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DESCRIPCION
Tratamiento de enfermedad del tracto respiratorio con Bifidobacterium lactis BL-04
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a Bifidobacterium lactis BL-04 para uso en el tratamiento de enfermedades del
tracto respiratorio.

Antecedentes

De acuerdo con un informe de 2006 del Instituto Australiano de Salud y Bienestar, la enfermedad del tracto
respiratorio superior ITRS (infeccion del tracto respiratorio superior) es el segundo problema tratado con mas
frecuencia en la practica general y una causa importante de ingresos hospitalarios entre los nifios (Welfare, 2006).
Estas infecciones van acompafadas de una carga econdmica sustancial. La cuarta parte de todas las bajas
laborales se debia a ITRS (Leder ef al., 2003) y un analisis econémico estimé el coste directo de las infecciones del
tracto respiratorio en los Estados Unidos en 9 billones de doélares (Dixon, 1985). En muchos casos, estas
enfermedades reducen la interaccion social, la salud y el bienestar (Hashmen & Hall, 2003). La ITRS puede tener un
mayor significado clinico en el caso de subgrupos de la poblacion. No padecer enfermedades respiratorias es
importante para los atletas, dada la evidencia que demuestra que los que se mantienen libres de enfermedades
tienen un mayor rendimiento que sus homaélogos que presentan enfermedades (Pyne et al., 2001). La reduccion de
la prevalencia de estas infecciones pareceria tener efectos beneficiosos sustanciales, tanto desde el punto de vista
econdémico como a nivel de la comunidad.

Existen varios estudios clinicos controlados con placebo que han examinado la eficacia de probioticos solos (de
Vrese et al., 2006; Cox et al., 2008) y en combinacién con otros supuestos agentes preventivos (Pregliasco et al.,
2008) en relacion con las enfermedades comunes del tracto respiratorio. Estos estudios indican que el suplemento
con probidticos reduce el nimero, la duracion y la gravedad de la enfermedad en comparacion con los suplementos
de placebo (de Vrese et al., 2005; Winkler et al., 2005; de Vrese et al., 2006). Mas recientemente, un estudio en una
cohorte atlética (edad media 27,0 + 11,6 afos; media + DT, carga de entrenamiento autonotificada ~ 10 h por
semana) indico que la ingestion regular de probidticos parece ser beneficiosa para reducir la frecuencia de ITRS, lo
cual puede estar relacionado con un mejor mantenimiento de los niveles de IgA en la saliva durante el periodo
invernal de entrenamiento y competicion. Estos estudios indican que el suplemento con probiéticos puede ser un
producto nutricional util para reducir la frecuencia, duracion y gravedad de las enfermedades infecciosas comunes.

El documento W02008/122892 y Ouwehand A., et al; World J. Gastroenterol. 15: 3261-3268 (2009) desvelan, cada
uno, el uso de Bifidobacterium lactis BL-04 para el tratamiento de sintomas alérgicos/nasales respiratorios, en
combinacién con un probidtico adicional.

Los inventores han descubierto que, sorprendentemente, el uso de Bifidobacterium lactis BL-04 (Barrangou R., et al;
J. Bacteriol. 191:4144-4151(2009) proporciona mejores efectos probidticos en el tratamiento y prevenciéon de
enfermedades del tracto respiratorio que otras bacterias probiéticas o placebo en una cohorte de adultos sanos
fisicamente activos.

Sumario

La presente invencién se basa en el sorprendente descubrimiento de los inventores de que el uso de la bacteria
probiodtica Bifidobacterium lactis BL-04 (disponible en DuPont Nutrition BioSciences Aps [anteriormente Danisco A/S]
de Langebrogade 1, PO Box 17, DK-1001 Copenhage K, Dinamarca) en el tratamiento y/o profilaxis de
enfermedades del tracto respiratorio proporciona resultados beneficiosos. Es particularmente sorprendente que esta
bacteria tenga un mejor efecto terapéutico que otras bacterias probioticas y mezclas de bacterias probidticas.

Bifidobacterium lactis BL-04 también se conoce como Bifidobacterium animalis subsp. lactis BL-04 - estos términos
se usan en el presente documento de forma indistinta. Bifidobacterium lactis BL-04 también se conoce como
DGCC2908 y RB4825.

Bifidobacterium lactis BL-04 se aisl6 originalmente a partir de una muestra fecal de un adulto sano y es una cepa
comercial que se ha usado y depositado en un deposito seguro de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC)
como cepa SD5219 (véase Barrangou R., et al; J. Bacteriol. 191: 4144-4151(2009)).

Esta es una cepa disponible publicamente.
Los inventores han descubierto que la administracion de Bifidobacterium lactis BL-04 a adultos sanos fisicamente
activos produce mejores resultados en relacion con la gravedad, duracién y frecuencia de enfermedades del tracto

respiratorio. En la técnica anterior, los grupos de pacientes descritos como grupos que se benefician de la
administracion de bacterias probidticas generalmente han sido los que tienen sistemas inmunitarios menos fuertes,
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es decir, nifios y/o pacientes inmunocomprometidos. Este descubrimiento inesperado es sorprendente, ya que los
adultos sanos fisicamente activos generalmente tienen el sistema inmunitario mas fuerte y, por lo tanto, solo se
infectan por infecciones mas graves o mas virulentas que, en general, son mas dificiles de combatir.

Por lo tanto, en un aspecto de la presente invencidon se proporciona una composicion que comprende una bacteria
y/o un producto de fermentacion de una bacteria y/o un lisado celular de una bacteria para uso en el tratamiento o
profilaxis de enfermedades del tracto respiratorio en un sujeto, donde dicha bacteria es Bifidobacterium lactis BL-04
sola.

Descripcion detallada

Los aspectos detallados de esta invencion se indican a continuacion. En parte, algunos de los aspectos detallados
se analizan en secciones separadas. Esto es a titulo de referencia y no supone limitacién alguna. Todas las
realizaciones descritas mas adelante son igualmente aplicables a todos los aspectos de la presente invencion a
menos que el contexto dicte especificamente otra cosa.

Como se usa en el presente documento, la expresion “enfermedad del tracto respiratorio” se refiere a enfermedades
tanto del tracto respiratorio superior como del tracto respiratorio inferior. El término enfermedad, segun se usa en el
presente documento, es sinébnimo del término trastorno.

En una realizacion, la enfermedad del tracto respiratorio es una enfermedad del tracto respiratorio superior.

Las enfermedades del tracto respiratorio superior incluyen, por ejemplo, amigdalitis, otitis media, rinitis (inflamacion
de la mucosa nasal); rinosinusitis o sinusitis (inflamacion de las narinas y los senos paranasales, incluyendo el
frontal, etmoidal, maxilar y esfenoidal); nasofaringitis, rinofaringitis o resfriado comun (inflamacién de las narinas,
faringe, hipofaringe, Uvula y amigdalas); faringitis (inflamacion de la faringe, hipofaringe, Uvula y amigdalas);
epiglotitis o supraglotitis (inflamacién de la parte superior de la laringe y el area supraglética); laringitis (inflamacion
de la laringe); laringotraqueitis (inflamacién de la laringe, traquea y area subglética); y traqueitis (inflamacion de la
traquea y area subglotica).

En una realizacion, la enfermedad del tracto respiratorio se selecciona del grupo que consiste en una o mas de las
siguientes: amigdalitis, otitis media, rinitis (inflamacion de la mucosa nasal); rinosinusitis o sinusitis (inflamacion de
las narinas y los senos paranasales, incluyendo el frontal, etmoidal, maxilar y esfenoidal); nasofaringitis, rinofaringitis
o resfriado comun (inflamacién de las narinas, faringe, hipofaringe, Uvula y amigdalas); faringitis (inflamacion de la
faringe, hipofaringe, Uvula y amigdalas); epiglotitis o supraglotitis (inflamacion de la parte superior de la laringe y el
area supraglética); laringitis (inflamacion de la laringe); laringotraqueitis (inflamacion de la laringe, traquea y area
subglotica); y traqueitis (inflamacion de la traquea y area subglética).

En una realizacion de la invencion, la enfermedad del tracto respiratorio se selecciona del grupo que consiste en una
o mas de las siguientes: dolor de garganta, estornudos, congestion nasal, goteo nasal y tos.

Uno o mas de dolor de garganta, estornudos, congestion nasal, goteo nasal o tos es un sintoma de una enfermedad
del tracto respiratorio superior.

En una realizacién, la composicién de acuerdo con la presente invenciéon puede usarse para el tratamiento o
profilaxis de dos o mas (incluyendo tres o mas; o cuatro o mas; o todos) de dolor de garganta, estornudos,
congestion nasal, goteo nasal o tos, que son sintomas de una enfermedad del tracto respiratorio superior.

