento para animales pueden incluir adicionalmente
suplementos de nutrientes, agentes para ayudar a la digestion y la absorcion, sustancias promotoras del
crecimiento, o similares.

El aditivo de alimento para animales solo se puede administrar a animales o se puede combinar con otro aditivo de
alimento para animales en excipientes comestibles que van a ser administrados. Ademas, el aditivo de alimento para
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animales puede administrarse como aderezo al alimento para animales o en forma de una mezcla con el alimento
para animales. Alternativamente, el aditivo del alimento para animales puede ser administrado por via oral por
separado del alimento para animales como una formulacién separada. Si el aditivo de alimento para animales se
administra por separado del alimento para animales, se combina con excipientes comestibles farmacéuticamente
aceptables para preparar una formulacion de liberacion inmediata o de liberacion sostenida. Los soportes
comestibles pueden ser solidos o liquidos, tales como almidén de maiz, lactosa, sacarosa, escamas de soja, aceite
de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o propilenglicol. Si se utiliza un excipiente soélido, el aditivo de
alimento para animales puede estar en forma de comprimidos, capsulas, polvos, trociscos o pastillas, o un aderezo
no dispersado. Si se utiliza un excipiente liquido, el aditivo de alimento para animales puede estar en forma de
capsulas blandas de gelatina, una suspension de jarabe, una emulsién, o una solucion.

El alimento para animales puede incluir una harina de cereales organica que contiene proteina que se utiliza
comunmente para satisfacer la demanda de la dieta de los animales. La harina de cereales que contiene proteina
puede incluir harina de maiz, de habas, o una mezcla de harina de maiz/habas.

Ademas, el aditivo de alimento para animales y el alimento para animales pueden incluir aditivos tales como un
conservante, un estabilizador, un agente humectante, un emulsionante, y un agente solubilizante. El aditivo de
alimento para animales puede ser afiadido al alimento para animales mediante infiltracion, pulverizacion, y
mezclado.

El alimento para animales o el aditivo de alimento para animales se pueden aplicar a alimentos para animales de
diversos animales tales como mamiferos, aves y peces. Los mamiferos incluyen cerdos, vacas, ovejas, cabras,
roedores de experimentacion, y animales domésticos (por ejemplo, perros y gatos). Las aves de corral incluye pollos,
pavos, patos, gansos, faisanes, y codornices, y los peces incluye la trucha. Sin embargo, el ganado no esta limitado
por los mismos

Efectos ventajosos de la invencion

Como se describié anteriormente, Lactobacillus plantarum CJLP243 de acuerdo con la presente invencién es un
probiotico que tiene resistencia al acido, resistencia a la bilis excelentes, y una fuerte adherencia a las células
epiteliales intestinales, y por lo tanto es eficaz para aliviar trastornos intestinales. Ademas, Lactobacillus plantarum
CJLP243 es eficaz para prevenir o tratar diversas enfermedades debido a sus efectos potenciadores de la
inmunidad resultantes de la promocién del crecimiento de células inmunitarias generales, incluyendo las células T.
Particularmente, Lactobacillus plantarum CJLP243 promueve la respuesta Th1 y por lo tanto es eficaz para el
tratamiento de enfermedades causadas por un desequilibrio Th1/Th2 debido a la respuesta excesiva de Th2. Por lo
tanto, Lactobacillus plantarum CJLP243 acuerdo con la presente invencién se puede aplicar a una composicion para
el tratamiento de enfermedades intestinales y una composicion para potenciar la respuesta inmunitaria.

Breve descripcion de los dibujos

Las anteriores y otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran mas evidentes mediante la
descripcion en detalle de las realizaciones ilustrativas de la misma con referencia a los dibujos adjuntos en los que:

La FIG. 1 es un grafico que ilustra la resistencia al acido de Lactobacillus plantarum CJLP243;

La FIG. 2 es un grafico que ilustra la resistencia a la bilis de Lactobacillus plantarum CJLP243;

La FIG. 3 es un grafico que ilustra la capacidad de Lactobacillus plantarum CJLP243 para adherirse a las
células intestinales epiteliales.

La FIG. 4 es un grafico que ilustra los resultados de un ensayo MTT que se llevo a cabo en las células
inmunitarias de bazo, que se aislaron a partir de ratones y se cultivan ex vivo, y después se trataron con
Lactobacillus plantarum CJLP243, en comparacién con los principales grupos de tratamiento con mitégeno,
un grupo de tratamiento con 3-glucano y un grupo de tratamiento con Lactobacillus rhamnosus GG.

La FIG. 5 es un grafico que ilustra los resultados de un ensayo de IFN-y, que se llevo a cabo sobre células
inmunitarias de bazo que se aislaron a partir de ratones y se cultivaron ex vivo, y a continuacién se trataron
con Lactobacillus plantarum CJLP243, en comparacion con un grupo de tratamiento con mitdgeno principal,
un grupo de tratamiento con 3-glucano y un de grupo de tratamiento con Lactobacillus rhamnosus GG.