Uno o mas de dolor de garganta, estornudos, congestiéon nasal, goteo nasal o tos es un sintoma de uno o mas del
grupo que consiste en: amigdalitis, otitis media, rinitis (inflamacién de la mucosa nasal); rinosinusitis o sinusitis
(inflamacion de las narinas y los senos paranasales, incluyendo el frontal, etmoidal, maxilar y esfenoidal);
nasofaringitis, rinofaringitis o resfriado comun (inflamacion de las narinas, faringe, hipofaringe, Gvula y amigdalas);
faringitis (inflamacion de la faringe, hipofaringe, Uvula y amigdalas); epiglotitis o supraglotitis (inflamacion de la parte
superior de la laringe y el area supraglotica); laringitis (inflamacion de la laringe); laringotraqueitis (inflamacion de la
laringe, traquea y area subgloética); y traqueitis (inflamacion de la traquea y area subglética).

En una realizacion, la enfermedad del tracto respiratorio es una enfermedad del tracto respiratorio inferior.

Las enfermedades del tracto respiratorio inferior incluyen, por ejemplo, bronquitis, bronquitis aguda, neumonia y
abscesos pulmonares.

En una realizacion de la invencion, la enfermedad del tracto respiratorio se selecciona del grupo que consiste en uno
o0 mas de los siguientes: tos con congestion de pecho y tos con sibilancias.

En una realizacion de la invencion, la enfermedad del tracto respiratorio se selecciona del grupo que consiste en las
dos siguientes: tos con congestion de pecho y tos con sibilancias.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 583 695 T3

Uno o mas de tos con congestion de pecho y tos con sibilancias es un sintoma de una enfermedad del tracto
respiratorio inferior.

Uno o mas de tos con congestion de pecho y tos con sibilancias es un sintoma de uno o mas del grupo que consiste
en bronquitis, bronquitis aguda, neumonia y abscesos pulmonares.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a la reduccién de una o mas de la incidencia, duracién o
gravedad (preferentemente la incidencia) de enfermedades del tracto respiratorio, por ejemplo, enfermedad del
tracto respiratorio superior o enfermedad del tracto respiratorio inferior.

En ofra realizacion, la presente invencion se refiere a la reduccidon de la incidencia, duraciéon o gravedad
(preferentemente la incidencia) de los sintomas de enfermedades del tracto respiratorio, por ejemplo, enfermedad
del tracto respiratorio superior o la enfermedad del tracto respiratorio inferior.

Preferentemente, la reduccion de la incidencia (ndmero o frecuencia), duracion o gravedad de la enfermedad del
tracto respiratorio o de los sintomas de la enfermedad del tracto respiratorio se produce después de la
administracion de Bifidobacterium lactis BL-04 en comparacion con la incidencia (ndmero o frecuencia), duracién o
gravedad, respectivamente, de la enfermedad del tracto respiratorio o de los sintomas de la enfermedad del tracto
respiratorio en sujetos comparativos sin la administracion de Bifidobacterium lactis BL-04.

En una realizacion, la composicion es particularmente eficaz para reducir la incidencia, duracion o gravedad
(preferentemente la incidencia) de la enfermedad del tracto respiratorio en sujetos que presentan sintomas durante
mas de 7 dias. Sin intencidn de limitarse por ninguna teoria, si los sintomas se presentan durante mas de 7 dias,
esto indica una enfermedad grave del tracto respiratorio. En una realizaciéon, la presente composicion es
particularmente eficaz para reducir la incidencia, duracion o gravedad (preferentemente la incidencia) de una
enfermedad grave del tracto respiratorio.

En una realizacion, el término “incidencia” se refiere al numero y/o frecuencia de enfermedades del tracto
respiratorio o sus sintomas. En una realizacion adicional, el término “incidencia” se refiere al nimero y/o frecuencia
de enfermedades del tracto respiratorio o sintomas de las mismas que duran al menos tres dias o al menos cinco
dias o al menos 7 dias.

En una realizacion, la “profilaxis” se refiere a una enfermedad del tracto respiratorio o sintomas de la misma que
duran al menos tres dias o al menos cinco dias o al menos 7 dias. En una realizaciéon adicional, la “profilaxis” se
refiere a una enfermedad grave del tracto respiratorio o sus sintomas.

La expresion “un producto de fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04", como se usa en el presente documento,
significa una composicion que resulta del cultivo (por ejemplo, fermentacion) de Bifidobacterium lactis BL-04 en un
medio adecuado; o un sobrenadante o una fraccién o un componente del mismo. En una realizacion, el producto de
fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 es la composicion entera que se produce como resultado del cultivo
(por ejemplo, fermentacion) de Bifidobacterium lactis BL-04 en un medio adecuado. El producto de fermentacion
puede secarse antes del uso.

El producto de fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 en una realizacién puede comprender Bifidobacterium
lactis BL-04 viable. El producto de fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 en otra realizacién puede ser un
producto de fermentaciéon sin células. Un producto de fermentacion sin células puede ser un producto de
fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 que resulta del cultivo (por ejemplo, fermentacion) de Bifidobacterium
lactis BL-04 en un medio adecuado, que se ha modificado para retirar y/o inactivar las células bacterianas para
proporcionar un producto fermentado sin células. En otra realizacion, el producto de fermentacién de Bifidobacterium
lactis BL-04 puede comprender bacterias Bifidobacterium lactis BL-04 no viables que pueden estar enteras o lisadas.

La expresion “sin células”, como se usa en el presente documento, significa que el producto de fermentacion
(preferentemente el producto fermentado) carece sustancialmente de células bacterianas viables, conteniendo
tipicamente menos de aproximadamente 10° células bacterianas viables/ml de producto de fermentacién, menos de
aproximadamente 10* células bacterianas viables/ml de producto de fermentacién, menos de a ;)roxmadamente 10°
células bacterianas viables/ml de producto de fermentacién, menos de aproximadamente 10° células bacterianas
viables/ml de producto de fermentaciéon, o menos de aproximadamente 10 células bacterianas viables/ml de
producto de fermentacion. Preferentemente, el producto de fermentacién carece sustancialmente de células,
conteniendo tlplcamente menos de aproximadamente 10° células/ml de producto de fermenta0|on menos de
aproximadamente 10* células/ml de producto de fermentamon menos de aproximadamente 10% células/ml de
producto de fermentacién, menos de aproximadamente 10? células/ml de producto de fermentacién, o menos de
aproximadamente 10 células/ml de producto de fermentacion.

En un aspecto, una o mas células pueden separarse del producto de fermentacion (por ejemplo, producto

fermentado). Dicha separacion puede conseguirse por cualquier medio conocido en la técnica incluyendo
centrifugacion y/o filtracion. Por ejemplo, el producto de fermentacion puede filtrarse (una o varias veces en un

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 583 695 T3

proceso de multiples etapas) para retirar componentes tales como la materia en forma de particulas, células y
similares. Como alternativa o ademas, una o mas células y/o una o mas esporas pueden separarse del producto de
fermentacion (por ejemplo, producto fermentado) por centrifugacion, produciéndose asi un sobrenadante.
Dependiendo de la velocidad y duracion de la centrifugacion, el sobrenadante puede carecer de células (es decir,
ser un sobrenadante sin células) o el sobrenadante puede contener células, que pueden filtrarse o centrifugarse
adicionalmente para proporcionar un sobrenadante sin células.

En algunos aspectos, el producto de fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 puede ser un extracto bruto del
medio de cultivo.

En algunos aspectos, el producto de fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 puede comprender una mezcla de
constituyentes presentes después (por ejemplo, al final) del cultivo de Bifidobacterium lactis BL-04. Por lo tanto, la
expresion “producto de fermentacion” puede comprender, ademas de ingredientes activos, otros componentes tales
como materia en forma de particulas, sélidos, sustratos no utilizados durante el cultivo, residuos, medio y desechos
celulares.

La expresion “lisado celular de Bifidobacterium lactis BL-04", como se usa en el presente documento, significa el
residuo celular y fluido producido por la lisis de una o mas células Bifidobacterium lactis BL-04. Preferentemente, la
célula o células Bifidobacterium lactis BL-04 se aislan antes de lisarse.

Preferentemente, las células Bifidobacterium lactis BL-04 se lisan por el siguiente método: se cultiva Bifidobacterium
lactis BL-04 a 37 °C en condiciones anaerobias en MRS (u otro medio de cultivo adecuado) suplementado con
cisteina al 0,05 %; las células bacterianas se recogen por centrifugacién (6000 rpm/5 min); el sobrenadante se
aspira y el sedimento opcionalmente se congela a -70 °C; a 1,5 ml de sedimento de cultivo celular bacteriano se le
afaden 150 pl de T10E1 (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM) y la mezcla se agita con vortice para resuspender el
sedimento celular; a cada sedimento de bacterias resuspendido se le afiade 1 ul de Lisozima Ready-Lyse™
(Epicentre, Vol 10, n.° 3, 2003) (de 1 a 1,5 ml de cultivo); se incuba a 37 °C durante 30 minutos hasta una noche; se
diluye 1 pl de Proteinasa K (50 ug/pl) en 150 pl de solucién de Lisis T&C 2X (ambas se proporcionan en el Kit de
Purificacion de ADN MasterPure, o se venden por separado) para cada 1-1,5 ml de cultivo sedimentado; se afiaden
150 pl de la solucién de Proteinasa K/Lisis a la muestra y se mezcla minuciosamente; se incuba a 65 °C-70 °C
durante 15 minutos, con una breve agitacion con vortice cada 5 minutos; se enfrian las muestras a 37 °C; se afade
1 pl de RNasa A (5 pg/ul, proporcionados en el kit, o vendidos por separado) a cada muestra y se mezcla
minuciosamente; se incuba a 37 °C durante 30 minutos; y las muestras se ponen en hielo.