La FIG. 6 es un grafico que ilustra un peso corporal medido inmediatamente antes de sacrificar los ratones
a los que se habian administrado oralmente las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum, en
comparacion con un grupo de control negativo y un grupo al que se habia administrado Lactobacillus
rhamnosus GG.

La FIG. 7 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos mediante la medicién de un cambio en la
poblacién de células T con el fin de identificar el efecto de cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum sobre
células inmunitarias en el bazo aislado después de sacrificar los ratones a los que se habian administrado
por via oral las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum, en comparacién con un grupo de control
negativo y un grupo al que se habia administrado Lactobacillus rhamnosus GG.
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La FIG. 8 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos mediante la medicién de un cambio en la
poblacién de células T CD4 con el fin de identificar el efecto de las cepas CJLP243 de Lactobacillus
plantarum sobre las células inmunitarias en el bazo aislado después de sacrificar los ratones a los que se
habian administrado por via oral cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum, en comparaciéon con un grupo
de control negativo y un grupo al que se habia administrado Lactobacillus rhamnosus GG.

La FIG. 9 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos mediante la medicién de un cambio en la
poblacién de células T CD8 con el fin de identificar el efecto de las cepas CJLP243 de Lactobacillus
plantarum en las células inmunitarias en el bazo aislado después de sacrificar los ratones a los que se
habian administrado por via oral cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum, en comparaciéon con un grupo
de control negativo y un grupo al que se habia administrado Lactobacillus rhamnosus GG.

La FIG. 10 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos mediante la mediciéon de la cantidad de IL-2
producida por las células T a partir de células de bazo que se obtuvieron a partir del bazo aislado después
de sacrificar los ratones a los que se habian administrado por via oral cepas CJLP243 de Lactobacillus
plantarum y que se habian estimulado después con ConA ex vivo, utilizando un método de ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), con el fin de identificar el efecto de Lactobacillus plantarum
CJLP243 en la activacion de las células T, en comparacion con un grupo de control negativo y un grupo al
que se habia administrado Lactobacillus rhamnosus GG.

La FIG. 11 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos mediante la medicion de la cantidad de IFN-y
producido por las células T a partir de células de bazo que se obtuvieron a partir del bazo aislado después
de sacrificar los ratones a los que se habian administrado oralmente cepas CJLP243 de Lactobacillus
plantarum y que se habian estimulado después con ConA ex vivo, utilizando el método ELISA, con el fin de
identificar el efecto de Lactobacillus plantarum CJLP243 en la activaciéon de las células T, en comparacion
con un grupo de control negativo y un grupo al que se habia administrado Lactobacillus rhamnosus GG.

Modo para la invencion

En lo sucesivo, la presente invencion se describira en detalle con referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo,
no se pretende que estos ejemplos limiten el propdsito y alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Aislamiento e identificacion de cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum

Se realizaron frotis de cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum aisladas de kimchi sobre un medio MRS sdlido
(Difco, EE.UU.) que contenia agar al 1,5%, y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Las colonias que se demostro
que eran puras se recogieron mediante un asa de siembra y se incubaron en un medio MRS liquido (Difco, EE.UU.)
a 37°C durante 18 a 24 horas.

A continuacién, se midieron las propiedades morfolégicas y fisiolégicas de las cepas CJLP243 de Lactobacillus
plantarum utilizando un método descrito por Kim etf. al. (Kim et. al., Leuconostoc inhae sp. nov., a lactic acid
bacterium isolated from kimchi, International Journal of Systematic and Evolutional Microbiology, Volumen 53, Julio
de 2003, paginas 1123-1126), y utilizando kits API50CH y APIS0CHL (Biomerio). Las propiedades morfoldgicas y
fisiolégicas identificadas de Lactobacillus plantarum CJLP243 se enumeran en la Tabla 1 anterior.

Ademas, se analiz6 una secuencia de bases de un gen de ARNr 16S para identificar y clasificar bacterias acido
lacticas. La determinacion y el analisis de la secuencia de bases del gen de ARNr 16S se llevaron a cabo utilizando
un método descrito por Kim et. al. (Kim et. al., Leuconostoc kimchii sp. nov., a new species from kimchi. International
Journal of Systematic and Evolutional Microbiology, Volumen 50, Septiembre de 2000, paginas 1915-1919. Como
resultado, la secuencia de bases del gen de ARNr 16S de Lactobacillus plantarum CJLP243 se muestra en el SEC
ID NO: 1 en la lista de secuencias adjunta.

Como resultado de un analisis de la secuencia de bases de ARNr 16S, una cepa CJLP243 de Lactobacillus
plantarum tenia la homologia mas alta (99,9%) con una cepa convencional de Lactobacillus plantarum (Lactobacillus
plantarum NBRC1589‘IT, Numero de acceso GenBank AB326351), y se identifico, se nombré Lactobacillus
plantarum CJLP243, y deposito en el Centro Coreano de Cultivo de Microorganismos (KCCM) el 14 de Octubre de
2009 (Num. de deposito: KCCM11045P).

Ejemplo 2: Ensayo de resistencia al acido en el ensayo de resistencia al jugo gastrico y a la bilis artificial en bilis
artificial para las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum

Se llevo a cabo un ensayo de resistencia al acido en un jugo gastrico artificial utilizando un jugo gastrico artificial
preparado utilizando un método modificado referido por Kobayashi et. al., (Kobayashi et. al., Studies on biological
characteristics of Lactobacillus: Il. Tolerance of the multiple antibiotic resistance strain, L. casei PSR3002, to artificial
digestive fluids. Japan Journal of Microbiology. Volumen 29, Julio de 1974, paginas 691-697). En particular, el jugo
gastrico artificial se preparé ajustando el pH de un medio MRS liquido a 2,5 utilizando HCI, afiadiendo pepsina a una
concentracion de 1.000 unidades/mL, y esterilizando el medio.
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Las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum aisladas e identificadas en el Ejemplo 1 e incubadas en un medio
MRS liquido a 37°C durante 18 horas se centrifugaron para precipitar las cepas, y se lavaron dos veces con solucion
salina esterilizada (NaCl al 0,85%). A continuacion, la suspension de las cepas se inoculd en un medio de control y
el jugo gastrico artificial a una concentracion de aproximadamente 10’ ufc/mL. Se midié el nimero de cepas que
sobrevivieron al principio de la inoculacion y después de 3 horas de la inoculacién mientras se cultivaban a 37°C, en
donde el numero total de cepas se midio diluyendo las cepas 10 veces con una solucién tamponada con fosfato (pH
6,8) que contenia KH2PO4, Na;HPO, L-cisteina, HCI, Tween 80, y similares.

Se llevo a cabo un ensayo de resistencia a la bilis en bilis artificial de acuerdo con un método descrito por Casey et.
al. (Casey et. al.,, Isolation and characterization of anti-Salmonella lactic acid bacteria from the porcine
gastrointestinal tract, Letters in Applied Microbiology. Volumen 39, 2004, paginas 431-438). El Lactobacillus
plantarum CJLP243 se incubd en el medio que se preparé mediante la adicion de bilis al 0,3% de un toro al medio
MRS liquido utilizado en el ensayo de resistencia al acido anteriormente. Las cepas se inocularon de la misma
manera que en el ensayo de resistencia al acido anterior, y se midié el nimero de cepas que sobrevivian al principio
de la inoculacion y después de 12 y 24 horas de la inoculacion.

El ensayo de resistencia al acido y el ensayo de resistencia a la bilis de Lactobaillus rhamnosus GG (KCTC 5033) se
llevaron a cabo de la misma manera que en los ensayos de Lactobacillus plantarum CJLP243 para la comparacion.

Los resultados se muestran en las FIG. 1. y 2. La FIG. 1 es un grafico que ilustra la resistencia al acido de
Lactobacillus plantarum CJLP243. La FIG. 2 es un grafico que ilustra la resistencia a la bilis de Lactobacillus
plantarum CJLP243.

De acuerdo con las FIG. 1y 2, Lactobacillus plantarum CJLP243 tenia resistencia al acido y resistencia a la bilis
igual o mayor en comparacién con otras bacterias acido lacticas. Esto indica que Lactobacillus plantarum CJLP243
de acuerdo con la presente invencion puede alcanzar los intestinos sin ser afectado por el jugo gastrico y habitar en
los intestinos sin ser afectado por la bilis.

Ejemplo 3: Adherencia de cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum a células epiteliales del intestino

Se obtuvo HT-29 del Banco de Lineas Celulares de Corea (KCLB) como célula animal para someter a ensayo la
adherencia a las células epiteliales intestinales, y se llevo a cabo el ensayo usando los métodos referidos por Kim et.
al. (Kim et. al., Probiotic properties of Lactobacillus and Bifidobacterium strains isolated from porcine gastrointestinal
tract, Applied Microbiology and Biotechnology, Volumen 74, Abril de 2007, paginas 1103-1111) y por Hirano et. al.
(Hirano et. al., The effect of Lactobacillus rhamnosus on enterohemorrhagic Escherichia coliinfection of human
intestinal cells in vitro, Microbiology and Immunology, Volumen 47, 2003, paginas 405-109).