Pueden usarse métodos de lisis alternativos para bacterias gram positivas para lisar Bifidobacterium lactis BL-04 -
estos son conocidos para los expertos en la materia.

Convenientemente, el producto de fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 puede ser un producto de
fermentacion que esta presente en la fase de sobrenadante aislada a partir de un cultivo de Bifidobacterium lactis
BL-04 cultivado en las siguientes condiciones: 37 °C en condiciones anaerobias en MRS (u otro medio adecuado)
suplementado con cisteina al 0,05 %.

En una realizacion, el producto de fermentacion puede obtenerse (preferentemente se obtiene) cultivando la bacteria
en un medio de cultivo hasta que la DO del cultivo a 2600 alcanza un valor de al menos 0,6, preferentemente de 0,6
a 1,5; retirando opcionalmente las bacterias por centrifugacion y/o filtracion (tal como, por ejemplo, centrifugacion a
25 °C, 5 min, 3000 g y/o filtracion estéril) produciéndose un producto fermentado sin células que comprende el o los
ingredientes activos.

Convenientemente, el producto de fermentacion se puede obtener (preferentemente se obtiene) usando un medio de
cultivo MRS con un 1,0 % de azucar o sin azicar. Convenientemente, el producto de fermentacién se puede obtener
(preferentemente se obtiene) cultivando las bacterias a 37 °C. Convenientemente, el producto de fermentacion se
puede obtener (preferentemente se obtiene) cultivando las bacterias en condiciones anaerobias.

El cultivo de Bifidobacterium lactis BL-04 puede realizarse durante un periodo de aproximadamente 1 hora a
aproximadamente 72 horas (h), de aproximadamente 5 a aproximadamente 60 h, o de aproximadamente 10 a
aproximadamente 54 h o de 24 a 48 h.

En un aspecto, el cultivo puede realizarse hasta que se agote el nutriente (preferentemente nutriente completo).

En un aspecto, el cultivo se realiza durante un tiempo eficaz para alcanzar la fase estacionaria de crecimiento de las
bacterias.

La temperatura durante el cultivo puede ser de aproximadamente 30 a aproximadamente 50 °C, de
aproximadamente 32 a aproximadamente 40 °C o de aproximadamente 34 a aproximadamente 38 °C, o puede ser
de aproximadamente 37 °C.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 583 695 T3

El pH durante el cultivo puede ser un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 9, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 6, de aproximadamente 6 a aproximadamente 7, o de aproximadamente 7 a aproximadamente 8.

En un aspecto, el cultivo preferentemente se realiza con aireacion.

Los expertos en la materia conocen los cultivos discontinuos y continuos. El producto de fermentacion de la presente
invencién puede prepararse usando cultivos continuos o discontinuos.

Convenientemente, el producto de fermentacion puede recogerse durante o al final del proceso de cultivo.

En un aspecto, el producto de fermentacion de la presente invencion se recoge durante o al final de la fase
exponencial.

En un aspecto, el producto de fermentacién de la presente invencion se recoge en o durante la fase estacionaria.

En un aspecto de la presente invencion, el producto de fermentacién puede producirse en una cuba en condiciones
comerciales.

En un aspecto, el cultivo se agita y/o se remueve durante el cultivo (por ejemplo, durante la fermentacion).
En un aspecto, el nivel de oxigenacion se supervisa y/o controla durante el cultivo.

Convenientemente, la composicion que comprende Bifidobacterium lactis BL-04 de acuerdo con la presente
invencion o el producto de fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 o el lisado celular de Bifidobacterium lactis
BL-04 puede estar en forma de una suspension bacteriana, antes o después de la congelacion, o en forma de
concentrados, en forma seca, liofilizada o congelada. Sea cual sea la forma que se use, la cepa puede estar
congelada.

La composicion que comprende Bifidobacterium lactis BL-04 de acuerdo con la presente invencion no comprende
otro microorganismo, por ejemplo, no comprende otra bacteria probiodtica.

En una realizacién, la composicién de acuerdo con la presente invencion consiste en Bifidobacterium lactis BL-04,
por ejemplo, junto con excipientes, diluyentes o vehiculos.

Convenientemente, la composicion que comprende Bifidobacterium lactis BL-04 y/o un producto de fermentacion de
Bifidobacterium lactis BL-04 y/o un lisado celular de Bifidobacterium lactis BL-04 de acuerdo con la presente
invencion pueden contener uno o mas aditivos. Convenientemente, los aditivos pueden afiadirse durante el secado
y/o durante la liofilizacion de la composicion.

La composiciéon que comprende Bifidobacterium lactis BL-04 usada de acuerdo con la presente invencion puede
comprender de 10° a 10'?> UFC de bacterias/g de comgosmlon y, mas particularmente, de 10° a 10" UFC de
bacterias/g de composicion, preferentemente de 10° a 10" UFC/g para la forma liofilizada.

Convenientemente, la composicién que comprende Bifidobacterium lactis BL- 04 usada de acuerdo con Ia presente
invencion puede administrarse a una dosificacién de aproximadamente 10° a aproximadamente 102 UFC de
Bifidobacterium lactis BL-04/dosis, preferentemente de aproximadamente 10% a aproximadamente 102 UFC de
Bifidobacterium lactis BL-04/dosis. Por la expresion “por dosis” se entiende que esta cantidad de Bifidobacterium
lactis BL-04 se proporciona a un sujeto por dia o por toma, preferentemente por dia. Por ejemplo, si la bacteria
Bifidobacterium lactis BL-04 se va a administrar en un allmento (por ejemplo, en un yogur) - entonces el yogur
preferentemente contendra de aproximadamente 10% a 10" UFC de Bifidobacterium lactis BL-04. Sin embargo,
como alternativa, esta cantidad de Bifidobacterium lactis BL-04 puede dividirse en multiples administraciones,
consistiendo cada una en una cantidad mas pequefia de carga microbiana - siempre que la cantidad total de
Bifidobacterium lactis BL-04 reC|b|da por el sujeto en cualquler momento especifico (por ejemplo, cada periodo de 24
horasg sea de aproximadamente 10° a aproximadamente 10"2 UFC de Bifidobacterium lactis BL-04, preferentemente
de 10 a aproximadamente 10" UFC de Bifidobacterium lactis BL-04.

De acuerdo con la presente invencién, una cantidad eficaz de Blfldobacter/um lactis BL-04 puede ser aI menos 10°
UFC de microorganismo/dosis, preferentemente de aproxmadamente 10° a aproximadamente 10" UFC de
microorganismo/dosis, preferentemente de aproximadamente 10® a aproximadamente 10" UFC de
microorganismo/dosis.

En una realizaciéon, preferentemente la bacteria Bifidobacterium lactis BL- 04 usada de acuerdo con Ia presente
invencion puede administrarse a una dosificacién de aproxmadamente 10° a aproximadamente 10 UFC de
microorganismo/dia, preferentemente de aproximadamente 10® a aproximadamente 10" UFC de
microorganismo/dia. Por lo tanto, la cantidad eficaz en esta realizacion puede ser de aproximadamente 10° a
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aproximadamente 102 UFC de microorganismo/dia, preferentemente de aproximadamente 10% a aproximadamente
10" UFC de microorganismo/dia.

En una realizacion, preferentemente la bacteria Bifidobacterium lactis BL-04 usada de acuerdo con la presente
invencion se administra a una dosificacion de aproximadamente 10® a aproximadamente 10"° UFC/dia,
preferentemente de aproximadamente 1x10° a 3x10° UFC/dia, por ejemplo, a aproximadamente 2x10° UFC de
microorganismo/dia.

UFC significa “unidades formadoras de colonias”.

La composicion que comprende Bifidobacterium lactis BL-04 y/o un producto de fermentacién de Bifidobacterium
lactis BL-04 y/o un lisado celular de Bifidobacterium lactis BL-04 de acuerdo con la presente invencién puede usarse
para modificar la toma de la medicacion (por ejemplo, la medicacién para un resfriado y/o gripe) en un sujeto.

En una realizacion, el término “modificar” significa “reducir”.

La modificacion y/o reduccion de la medicacion significa una modificacion o reduccién en comparacion con un
control con placebo.

Al control con placebo no se le administra una composicion que comprende Bifidobacterium lactis BL-04 y/o un
producto de fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 y/o un lisado celular de Bifidobacterium lactis BL-04 de
acuerdo con la presente invencion. Al control con placebo se le puede administrar sacarosa.

El término “medicacion”, como se usa en el presente documento, preferentemente significa medicacion para el
resfriado y/o gripe. Esta puede incluir uno o mas de los siguientes tipos de medicacion: tratamiento para el dolor de
garganta, tratamiento para el catarro, tratamientos para la tos, descongestivos, antihistaminicos, agentes para
reducir la fiebre, agentes para aliviar el dolor, agentes para eliminar la tos (antitusivos), antibiéticos o expectorantes
(para diluir el moco).

La medicacion puede comprender o ser uno o mas de los siguientes: un descongestivo, un antihistaminico, un
agente para reducir la fiebre, un agente para aliviar el dolor (por ejemplo, para dolores de cabeza y/u otros dolores y
molestias), antiinflamatorios no esteroideos (AINE), antitusivos (o supresores de la tos), un antibidtico, o
expectorantes (para diluir el moco).

El agente para aliviar el dolor puede incluir uno o mas de los siguientes ingredientes activos: paracetamol, aspirina o
ibuprofeno, por ejemplo.

El agente para reducir la fiebre puede incluir uno o mas de los siguientes ingredientes activos: aspirina, ibuprofeno,
salicilato de magnesio o naproxeno, por ejemplo.

El descongestivo puede incluir uno o mas de los siguientes ingredientes activos: fenilpropanolamina (PPA) y/o
pseudoefedrina y/o fenilefrina, por ejemplo.

El supresor de la tos (o antitusivo) puede comprender folcodina y/o noscoapina, por ejemplo.

El expectorante puede incluir uno o mas de los siguientes ingredientes activos: guaifenesina, acetilcisteina o
ambroxol, por ejemplo.

El antihistaminico puede incluir uno o mas de los siguientes ingredientes activos: bromfeniramina; clorfeniramina,
dimenhidrinato, difenhidramina, doxilamina; loratadina; cetirizina o fexofenadina, por ejemplo.

El antibidtico puede incluir uno o mas de los siguientes ingredientes activos: azitromicina, claritromicina,
diritromicina, eritromicina, roxitromicina, troleandomicina, penicilina, amoxicilina, rimacilina o ampicilina.

La expresion “toma de la medicacion”, como se usa en el presente documento, significa el numero total de
medicaciones (para el resfriado y/o la gripe) tomadas por un sujeto y/o el nimero total de dias que un sujeto usa la
medicacion (para el resfriado y/o la gripe).

La composicion que comprende Bifidobacterium lactis BL-04 y/o un producto de fermentaciéon de Bifidobacterium
lactis BL-04 y/o un lisado celular de Bifidobacterium lactis BL-04 de acuerdo con la presente invencion, puede usarse
para reducir el numero total de medicacion para el resfriado y/o la gripe tomada por un sujeto y/o reducir el numero
total de dias que el sujeto usa la medicacion para el resfriado y/o la gripe (por ejemplo, en comparacion con un
control con placebo).

La composicion que comprende Bifidobacterium lactis BL-04 y/o un producto de fermentaciéon de Bifidobacterium
lactis BL-04 ylo un lisado celular de Bifidobacterium lactis BL-04 de acuerdo con la presente invencion puede
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administrarse en o como un producto alimentario o puede administrarse como una composicién farmacéuticamente
aceptable.

En una realizacion, la presente invencion produce un aumento de la actividad fagocitica de los granulocitos
(neutrofilos) en el sujeto. Preferentemente, este aumento de actividad es de al menos un 1 %, al menos un 3 %, al
menos un 5 %, al menos un 7 %, al menos un 10 %, al menos un 12 %, al menos un 15 %, al menos un 17 %, al
menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 % o al menos un 50 %.

En una realizacion, la presente invenciéon produce un aumento en la actividad fagocitica de los monocitos en el
sujeto. Preferentemente, este aumento de actividad es de al menos un 1 %, al menos un 3 %, al menos un 5 %, al
menos un 7 %, al menos un 10 %, al menos un 12 %, al menos un 15 %, al menos un 17 %, al menos un 20 %, al
menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 % o al menos un 50 %.

En esta memoria descriptiva, la expresion “microorganismo probidtico” se define de manera que incluye cualquier
microorganismo no patégeno que, cuando se administra vivo (por ejemplo, viable) en cantidades adecuadas,
confiere un efecto beneficioso para la salud al hospedador. Estas cepas probidticas generalmente tienen la
capacidad de sobrevivir al paso a través de la parte superior del tracto digestivo. Son organismos no patégenos, no
toxicos y ejercen su efecto beneficioso sobre la salud por una parte mediante interacciones ecolodgicas con la flora
residente en el tracto digestivo, y por otra parte mediante su capacidad de influir en el sistema inmunitario de una
manera positiva a través del “GALT” (tejido linfoide asociado al tubo digestivo). Dependiendo de la definicion de
probidticos, estos microorganismos, cuando se administran en un numero suficiente, tienen la capacidad de
progresar vivos a través del intestino, sin embargo, no atraviesan la barrera intestinal y sus efectos primarios, por lo
tanto, se inducen en la luz y/o la pared del tracto gastrointestinal. Forman parte de la flora residente durante el
periodo de administracion. Esta colonizacion (o colonizacion transitoria) permite al microorganismo probidtico ejercer
un efecto beneficioso, tal como la represion de microorganismos potencialmente patdgenos presentes en la flora e
interacciones con el sistema inmunitario del intestino.

Se entendera que la composiciéon de acuerdo con la presente invencion puede formularse como un medicamento, un
producto alimentario o un suplemento de la dieta. Preferentemente, la composicién se formula como un suplemento
de la dieta. Ventajosamente, cuando el producto es un producto alimentario, la bacteria Bifidobacterium lactis BL-04
y/o un producto de fermentacion de Bifidobacterium lactis BL-04 y/o un lisado celular de Bifidobacterium lactis BL-04
sigue siendo eficaz (por ejemplo, la bacteria permanece viable) hasta la fecha de “caducidad” o fecha de “expiracion”
normal durante la cual el producto alimentario se ofrece para la venta por el comerciante. Preferentemente, el tiempo
eficaz debe extenderse mas alla de dichas fechas, hasta el final del periodo de frescura normal cuando se vuelve
evidente el deterioro del alimento. Los periodos de tiempo deseados y la vida util normal variaran de un producto
alimentario a otro y los expertos en la materia reconoceran que los tiempos de vida util variaran dependiendo del tipo
de producto alimentario, el tamafo del producto alimentario, las temperaturas de almacenamiento, las condiciones
de procesamiento, el material de envasado y el equipo de envasado. Preferentemente, la presente invencion tiene
como resultado la modulacién de la expresiéon de al menos una citocina. Preferentemente, la citocina se selecciona
del grupo que consiste en GM-CSF, IL-1RA, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e INF-y.

En una realizacion, preferentemente la bacteria Bifidobacterium lactis BL-04 en la composicion y/o el producto de
fermentacioén de la presente invencion son viables.

El término “viable” significa que un microorganismo (bacteria) es metabdlicamente activo o capaz de diferenciarse.
En una realizacion preferida, la composicion comprende Bifidobacterium lactis BL04 viable.

En algunas realizaciones, la bacteria Bifidobacterium lactis BL04 (por ejemplo, las células viables) se aisla del medio
en el que se cultivd o el producto de fermentacion antes de formar la composicién que comprende Bifidobacterium
lactis BL04 de la presente invencion.

Sujeto

El término “sujeto”, como se usa en el presente documento, se refiere a un animal. Preferentemente, el sujeto es un
mamifero, incluyendo, por ejemplo, ganado (incluyendo vacas, caballos, cerdos, pollos y ovejas), y seres humanos.
En algunos aspectos de la presente invencion, el animal es un animal de compafia (incluyendo mascotas), tales
como, por ejemplo, un perro o un gato. En algunos aspectos de la presente invencion, el sujeto puede ser
convenientemente un ser humano.

En una realizacion, el sujeto es un ser humano.

En una realizacion, el sujeto puede ser una mujer.

En una realizacion, el sujeto puede ser un hombre.

En una realizacion, el sujeto no es un nifio. El término “nifio”, como se usa en el presente documento, se refiere a un
ser humano de 7 afios de edad o menos.

En una realizacion, el sujeto es un ser humano que tiene 8 afios de edad o mas.

En una realizacion, el sujeto es un ser humano que tiene 16 afios de edad o mas.

En una realizacion, el sujeto es un ser humano que tiene 18 afios de edad o mas.

En una realizacion, el sujeto no es un sujeto inmunocomprometido.

En una realizacion, el sujeto es un sujeto sano.
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En una realizacion, el sujeto no es un sujeto con inmunosupresion inducida por el ejercicio.
En una realizacion, el sujeto no es un atleta, por ejemplo, no es un atleta de élite, por ejemplo, no es un corredor de
carreras de larga distancia.

En una realizacion, el sujeto es un adulto sano, fisicamente activo. Adulto, como se usa en el presente documento,
puede significar un ser humano que tiene 18 afios de edad o mas.
En una realizacion, el sujeto tiene el sistema inmunitario completamente desarrollado y no comprometido.

Ventajas

Los inventores han descubierto que, sorprendentemente, el uso de Bifidobacterium lactis BL-04 reduce
significativamente la incidencia, duracion y/o gravedad de enfermedades del tracto respiratorio (por ejemplo, ITRS
y/o enfermedad del tracto respiratorio inferior) o los sintomas de enfermedades del tracto respiratorio en
comparacién con otras bacterias probidticas o un placebo en adultos sanos fisicamente activos.

Sorprendentemente, este efecto se ha observado usando una sola cepa de Bifidobacterium (por ejemplo, sola o sin
un microorganismo adicional en la composicion).