Las células HT-29 se cultivaron en un medio RPMI 1640 (Gibco, EE.UU.) que contenia suero bovino fetal (FBS) al
10% inactivado por calor, L-glutamina al 1%, penicilina G (100 Ul/mL) y estreptomicina (100 mg/mL) en presencia de
CO, al 5% a 37°C. Con el fin de medir la capacidad de adherencia y la capacidad inhibidora de la adherencia, las
células HT-29 se dividieron en una placa de 24 pocillos de tal manera que el numero de células HT-29 por pocillo fue
de 1,0 x 10° células/mL. Las células HT-29 se cultivaron mientras se alteraban los medios de cultivo cada dos dias
hasta que se formé completamente una monocapa. La monocapa de células HT-29 completamente formada se lavé
cinco veces con solucién de tampén PBS a 25°C, y se afiadieron 0,5 mL de un medio RPMI 1640 sin antibioticos a la
misma.

Se suspendid Lactobacillus plantarum CJLP243 en un medio RPMI a una concentracién de aproximadamente 1,0 x
10° ufc/mL, y la suspension se inocul6 en la placa de 24 pocillos preparada anteriormente y se incubd en presencia
de CO; al 5% a 37°C durante 2 horas. Cuando se complet6 la incubacion, la placa de 24 pocillos se lavo tres veces
con la solucién de tampén PBS mientras se agitaba a 200 rpm durante 3 minutos con el fin de eliminar cepas que no
se adhieren a la placa de pocillos y para identificar las cepas que tienen una capacidad para adherirse a la célula
durante el lavado. Después del lavado, se afiadio a los pocillos tripsina-EDTA al 0,2% para aislar las células
adheridas. Las células aisladas se diluyeron en agua peptonada por medio de un método de dilucion seriada y se
aplicaron mediante frotis a una placa de agar MRS y, a continuacioén se cultivaron a 37°C durante 24 horas. Después
del cultivo, se conté el numero de cepas.

Por separado, con el fin de determinar la adherencia parcial, después de fijar un cubreobjetos de vidrio
completamente esterilizado por inmersion en alcohol del 70% durante un dia estaba unido a la parte inferior de una
placa de Petri e incubar las células HT-29, se afiadié a esto la misma cantidad de bacterias acido lacticas que se
habia utilizado anteriormente, y después se cultivo y se lavé de la misma manera que se ha descrito anteriormente.
Las bacterias acido lacticas que no se lavaron y se adhirieron a las células HT-29 se secaron y se tifieron utilizando
la tincién de Gram. Las bacterias tefiidas se observaron utilizando un microscopio éptico y se midié el niumero de
cepas. Se llevaron a cabo los mismos experimentos utilizando Lactobaillus rhamnosus GG (KCTC 5033).
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Los resultados se muestran en la FIG. 3. La FIG. 3 es un grafico que ilustra una capacidad de adherencia de
Lactobacillus plantarum CJLP243 a células epiteliales del intestino.

Haciendo referencia a la FIG. 3, Lactobacillus plantarum CJLP243 tenia una mayor capacidad de adherencia a las
células epiteliales intestinales después de 24 horas en comparacion con Lactobacillus rhamnosus GG (KCTC 5033)
comercialmente bien conocida como probiético. De acuerdo con estos resultados, puede observarse que
Lactobacillus plantarum CJLP243 de acuerdo con un aspecto de la presente invenciéon es capaz de adherirse a las
células epiteliales intestinales, mejorando asi los entornos intestinales.

Ejemplo 4: Ensayo de seguridad de las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum

Con el fin de evaluar la seguridad de las cepas aisladas en el Ejemplo 1, se llevaron a cabo una prueba de
hemdlisis, una prueba de licuefaccion de la gelatina, una prueba de formacién de metabolitos peligrosos (amoniaco),
y una prueba de fenilalanina desaminasa de acuerdo con los métodos de prueba de seguridad sugeridas por una
norma colectiva de la Korean Bio Venture Association.

Los resultados se muestran en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2
[Tabla 2]

|Seguridad de Lactobacillus plantarum CJLP243
|Cepas | Prueba

prueba de licuefaccién de la | prueba de fenilalanina prueba de prueba de formacion de

gelatina desaminasa hemdlisis amoniaco
CJLP243 |negativo negativo a-hemolisis, negativo

seguro

De acuerdo con los resultados, Lactobacillus plantarum CJLP243 fue negativo para la prueba de licuefaccion de la
gelatina, la prueba de formaciéon de metabolitos peligrosos (amoniaco), y la prueba de fenilalanina desaminasa, y
mostré a-hemdlisis que se estima no estaba relacionada con un patégeno. De este modo, se comprobd que
Lactobacillus plantarum CJLP243 se puede administrar de forma segura para el cuerpo humano.