Una ventaja de la presente invencion es que Bifidobacterium lactis BL-04 reduce significativamente la incidencia,
duracién y/o gravedad tanto de las ITRS como de las enfermedades del tracto respiratorio inferior; o reduce
significativamente la incidencia, duracion y/o gravedad de los sintomas tanto de las ITRS como de las enfermedades
del tracto respiratorio inferior.

Esta es la primera vez que se ha demostrado que una cepa de Bifidobacterium tiene un efecto tanto sobre las ITRS
como sobre las enfermedades del tracto respiratorio inferior o sobre los sintomas tanto de las ITRS como de las
enfermedades del tracto respiratorio inferior.

Es importante destacar que los sujetos son adultos sanos fisicamente activos. Esto contrasta con los estudios
previos que se han realizado en nifios o individuos inmunodeprimidos (por ejemplo, en individuos en los que el
sistema inmunitario no se ha desarrollado completamente o esta afectado de alguna manera). Algunos estudios se
han centrado en atletas de élite (por ejemplo, corredores de carreras de larga distancia) - de nuevo donde los
individuos se someten a un entrenamiento intenso y padecen inmunosupresion inducida por el ejercicio.

En el presente caso, sorprendentemente, los inventores han encontrado efectos beneficiosos en individuos no
inmunodeprimidos.

Ademas, los presentes inventores han descubierto que, sorprendentemente, Bifidobacterium lactis BL-04 puede
reducir significativamente la incidencia, duracion y/o gravedad de enfermedades del tracto respiratorio (por ejemplo,
ITRS y/o enfermedades del tracto respiratorio inferior) o los sintomas de enfermedades del tracto respiratorio incluso
sin una composicion simbiotica 0 una composicién con vitaminas y/o minerales.

Los presentes inventores han descubierto que los efectos ventajosos observados en la presente invencion pueden
obtenerse usando Bifidobacterium lactis BL-04 solo. Esto puede llevar asociadas muchas ventajas, incluyendo la
simplificacion de la produccion del suplemento y/o la reduccién de los costes de fabricacion del suplemento y del
propio suplemento.

Otra ventaja es que Bifidobacterium lactis BL-04 se usa sin bacterias probidticas adicionales - esto tiene la ventaja
de que simplifica los problemas de estabilidad relacionados con el suplemento. Por lo tanto, una ventaja de la
presente invencion es que la composicion que comprende Bifidobacterium lactis BL-04 (por ejemplo, solo o sin la
presencia de otro microorganismo) es mas facil de estabilizar ya que el experto solo se preocupa de la estabilidad de
una sola bacteria en lugar de mas de una bacteria.

Ademas, o como alternativa, el uso de una sola cepa bacteriana en una composicién puede tener la ventaja de
reducir el coste en uso de la composicién en comparacién con composiciones de cepas mezcladas.

Otra ventaja significativa descrita en el presente documento es que los inventores han descubierto que,
sorprendentemente, el uso de una composicion (que comprende Bifidobacterium lactis BL-04) de acuerdo con la
presente invencion puede usarse para modificar o reducir la toma de la medicion en un sujeto.

De esta manera, la composicidon descrita en el presente documento ventajosamente puede llevar a una reduccion
del uso de medicacion por un individuo. Esto incluye reducir la cantidad de uno o mas de los siguientes
medicamentos usados por el individuo: un descongestivo, un antihistaminico, un agente para reducir la fiebre, un
agente para aliviar el dolor (por ejemplo, para dolores de cabeza y/u otros dolores y molestias), antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), antitusivos (o supresores de la tos), un antibiético o expectorantes (para diluir el moco).
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Medicamento

El término “medicamento”, como se usa en el presente documento en relacién con la invencion, incluye
medicamentos para uso tanto en seres humanos como en animales en medicina humana y veterinaria. Ademas, el
término “medicamento”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier sustancia que proporciona un
efecto terapéutico y/o beneficioso. El término “medicamento”, como se usa en el presente documento, no esta
limitado necesariamente a sustancias que necesitan aprobacién para su comercializacién, sino que puede incluir
sustancias que pueden usarse en cosméticos, nutracéuticos, alimentos (incluyendo comidas y bebidas, por ejemplo)
y remedios naturales.

Tratamiento

Se apreciara que, todas las referencias en cuanto a tratamiento, en el presente documento, incluyen el tratamiento
curativo, paliativo y profilactico.

Forma sustancialmente pura y/o forma aislada

Para algunos aspectos, el microorganismo y/o producto de fermentacion y/o lisado celular de acuerdo con la
presente invencién puede estar en una forma sustancialmente pura o puede estar en una forma aislada.

La expresion “forma sustancialmente pura” se usa para indicar que el microorganismo y/o producto de fermentacion
y/o lisado celular de acuerdo con la presente invencion esta presente en un alto nivel. Cuando el microorganismo y/o
producto de fermentacion y/o lisado celular esta en una forma sustancialmente pura, el microorganismo y/o producto
de fermentacion y/o lisado celular es deseablemente el componente predominante presente en una composicion.
Preferentemente, esta presente en un nivel de mas del 30 %, de mas del 50 %, de mas del 75 %, de mas del 90 %,
o incluso de mas del 95 %, determinandose dicho nivel en una base de peso seco/peso seco con respecto a la
composicion total considerada.

A niveles muy altos (por ejemplo, a niveles de mas del 90 %, de mas del 95% o de mas del 99 %), el
microorganismo y/o producto de fermentacion y/o lisado celular puede considerarse “aislado”.

Las sustancias biolégicamente activas de la presente invencién (incluyendo polipéptidos, moléculas de acido
nucleico, carbohidratos identificados/identificables mediante exploracién, lipidos identificados/identificables mediante
exploracion, restos identificados/identificables mediante exploracioén, etc.) pueden proporcionarse en una forma que
esté sustancialmente libre de uno o mas contaminantes con los que la sustancia podria estar asociada de otra
manera. De esta manera, por ejemplo, pueden estar sustancialmente libres de uno o mas polipéptidos y/o moléculas
de acido nucleico potencialmente contaminantes. Pueden proporcionarse en una forma que esté sustancialmente
libre de otros componentes celulares (por ejemplo, de membranas celulares, de citoplasma, etc.). Cuando una
composicion esta sustancialmente libre de un contaminante dado, el contaminante estara a un nivel bajo (por
ejemplo, a un nivel de menos del 10 %, menos del 5% o menos del 1 % en la base de peso seco/peso seco
indicada anteriormente).

Combinacién con otros componentes

El Bifidobacterium lactis BL0O4 y/o producto de fermentacion del mismo y/o lisado celular del mismo para su uso en la
presente invencion puede usarse en combinaciéon con otros componentes. De esta manera, la presente invencion
también se refiere a combinaciones. El Bifidobacterium lactis BL04 y/o producto de fermentacion del mismo y/o
lisado celular del mismo puede denominarse en el presente documento “la composicion de la presente invencién”.

La combinacion de la presente invencion comprende la composicién de la presente invencién y otro componente que
es adecuado para consumo animal o humano y es capaz de proporcionar un efecto médico o fisiolégico beneficioso
al consumidor.

Otros componentes de las combinaciones de la presente invencion incluyen polidextrosa, tales como Litesse®, y/o
una maltodextrina y/o lactitol. Estos otros componentes pueden afiadirse opcionalmente a la composicion para
ayudar al proceso de secado y ayudar a la supervivencia de los microorganismos.

Otros ejemplos de otros componentes adecuados incluyen uno o mas de: espesantes, agentes gelificantes,
emulsionantes, aglutinantes, modificadores de cristales, edulcorantes (incluyendo edulcorantes artificiales),
modificadores de la reologia, estabilizantes, antioxidantes, colorantes, enzimas, portadores, vehiculos, excipientes,
diluyentes, agentes lubricantes, agentes saporiferos, materias colorantes, agentes de suspension, disgregantes,
aglutinantes de granulacion, etc. Estos otros componentes pueden ser naturales. Estos otros componentes pueden
prepararse mediante el uso de técnicas quimicas y/o enzimaticas.

En una realizacion, el microorganismo y/o producto de fermentacion y/o lisado celular del mismo pueden estar
encapsulados.

En una realizacion preferida, el microorganismo y/o producto de fermentacion y/o lisado celular del mismo para su
uso en la presente invencion puede usarse en combinacion con uno o mas lipidos.

Por ejemplo, microorganismo y/o producto de fermentacion y/o lisado celular del mismo para su uso en la presente
invencion puede usarse en combinacién con una o mas micelas lipidicas. La micela lipidica puede ser una micela
lipidica sencilla o una micela lipidica compleja.
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La micela lipidica puede ser un agregado de moléculas orientadas de sustancias anfipaticas.

Las micelas lipidicas pueden ser un agregado, de dimensiones coloidales, de moléculas orientadas de sustancias
anfipaticas que existen en equilibrio en solucién con la especie quimica a partir de la cual se formaron. Las micelas
generalmente tienen carga eléctrica. En solucién acuosa, las moléculas individuales del agregado micelar estan
orientadas de tal manera que sus grupos polares se dirigen hacia el medio acuoso y su resto hidréfobo se dirige al
centro de la micela.

Las micelas lipidicas pueden comprender un lipido y/o un aceite.

Como se usa en el presente documento, la expresion “agente espesante o gelificante” se refiere a un producto que
impide la separacion al ralentizarse o impedirse el movimiento de las particulas, ya sean gotas de liquidos
inmiscibles, aire o sdlidos insolubles. El espesamiento se produce cuando las moléculas hidratadas individuales
provocan un aumento de viscosidad, ralentizando la separacién. La gelificacion se produce cuando las moléculas
hidratadas se unen para formar una red tridimensional que atrapa las particulas, inmovilizandolas de esta manera.

El término “estabilizante”, como se usa en el presente documento, se define como un ingrediente o combinacion de
ingredientes que impide que un producto (por ejemplo, un producto alimentario) cambie a lo largo del tiempo.

El término “emulsionante”, como se usa en el presente documento, se refiere a un ingrediente (por ejemplo, un
ingrediente de un producto alimentario) que impide la separacion de emulsiones. Las emulsiones son dos sustancias
inmiscibles, una presente en forma de gotas, contenida dentro de la otra. Las emulsiones pueden consistir en
emulsiones de aceite en agua, donde la gota o la fase dispersa es aceite y la fase continua es agua; o de agua en
aceite, donde el agua se convierte en la fase dispersa y la fase continua es aceite. Las espumas, que son gas en
liquido, y las suspensiones, que son sdlido en liquido, también pueden estabilizarse mediante el uso de
emulsionantes. Puede producirse aireacion en un sistema de tres fases en el que el aire queda atrapado por aceite
liguido y después se estabiliza por cristales de grasa aglomerados estabilizados con un emulsionante. Los
emulsionantes tienen un grupo polar con afinidad por el agua (hidréfilo) y un grupo no polar que se atrae por el
aceite (lipofilo). Se absorben en las superficies de contacto de las dos sustancias, proporcionando una pelicula
interfacial que actia estabilizando la emulsién. Las propiedades hidréfilas/lipdfilas de los emulsionantes se ven
afectadas por la estructura de la molécula. Estas propiedades se identifican por el valor del equilibrio hidréfilo/lipofilo
(EHL). Un bajo valor de EHL indica una mayor tendencia lipéfila que se usa para estabilizar las emulsiones de agua
en aceite. Los altos valores de EHL se asignan a emulsionantes hidrdfilos, tipicamente usados en las emulsiones de
aceite en agua. Estos valores se obtienen a partir de sistemas sencillos. Como los alimentos con frecuencia
contienen otros ingredientes que afectan a las propiedades de emulsion, los valores de EHL no siempre pueden ser
una guia fiable para la seleccion del emulsionante.

Como se usa en el presente documento, el término “aglutinante” se refiere a un ingrediente (por ejemplo, un
ingrediente alimentario) que se une al producto a través de una reaccion fisica o quimica. Durante la “gelificacion”,
por ejemplo, se absorbe agua proporcionando un efecto aglutinante. Sin embargo, los aglutinantes pueden absorber
otros liquidos, tales como aceites, manteniéndolos dentro del producto. En el contexto de la presente invencion, los
aglutinantes tipicamente se usarian en productos solidos o de un bajo contenido de humedad, por ejemplo,
productos horneados: pasteles, donuts, pan y otros.

La expresion “modificador de cristales”, como se usa en el presente documento, se refiere a un ingrediente (por
ejemplo, un ingrediente alimentario) que afecta a la cristalizacion de la grasa o el agua. La estabilizacion de los
cristales de hielo es importante por dos razones. La primera esta relacionada directamente con la estabilidad del
producto desde el punto de vista de la separacion. Cuantos mas ciclos de congelacién/descongelacion se realicen
en un producto, mayores se haran los cristales de hielo. Estos cristales grandes pueden romper la estructura del
producto, que se produce de forma natural, como en el caso de las paredes celulares, o que se crea por “elacion”.
Como el agua ya no se mantiene en su sitio, el producto puede presentar sinéresis, o goteo, después de la
descongelacion. En segundo lugar, en el caso de un producto que se consume congelado, estos cristales grandes
dan como resultado una sensacion arenosa indeseable en la boca.

“Excipientes” o “vehiculos” significa materiales adecuados para la administracion de compuestos e incluyen
cualquier material de este tipo conocido en la técnica tal como, por ejemplo, cualquier liquido, gel, disolvente,
diluyente liquido, solubilizante o similar, que no sea toxico y que no interaccione con ningin componente de la
composicion de una manera perjudicial.

Los ejemplos de excipientes nutricionalmente aceptables incluyen, por ejemplo, agua, soluciones salinas, alcohol,
silicona, ceras, vaselina, aceites vegetales, polietilenglicoles, propilenglicol, liposomas, azulcares, gelatina, lactosa,
amilosa, estearato de magnesio, talco, tensioactivos, acido silicico, parafina viscosa, aceite perfumado,
monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, ésteres de acidos grasos de petroetral, hidroximetilcelulosa,
polivinilpirrolidona y similares.

Los ejemplos de excipientes incluyen uno o mas de: celulosa microcristalina y otras celulosas, lactosa, citrato sodico,
carbonato calcico, fosfato calcico dibasico, glicina, almidén, azicar de la leche y polietilenglicoles de alto peso
molecular. Los ejemplos de disgregantes incluyen uno o mas de: almidén (preferentemente almidon de maiz, patata
o tapioca), almidén glicolato sédico, croscarmelosa sodica y ciertos silicatos complejos.

Los ejemplos de aglutinantes de granulacion incluyen uno o mas de: polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, maltosa, gelatina y goma arabiga.

Los ejemplos de agentes lubricantes incluyen uno o mas de: estearato de magnesio, acido estearico, behenato de
glicerilo y talco. Los ejemplos de diluyentes incluyen uno o mas de: agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y
combinaciones de los mismos. Los demas componentes pueden usarse simultdneamente (por ejemplo, cuando
estan mezclados entre si o incluso cuando se administran por vias diferentes) o secuencialmente (por ejemplo,
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pueden administrarse por diferentes vias).
Preferentemente, cuando la composicion de la presente invencidon se administra con otros componentes, los
microorganismos permanecen viables.

Como se usa en el presente documento, la expresién “componente adecuado para el consumo animal o humano”
significa un compuesto que es o puede afadirse a la composicién de la presente invencién como un suplemento que
puede tener un efecto nutricional beneficioso, puede ser un sustituto de fibra o puede tener un efecto generalmente
beneficioso para el consumidor. Los ingredientes pueden usarse en una amplia diversidad de productos que
requieren gelificacion, texturizacion, estabilizacién, suspension, formacion de peliculas y estructuracion, retencion de
jugosidad, sin afiadir viscosidad innecesaria. Preferentemente, los ingredientes podran mejorar la vida util y
estabilidad del cultivo viable. Los componentes pueden ser prebidticos tales como alginato, xantano, pectina, goma
de algarrobilla (LBG), inulina, goma guar, galacto-oligasacarido (GOS), fructo-oligosacarido (FOS), polidextrosa (es
decir, Litesse®), lactitol, lactosacarosa, oligosacaridos de soja, palatinosa, isomalto-oligosacaridos, gluco-
oligosacaridos y xilo-oligosacaridos.

La cantidad 6ptima de la composicién a usar en la combinacién de la presente invencién dependera del producto a
tratar y/o el método para poner en contacto producto con la composicion y/o el uso deseado de la misma. La
cantidad de microorganismo viable usado en las composiciones debe ser una cantidad suficiente para ser eficaz y
para seguir siendo suficientemente eficaz en la mejora del aroma, sabor, suavidad, consistencia, textura, cuerpo,
sensacion en la boca, viscosidad, estructura y/o propiedades organolépticas, nutricion y/o efectos beneficiosos para
la salud de los productos alimentarios que contienen dicha composicion. Esta duraciéon de tiempo para la eficacia
debe prolongarse al menos durante el tiempo de utilizacion del producto.

Concentrados

Las composiciones para su uso en la presente invencion pueden estar en forma de concentrados. Tipicamente,
estos concentrados comprenden una concentracion sustancialmente alta de un Bifidobacterium lactis BL04 (por
ejemplo, Bifidobacterium lactis BL04 viable) y/o producto de fermentacion y/o lisado celular del mismo.

Los polvos, granulos y composiciones liquidas en forma de concentrados pueden diluirse con agua o resuspenderse
en agua u otros diluyentes adecuados, por ejemplo, un medio de crecimiento apropiado tal como leche o aceites
minerales o vegetales, para proporcionar composiciones listas para el uso.

Las combinaciones de la presente invencién en forma de concentrados pueden prepararse de acuerdo con métodos
conocidos en la técnica.

En un aspecto de la presente invencion, el producto se pone en contacto mediante una composiciéon en una forma
concentrada. Preferentemente, el producto se pone en contacto mediante una composicién secada por pulverizacion
y/o resuspendida.

Las composiciones de la presencia invencion pueden secarse por pulverizacion o liofilizarse por métodos conocidos
en la técnica.