Ejemplo 5: Crecimiento de las células inmunitarias de ratén a modo de experimento ex vivo

Con el fin de identificar la capacidad potenciadora inmunolégica de Lactobacillus plantarum CJLP 243, se identificd
el crecimiento de las células inmunitarias de ratén mediante un ensayo MTT. El ensayo MTT se realiz6 como sigue
de acuerdo con las instrucciones del fabricante de un kit de ensayo MTT (Promega, nimero de cat. G5430). En
primer lugar, se diluyeron las células inmunitarias obtenidas mediante la eliminacién de células de la sangre de
esplenocitos de un ratén B6 en un medio RPMI 1640 que contenia suero bovino fetal al 10%. Después, las células
inmunitarias se sembraron en la placa de 96 pocillos en la cantidad de 1 x 10° células/pocillo (volumen total de 200
pl). Después de que se completo la siembra de las células inmunitarias, se afiadieron a cada pocillo Lactobacillus
plantarum CJLP 243 vivos (5 x 10° células) y se cultivaron a 37°C en una incubadora con CO2 al 5% durante 3 dias.
Después de 3 dias, se retiraron 100 pyf de medio 1 hora antes del ensayo MTT con el fin de prepararse para el
ensayo MTT. A continuacion, se dispensaron a cada pocillo 20 pf de solucion de MTT (2 mg/mL), y después se
cultivd a 37°C durante 1 hora. Después, se midié la absorbancia a 490 nm usando un lector de ELISA (Molecular
Device, EE.UU.). Este procedimiento se repitié al menos 3 veces. En este procedimiento, en los grupos de control
positivo, cada uno a una concentracion de 10 mg/mL, se utilizaron concanavalina A (Con A; Numero de cat. Sigma
L6397), fitohemaglutamina (PHA; ndmero de cat Sigma L8902), o lipopolisacarido (LPS; Numero de cat. Sigma
L4516), que son los principales mitégenos. Por otra parte, se adquirid (-glucano puro al 99% de Sigma Chemical
(numero de cat G5011, EE.UU.) y se utilizé a la concentracion final de 1,25 g/mL para comparar la capacidad de
potenciacion inmunoldgica. Los resultados se muestran en la figura. 4.

La FIG. 4 es un grafico que ilustra los resultados del ensayo MTT que se realizé sobre las células inmunitarias de
bazo, que se aislaron de un ratdn y se cultivaron ex vivo, y después se tratdé con Lactobacillus plantarum CJLP243.

Haciendo referencia a la FIG. 4, se puede decir que Lactobacillus plantarum CJLP243 tiene capacidad superior para
activar el crecimiento de los esplenocitos en comparacion con los principales mitégenos, R-glucano, y Lactobacillus
rhamnosus GG (KCTC 5033), y por lo tanto se confirma que es capaz de inducir la potenciacion de la inmunidad.

Ejemplo 6: Capacidad de producir IFN-y utilizando el analisis de citoquinas

Con el fin de identificar una capacidad de potenciar el sistema inmunitario de Lactobacillus plantarum CJLP243 en
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un antigeno foraneo, se midi6 la capacidad de produccion de IFN-y, una citoquina de tipo Th1, utilizando un ensayo
ELISA. En primer lugar, se diluyeron las células inmunitarias obtenidas mediante la eliminacién de células de la
sangre a partir de esplenocitos de un ratén B6 en un medio RPMI 1640 que contenia suero bovmo fetal al 10%.
Después, las células inmunitarias se sembraron en la placa de 96 pocillos en la cantidad de 1 x 10° células/pocillo
(volumen total de 200 pf). Después de que se completo la siembra de las células inmunitarias, se afiadieron a cada
pocillo Lactobacillus plantarum CJLP 243 vivas (5 x 10° células) y se cultivaron a 37°C en una incubadora con CO; al
5% durante 3 dias. Después de 3 dias, se retiraron 50 (£ del medio de cultivo y se midié la cantidad de IFN-y
contenida en el mismo utilizando el ensayo ELISA. Para llevar a cabo el ensayo ELISA, una placa de ELISA se
revistié con un anticuerpo IFN-y a temperatura ambiente durante 4 horas, y a continuacion se afiadieron a la misma
50 £ del medio de cultivo y se cultivaron a temperatura ambiente. Después, el medio de cultivo se eliminé de la
placa de ELISA, que después se recubrié con un anticuerpo para IFN-y biotinilado (BD Bioscience, nimero de cat.
554410), que es un segundo anticuerpo, a temperatura ambiente durante aproximadamente 2 horas. La reaccion de
color se indujo mediante estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante (Vectore, nimero de cat. SA-
5004) y su sustrato, TMB (3,3',5,5"-tetrametilbencidina, KPL, nimero de cat. 50-76-03). Después de llevar a cabo la
reaccion de color, se afiadieron 100 pg/mL de solucién de parada (HCI3M) a la placa con el fin de detener la
reaccion de color. En este momento, la reaccion de color mostré el cambio de color de azul a amarillo, y la
absorbancia se midié a 450 nm utilizando un lector de ELISA (Molecular Device, EE.UU.) después de que se detuvo
la reaccion de color. Este procedimiento se repitid al menos 3 veces. En estos procedimientos, en los grupos
positivos de control se utilizaron concanavalina A (Con A; nimero de cat. Sigma L6397), fitohemaglutamina (PHA;
numero de cat. Sigma L8902), o lipopolisacarido (LPS; numero de cat. Sigma L4516), que son los principales
mitégenos, cada uno a la concentracion de 10 pg/mL. Adicionalmente, se adquirié B-glucano al 99% puro de Sigma
Chemical (numero de cat. G5011, EE.UU.) y se utilizd6 en una cantidad de 1,25 mg al final para comparar la
capacidad de potenciacion inmunoldgica. Los resultados se muestran en la FIG. 5.