Los procesos tipicos para fabricar particulas usando un proceso de secado por pulverizacion incluyen un material
soélido que se disuelve en un disolvente apropiado (por ejemplo, un cultivo de un microorganismo en un medio de
fermentacion). Como alternativa, el material puede suspenderse o emulsionarse en un no disolvente para formar una
suspension o emulsion. En esta etapa pueden afiadirse otros ingredientes (como se ha analizado anteriormente) o
componentes tales como agentes antimicrobianos, agentes estabilizantes, colorantes y agentes que ayudan con el
proceso de secado.

La solucion después se atomiza para formar una niebla fina de gotas. Las gotas inmediatamente entran en una
camara de secado donde contactan con un gas de secado. El disolvente se evapora de las gotas en el gas de
secado para solidificar las gotas, formando de esta manera particulas. Las particulas después se separan del gas de
secado y se recogen.

Productos

En la presente invencién puede usarse cualquier producto que pueda beneficiarse de la composicion. Estos
incluyen, pero sin limitaciéon, productos lacteos y productos derivados de lacteos, suplementos de la dieta y
productos farmacéuticos.

A modo de ejemplo, la composicion de la presente invencion puede usarse como un ingrediente para refrescos, un
zumo de frutas o una bebida que comprende proteina de suero, tés para la salud, bebidas de cacao, bebidas de
leche y bebidas de bacterias de acido lactico, yogur y yogur liquido, queso, helado, helados de hielo y postres,
pasteles, galletas, tartas y polvo para hacer tartas, aperitivos, alimentos y bebidas equilibradas, rellenos de fruta,
glaseados, rellenos para pasteles de chocolate, rellenos con sabor a tarta de queso, rellenos de tartas con sabor a
frutas, glaseados de tartas y donuts, cremas de relleno para bolleria instantanea, rellenos para galletas, rellenos
para bolleria lista para el uso, rellenos bajos en calorias, bebidas nutricionales para adultos, bebidas de soja/zumo
acidificadas, bebidas de chocolate asépticas/pasteurizadas, mezclas en barras, polvos para bebidas, leche con
chocolate normal/con soja fortificada con calcio, bebida de café fortificada con calcio.

La composicion puede usarse ademas como un ingrediente en productos alimentarios tales como salsa de queso
americano, agente anti-aglomerante para queso gratinado y rayado, aderezo para patatas fritas, crema de queso,
cubiertas batidas mezcladas en seco, crema agria sin grasa, crema batida lactea para congelar/descongelar,
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cubiertas batidas estables frente a la congelacidon/descongelacion, queso cheddar natural de bajo contenido en
grasa y ligero, yogur de tipo suizo de bajo contenido en grasa, postres congelados aireados, helados en paquetes
duros, helados en paquetes duros en los que se pueden poner facilmente etiquetas, mas econémicos y agradables,
helado de bajo contenido en grasa; crema de helado, salsa barbacoa, salsa de queso, postre de requeson, salsa
Alfredo seca en polvo, salsa de queso en polvo, salsa de tomate seca en polvo y otras.

Para ciertos aspectos, preferentemente la presente invencion puede usarse en relacion con la produccién de yogur,
tal como bebidas de yogur fermentado, yogur, yogur liquido, queso, crema fermentada, postres basados en leche y
otros. Convenientemente, la composicion puede usarse ademas como un ingrediente en una o mas aplicaciones de
queso, aplicaciones de carne o aplicaciones que comprenden cultivos protectores.

También se describe en el presente documento un método para preparar un alimento o un ingrediente alimentario,
comprendiendo el método mezclar la composicion de acuerdo con la presente invenciéon con otro ingrediente
alimentario.

Ventajosamente, en el presente documento se describen productos que se han puesto en contacto con la
composicion de la presente invencion (y opcionalmente con otros componentes/ingredientes), donde la composicion
se usa en una cantidad adecuada para poder mejorar la nutricién y/o efectos beneficiosos para la salud del producto.
Como se usa en el presente documento, el término “se ha puesto en contacto” se refiere a la aplicacion indirecta o
directa de la composicion de la presente invencion al producto. Los ejemplos de los métodos de aplicacion que
pueden usarse, incluyen, pero sin limitacion, tratamiento de un producto en un material que comprende la
composicion, aplicacion directa mezclando la composicion con el producto, pulverizaciéon de la composicion sobre la
superficie del producto o inmersién del producto en una preparacion de la composicion.

Cuando el producto descrito en el presente documento es un producto alimentario, la composiciéon de la presente
invencion preferentemente se mezcla con el producto. Como alternativa, la composicion puede incluirse en la
emulsion o ingredientes de partida de un producto alimentario. En una alternativa adicional, la composicién puede
aplicarse como un aderezo, glaseado, mezcla de colorantes y similares.

Para algunas aplicaciones, es importante que la composicion esté disponible sobre o en la superficie de un producto
a tratar/modificar. Esto permite que la composicién aporte una o mas de las siguientes caracteristicas favorables:
nutricion y/o efectos beneficiosos para la salud.

Las composiciones de la presente invencion pueden aplicarse para intercalarse, recubrir y/o impregnar un producto
con una cantidad controlada de un microorganismo viable.

Alimento

La composicion de la presente invencion puede usarse como - o en la preparacion de - un alimento. En el presente
documento, el término “alimento” se usa en sentido amplio - e incluye alimentos para seres humanos asi como
alimentos para animales (es decir, un pienso). En un aspecto preferido, el alimento es para consumo humano.

El alimento puede estar en forma de una solucién o como un sélido - dependiendo del uso y/el modo de aplicacion
y/o el modo de administracion.

Cuando se usa como - o en la preparacion de - un alimento - tal como un alimento funcional - la composicién de la
presente invencion puede usarse junto con uno o mas de: un vehiculo nutricionalmente aceptable, un diluyente
nutricionalmente aceptable, un excipiente nutricionalmente aceptable, un adyuvante nutricionalmente aceptable, un
ingrediente activo nutricionalmente aceptable.

Preferentemente, la composicion se usa para fermentar leche o leche fortificada con sacarosa o medio lactico con
sacarosa y/o maltosa, donde el medio resultante que contiene todos los componentes de la composicion - es decir,
dicho microorganismo de acuerdo con la presente invencion - puede afiadirse como un ingrediente a leche de yogur
en concentraciones adecuadas - tal como, por ejemplo, en concentraciones en el producto final que ofrecen una
dosis diaria de 10°-10'° ufc. El microorganismo de acuerdo con la presente invencion puede usarse antes o después
de la fermentacion del yogur. Para algunos aspectos, los microorganismos de acuerdo con la presente invencion o
composicion de acuerdo con la presente invencién se usan como - o en la preparacién de - piensos para animales,
tales como piensos para ganado, en particular pienso para aves de corral (tales como pollos), o comida para
mascotas.

Ingrediente alimentario

La composicion de la presente invencion puede usarse como un ingrediente alimentario y/o ingrediente de pienso.
Como se usa en el presente documento, la expresion “ingrediente alimentario” o “ingrediente de pienso” incluye una
formulacién que esta presente o puede anadirse a alimentos o productos alimentarios funcionales como un
suplemento nutricional.

El ingrediente alimentario puede estar en forma de una solucién o como un sélido - dependiendo del uso y/o el modo
de aplicacion y/o el modo de administracion.

Suplementos de alimentos

La composicion de la presente invencion puede estar presente en - o puede afiadirse a - suplementos de alimentos.
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Alimentos funcionales

La composicion de la presente invencion puede estar presente en - o puede afiadirse a - alimentos funcionales.
Como se usa en el presente documento, la expresion “alimento funcional” se refiere a un alimento que es capaz de
proporcionar no solo un efecto nutricional, sino que también es capaz de producir un efecto beneficioso adicional al
consumidor.

Por consiguiente, los alimentos funcionales son alimentos normales que tienen componentes o ingredientes (tales
como los descritos en el presente documento) incorporados en ellos que aportan al alimento un efecto beneficioso
funcional especifico - por ejemplo, médico o fisiolégico - distinto de un efecto puramente nutricional.

Aunque no existe definicion legal de un alimento funcional, la mayoria de las partes con interés en esta area
coinciden en que son alimentos comercializados como alimentos que tienen efectos especificos sobre la salud
aparte de los efectos nutricionales basicos.

Algunos alimentos funcionales son nutracéuticos. En el presente documento, el término “nutraceutico” significa un
alimento que es capaz de proporcionar no solo un efecto nutricional y/o un sabor satisfactorio, sino que también es
capaz de producir un efecto terapéutico (u otro efecto beneficioso) en el consumidor. Los nutracéuticos atraviesan
las lineas de division tradicionales entre los alimentos y las medicinas.

Probistico

Para algunas aplicaciones, se cree que el Bifidobacterium lactis BL0O4 viable en la composicion de la presente
invencion puede ejercer un efecto de cultivo probiotico. También esta dentro del alcance de la presente invencion
afiadir a la composicion de la presente invencion prebidticos adicionales.