La FIG. 5 es un grafico que ilustra los resultados del ensayo de IFN-y que se realizé sobre las células inmunitarias
del bazo que se aislaron de raton y se cultivaron ex vivo, y después se trataron con Lactobacillus plantarum
CJLP243.

Haciendo referencia a la figura. 5, se puede decir que Lactobacillus plantarum CJLP243 tiene capacidad inferior a
los principales mitégenos que son grupos de control positivo, pero capacidad significativamente superior a
Lactobacillus rhamnosus GG (KCTC 5033) con respecto a la produccion de IFN-y, y por lo tanto se confirma que es
capaz de inducir la inmunidad de tipo Th1 potenciada.

Ejemplo 7: Inmunidad potenciada de la cepa CJLP243 de Lactobacillus plantarum cuando se administra por via oral

Se llevé a cabo como un ensayo para la identificacion de la potenciacion de la inmunidad de una cepa CJLP243 de
Lactobacillus plantarum cuando se administra por via oral de la siguiente manera.

Se adquirieron ratones Balb/c hembras de 4 semanas de edad, y se mantuvieron para la estabilizacion durante 1
semana en una sala de cria de animales, que estaba en la condicion SPF mantenida a una temperatura de 24 + 2°C
y una humedad de 55 *+ 15%. A los ratones se les proporcion6 alimento general en polvo para animales a lo que se
afadieron algunos antibidticos, y se les proporciond agua ad libitum. Cada Lactobacillus rhamnosus GG y
Lactobacillus plantarum CJLP 243 se proces6 en forma de polvo liofilizado, que se mantuvo refrigerado. Las
bacterias acido lacticas se mezclaron unlformemente con el alimento en polvo para animales y se administraron
oralmente a los ratones a una dosis de 2,5 x 10'° UFC/dia/raton. El peso de cada ratén se midié durante 8 semanas
durante la administracion, y a continuacion todos los ratones fueron sacrificados para los siguientes experimentos.

Se retird el bazo de cada ratén sacrificado, y se midieron su longitud y su peso. El bazo fue aplastado utilizando un
émbolo de una jeringa y se filir6 a través de una malla con el fin de separar las células, y estos procedimientos se
llevaron a cabo en un tampén ACK. Las células separadas se contaron utilizando un microscopio.

Con el fin de identificar el cambio en la composiciéon de células inmunitarias en los esplenocitos separados, las
células T en las células separadas se tifieron con anticuerpos anti-Thy1.2-FITC, y las células B se tifieron con
anticuerpos anti-CD 19-FITC. Las células T CD se tifieron con anticuerpos anti-Thy1.2-FITC y anticuerpos anti-CD4-
PE, y las células CD8 se tifieron con anticuerpos anti-Thy1.2-FITC y anticuerpos anti-CD8-PE. Se analizaron las
células tefiidas en cada tejido para determinar su proporcion de composiciéon utilizando un FACScan (BD
Biosciences, EE.UU.).

Los esplenocitos separados se trataron con ConA a una concentracion de 5 yg/mL para estimular los linfocitos T.
Después de 24 horas, se retird el sobrenadante y se midieron las concentraciones de IFN-y e IL-2, citoquinas de los
linfocitos T, utilizando un ELISA. Una microplaca se recubrié con IFN-y y anticuerpos de captura para IL-2 a 4°C
durante la noche, y después se lavd con PBS (PBST) que contenia Tween 20 al 0,05% y se bloqued con PBS que
contenia suero bovino fetal al 3%. Después de 1 hora, la microplaca se lavd y se afadieron a cada pocillo el
sobrenadante y una solucidon convencional (una solucion convencional proporcionada por BD Bioscience) y se
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hicieron reaccionar a 4°C durante la noche. A continuacion, la microplaca se lavo y se afadieron anticuerpos
biotinilados a cada pocillo, y la reaccion se realizé a temperatura ambiente durante 45 minutos. Después, la
microplaca se lavo y se afadié a cada pocillo estreptavidina-fosfatasa alcalina, y el cultivo se llevd a cabo a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de lavar la microplaca, se llevé a cabo una reaccién de color
mediante la adicion de una solucién de fosfato de p-nitrofenilo (Sigma, EE.UU.) a cada pocillo. Se midid la
absorbancia a 405 nm utilizando un lector de microplaca, y la concentracion de citoquinas se midié utilizando una
curva patron.

Los resultados se muestran en las FIG. 6 a 11.

La FIG. 6 es un grafico que ilustra el peso medido inmediatamente antes de sacrificar los ratones a los que se
habian administrado oralmente las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum, en comparacion con un grupo de
control negativo y un grupo al que se habia administrado Lactobacillus rhamnosus GG.

Haciendo referencia a la figura. 6, se observd que el grupo al que se habian administrado las cepas CJLP243 de
Lactobacillus plantarum mantenia el peso corporal normal sin anomalias debido a la potenciacién excesiva de la
inmunidad, y no se observaron anomalias con respecto al peso del bazo y al numero de células (no se muestran los
datos).

La FIG. 7 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos midiendo el cambio en una poblacion de células T con el
fin de identificar el efecto de las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum sobre las células inmunitarias en el bazo
aislado después de sacrificar los ratones a los que se habian administrado por via oral las cepas CJLP243 de
Lactobacillus plantarum, en comparacion con un grupo de control negativo y un grupo al que se habia administrado
Lactobacillus rhamnosus GG.

La FIG. 8 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos midiendo el cambio en una poblacién de células T CD4
con el fin de identificar el efecto de las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum sobre las células inmunitarias en
el bazo aislado después de sacrificar los ratones a los que se habian administrado por via oral las cepas CJLP243
de Lactobacillus plantarum, en comparacién con un grupo de control negativo y un grupo al que se habia
administrado Lactobacillus rhamnosus GG.

La FIG. 9 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos midiendo del cambio en una poblacién de células T CD8
con el fin de identificar el efecto de las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum sobre las células inmunitarias en
el bazo aislado después de sacrificar los ratones a los que se habian administrado por via oral las cepas CJLP243
de Lactobacillus plantarum, en comparacién con un grupo de control negativo y un grupo al que se habia
administrado Lactobacillus rhamnosus GG.

Haciendo referencia a las FIG. 7, 8 y 9, se identifica que las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum aumentan el
numero de células T, células T CD4, y células T CD8, y por lo tanto se puede decir que Lactobacillus plantarum
CJLP243 potencia la inmunidad al afectar a la activacion del crecimiento de células T.

Ademas, con el fin de identificar el efecto de Lactobacillus plantarum CJLP243 sobre la activacion de células T, se
midié la cantidad de IL-2 e IFN-y producida por las células T a partir de células de bazo que se obtuvieron a partir del
bazo aislado después de sacrificar los ratones a los que se habian administrado oralmente las cepas CJLP243 de
Lactobacillus plantarum y que después se habian estimulado con ConA ex vivo, utilizando el método ELISA. Los
resultados obtenidos se muestran en las FIG. 10y 11.

La FIG. 10 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos midiendo la cantidad de IL-2 producida por las células T
de células de bazo que se obtuvieron a partir del bazo aislado después de sacrificar los ratones a los que se habian
administrado oralmente las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum y que después se habian estimulado con
ConA ex vivo, utilizando el método ELISA, con el fin de identificar el efecto de Lactobacillus plantarum CJLP243 en
la activacion de las células T, en comparacion con un grupo de control negativo y un grupo al que se habia
administrado Lactobacillus rhamnosus GG.

La FIG. 11 es un grafico que ilustra los resultados obtenidos midiendo la cantidad de IFN-y producida por las células
T de células de bazo que se obtuvieron a partir del bazo aislado después de sacrificar los ratones a los que se
habian administrado oralmente las cepas CJLP243 de Lactobacillus plantarum y que después se habian estimulado
con ConA ex vivo, utilizando el método ELISA, con el fin de identificar el efecto de Lactobacillus plantarum CJLP243
en la activacion de las células T, en comparacion con un grupo de control negativo y un grupo al que se habia
administrado Lactobacillus rhamnosus GG.

Haciendo referencia a las FIG. 10 y 11, se puede decir que se identifica que las cepas CJLP243 de Lactobacillus
plantarum aumentan la produccion de citoquinas de células T por encima del grupo de control negativo, por lo cual
Lactobacillus plantarum CJLP243 puede inducir la activacion de células T y potenciar la inmunidad general.
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Ejemplo 8: Preparacion de probidticos en polvo que comprenden Lactobacillus plantarum CJLP243

Los Lactobacillus plantarum CJLP243 identificados en el Ejemplo 1 fueron producidos en masa vy liofilizados para
preparar probiéticos que aplicarlos a las materias primas para productos farmacéuticos, alimentos, alimentos para
animales, aditivos de alimento para animales, o cosméticos.

Las bacterias se incubaron en un medio MRS liquido (Difco) a 37°C durante 18 horas mientras se regulaba el pH a
6,0 utilizando una solucion de NaOH al 25%, y se centrifugaron para obtener las cepas. Las cepas recogidas se
liofilizaron a -40°C utilizando dextrina al 5% y leche desnatada al 10% como agentes de proteccion de la liofilizacion,
y de las cepas secas se pulverizaron utilizando un mezclador a 37°C para preparar polvo. Las bacterias vivas en
polvo se mezclaron con excipientes, tales como glucosa, acido lactico, y leche desnatada, para ajustar el numero de
bacterias a un nivel deseado y para almacenar las bacterias vivas, y se envasaron en una bolsa de aluminio sellada.

Los probidticos preparados de acuerdo con este método se pueden aplicar a productos farmacéuticos, pienso,
alimento para animales, cosméticos, o similares, mezclandolos con el polvo de cereales utilizado como materia
prima del alimento para animales, mezclandolos con excipientes o aditivos para formar productos farmacéuticos,
tales como comprimidos y capsulas, o pienso, y mezclandolos con las materias primas para formar cosméticos.

<110> CJ Cheiljedang Corporacion

<120> Lactobacillus plantarum novedoso y composiciones que lo comprenden
<130> pn085815

<160> 1

<170> Kopatentin 1.71
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<211> 1461

<212> ADN

<213> Lactobacillus plantarum
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ccgeggtgaa

acacccaaag

tgattggtgce
gggaaacctg
acttggaccg
gcggegtatt
tgagagggta
agtagggaat
gggtttcgge
gtattgacgg
cgtaggtgge
aatctgatgt
gtgcagaaaa
acaccagtgg
tagcaaacag
gagggtttcc
gccgcaagge
tttaattcga
gattagacgt
tegtgagatg
taagttgggce
aaatcatcat
ttgcgaactc
gcaactcgcc

tacgttcecceg

tcggtggggt

tagggtgaag t
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ttgcatcatg
cccagaagcg
catggtccga
agctagatgg
atcggccaca
cttccacaat
tcgtaaaact
tatttaacca
aagcgttgte
gaaagcctte
agacaatgga
cgaaggcggce
gattagatac
gcecctteagt
tgaaactcaa
agctacgega
tececctteggg
ttgggttaag
actctggtga
gccecttatg
gcgagagtaa
tacatgaagt
ggccttgtac

aaccttttag

atttacattt
ggggataaca
gcttgaaaga
tggggtaacg
ttgggactga
ggacgaaagt
ctgttgttaa
gaaagccacg
cggatttatt
ggctcaaccg
actccatgtg
tgtctggtcet
cctggtagtce
gctgcagcta
aggaattgac
agaaccttac
gacatggata
tcccgcaacg
gactgccggt
acctgggcta
gctaatctct
cggaatcgcect
acaccgcccg

gaaccagcecg
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gagtgagtgg
cctggaaaca
tggcttegge
gctcaccatg
gacacggccce
ctgatggagc
agaagaacat
gctaactacg
gggcgtaaag
aagaagtgca
tagcggtgaa
gtaactgacg
cataccgtaa
acgcattaag
gggggccege
caggtcttga
caggtggtgce
agcgcaaccce
gacaaaccgg
cacacgtgct
taaagccatt
agtaatcgcg
tcacaccatg

cctaaggtgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1461
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REIVINDICACIONES
1. El Lactobacillus plantarum CJLP243 depositado bajo el nimero KCCM 11045P.

2. Una composicién para su uso en un método de tratamiento para la prevencién o tratamiento de enfermedades
intestinales que comprende el Lactobacillus plantarum CJLP243 de la reivindicacion 1.

3. Una composiciéon para su uso en un método de tratamiento para potenciar la respuesta inmunitaria que
comprende el Lactobacillus plantarum CJLP243 de la reivindicacion 1.

4. La composicién para el uso de la reivindicacién 3, en donde la composicion se utiliza para prevenir o tratar una
enfermedad inmunoldgica seleccionado del grupo que consiste en infeccion del tracto digestivo (intestinal), infeccion
respiratoria, infeccion por Helicobacter y reaccion alérgica.

5. La composicion para el uso de la reivindicacién 3, en donde la composicién se utiliza para prevenir o tratar una
enfermedad inmunolégica causada por un desequilibrio de Th1/Th2 debido a una respuesta excesiva de Th2.

6. La composicion para el uso de la reivindicacion 5, en donde la enfermedad inmunolégica se selecciona del grupo
que consiste en enfermedades alérgicas, enfermedades atdpicas, cancer y enfermedades autoinmunitarias.

7. La composiciéon para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde la composicién es un 7. La
composicion para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde la composicién es un producto
farmacéutico.

8. La composicién para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde la composicién es un alimento
funcional.

9. La composicion para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde la composiciéon es alimento para
animales o aditivos de alimento para animales.

10. La composiciéon para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en donde la composiciéon es un
cosmeético.
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[Fig. 3]
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[Fig. 5]
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[Fig. 7]
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[Fig. 9]
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[Fig. 11]
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