En el presente documento, un prebidtico es:

“un ingrediente alimentario no digerible que afecta de forma beneficiosa al hospedador mediante la estimulacion
selectiva del crecimiento y/o la actividad de una o un numero limitado de bacterias beneficiosas”

La expresion “cultivo probidtico”, como se usa en el presente documento, define microorganismos vivos (incluyendo
bacterias o levaduras, por ejemplo) que, cuando se ingieren o se aplican localmente, por ejemplo, en una cantidad
suficiente, afectan de forma beneficiosa al organismo hospedador, es decir, confiiendo uno o mas beneficios
demostrables sobre la salud en el organismo hospedador. Los probioticos pueden mejorar el equilibrio microbiano en
una o mas superficies mucosas. Por ejemplo, la superficie mucosa puede ser el intestino, el tracto urinario, el tracto
respiratorio o la piel. El término “probidtico”, como se usa en el presente documento, también incluye
microorganismos vivos que pueden estimular las ramificaciones beneficiosas del sistema inmunitario y al mismo
tiempo disminuir las reacciones inflamatorias en una superficie mucosa, por ejemplo, el intestino.

Aunque no hay limites inferiores o superiores para la toma de probiéticos, se ha sugerido que al menos 10°-10",
preferentemente al menos 108-10", preferentemente 108-10° ufc como una dosis diaria sera eficaz para conseguir
los efectos beneficiosos sobre la salud en un organismo hospedador, tal como un ser humano.

Ademas del efecto probidtico, el microorganismo de acuerdo con la presente invencion puede tener, y también esta
dentro del alcance de la presente invencién proporcionar prebidticos como otros compuestos que pueden incluirse
en una combinacion junto con la composicion. El componente prebidtico de la combinacion que comprende la
composicion de la presente invencion se caracteriza por una fermentacion lenta en el intestino delgado. Dichos
prebidticos pueden ejercer un efecto positivo sobre la flora intestinal, especificamente en el lado izquierdo del colon,
un area del intestino que es especialmente propensa a trastornos, en particular, cancer de intestino y colitis ulcerosa.
Los prebidticos tipicamente son carbohidratos no digeribles (oligo- o polisacaridos) o un alcohol de azucar que no se
degrada o absorbe en el tracto digestivo superior. Los prebidticos conocidos usados en productos comerciales y
utiles de acuerdo con la presente invencion incluyen inulina (fructo-oligosacarido o FOS) y transgalacto-
oligosacaridos (GOS o TOS). Otros prebidticos adecuados incluyen oligosacarido de palatinosa, oligosacarido de
soja, gentiooligosacarido, xilooligomeros, almidén no degradable, lactosacarosa, lactulosa, lactilol, maltitol,
polidexotrsa (es decir, Litesse®) o similares.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a la combinacion de un Bifidobacterium lactis BL0O4 y/o producto
de fermentacion del mismo y/o lisado celular del mismo de acuerdo con la presente invencion con un prebidtico.

El prebidtico puede administrarse de forma simultanea (por ejemplo, en mezcla junto con o administrado de forma
simultanea por la misma via o por vias diferentes) o secuencialmente (por ejemplo, por la misma via o por vias
diferentes) con el microorganismo de acuerdo con la presente invencion y/o producto de fermentacion del mismo y/o
lisado celular del mismo.

Simbidticos

La presente invencion también contempla el uso de prebiodticos como ingredientes en una combinacion junto con la
composicion de la presente invencion que, cuando se combinan, se convierten en simbidticos. El objetivo de esto es
combinar los efectos de las bacterias beneficiosas y la estimulacion de las bacterias beneficiosas del propio cuerpo.
Hay un gran potencial en el desarrollo y el consumo de dichas mezclas, ya que algunas de estas pueden mostrar
efectos nutricionales y/o sobre la salud sinérgicos potentes.

De esta manera, la composicion de la presente invencion puede disefiarse especificamente de forma que contenga
diferentes componentes que pueden proporcionar un efecto simbidtico al consumidor.
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Producto farmacéutico

La composicion de la presente invenciéon puede usarse como - o en la preparacion de - un producto farmacéutico. En
el presente documento la expresion “producto farmacéutico” se usa en sentido amplio - e incluye productos
farmacéuticos para seres humanos asi como productos farmacéuticos para animales (es decir aplicaciones
veterinarias). En un aspecto preferido, el producto farmacéutico es para su uso humano y/o para cria de animales.

El producto farmacéutico puede ser para fines terapéuticos - que pueden ser de naturaleza curativa, paliativa o
preventiva. El producto farmacéutico incluso puede tener incluso fines de diagndstico.

Cuando se usa como - 0 en la preparacion de - un producto farmacéutico, la composiciéon de la presente invencion
puede usarse junto con uno o mas de: un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un diluyente farmacéuticamente
aceptable, un excipiente farmacéuticamente estable, un adyuvante farmacéuticamente aceptable, o un ingrediente
activo farmacéuticamente aceptable.

El producto farmacéutico puede estar en forma de una soluciéon o como un sélido - dependiendo del uso y/o el modo
de aplicacion y/o el modo de administracion.

Ingrediente farmacéutico

Los microorganismos de la presente invencion pueden usarse como ingredientes farmacéuticos. En el presente
documento, la composicion puede ser el Unico componente activo o puede ser al menos uno de varios (es decir, 2 0
mas) componentes activos.

El ingrediente farmacéutico puede estar en forma de una solucién o como un solido - dependiendo del uso y/o el
modo de aplicacion y/o el modo de administracion.

Formas

El microorganismo de la presente invencion y/o producto de fermentacion del mismo y/o lisado celular del mismo
puede usarse en cualquier forma adecuada - tanto si esta solo como si esta presente en una combinacién con otros
componentes o ingredientes. De forma similar, las combinaciones que comprenden la composicion de la presente
invencion y otros componentes y/o ingredientes (es decir ingredientes - tales como ingredientes alimentarios,
ingredientes de alimentos funcionales o ingredientes farmacéuticos) pueden usarse en cualquier forma adecuada.

El microorganismo de la presente invencion o composicion de la presente invencién puede usarse en forma de
preparaciones solidas o liquidas o alternativas de las mismas. Los ejemplos de preparaciones solidas incluyen, pero
sin limitaciéon, comprimidos, capsulas, polvo fino, granulos y polvos que pueden ser humectables, secarse por
pulverizacion o secarse por congelacion. Los ejemplos de preparaciones liquidas incluyen, pero sin limitacion,
soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas, organicas o acuoso-organicas. Los ejemplos adecuados de formas
incluyen uno o mas de: comprimidos, pildoras, capsulas, 6vulos, soluciones o suspensiones, que pueden contener
agentes saporiferos o colorantes, para aplicaciones de liberacion inmediata, retrasada, modificada, sostenida,
pulsatil o controlada.

A modo de ejemplo, si la composicion de la presente invencién se usa en forma de un comprimido - tal como para el
uso como un ingrediente funcional - los comprimidos también pueden contener uno o mas de: excipiente tales como
celulosa microcristalina, lactosa, citrato sddico, carbonato calcico, fosfato calcico dibasico y glicina; disgregantes
tales como almidon (preferentemente almidon de maiz, patata o tapioca), almidon glicolato sédico, croscarmelosa
sédica y ciertos silicatos complejos; aglutinantes de granulacion tales como polivinilpirrolidona,
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, gelatina y goma arabiga. Pueden incluirse
agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, acido estearico, behenato de glicerilo y talco.

Los ejemplos de vehiculos nutricionalmente aceptables para su uso en la preparacion de las formas incluyen, por
ejemplo, agua, soluciones salinas, alcohol, ceras de silicona, vaselina, aceites vegetales, polietilenglicoles,
propilenglicol, liposomas, azucares, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, tensioactivos, acido
silicico, parafina viscosa, aceite perfumado, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, ésteres de acidos grasos
de petroetral, hidroximetil-celulosa, polivinilpirrolidona y similares.

Los excipientes preferidos para las formas incluyen lactosa, almidon, una celulosa, azucar de la leche o
polietilenglicoles de alto peso molecular.

Para las suspensiones acuosas y/o elixires, la composicion de la presente invencion puede combinarse con diversos
agentes edulcorantes o saporiferos, materias colorantes o tintes, con emulsionantes y/o agentes de suspension y
con diluyentes tales como agua, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.

Las formas también pueden incluir capsulas de gelatina; capsulas de fibra, comprimidos de fibra, etc.; o incluso
bebidas de fibra.

Otros ejemplos de formas son las formas de crema, por ejemplo. Para algunos aspectos, el microorganismo y/o un
metabolito del mismo puede incluirse en cremas farmacéuticas y/o cosméticas tales como, por ejemplo, cremas
solares y/o cremas para después de tomar el sol.

En un aspecto, la composiciéon de acuerdo con la presente invencion puede administrarse en un aerosol, por ejemplo
por medio de un pulverizador nasal, por ejemplo para administrarse en el tracto respiratorio.
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Ejemplos

La presente invencion se describira adicionalmente haciendo referencia a los siguientes Ejemplos y figuras en los
que:

La Figura 1 muestra una representacion esquematica de los experimentos realizados para mostrar la presente
invencion.
La Figura 2 muestra un Diagrama de Flujo Consort que detalla el reclutamiento, procesamiento y analisis de sujetos.

Metodologia

Enfoque experimental: el estudio incluyé un ensayo doble ciego, controlado con placebo de individuos sanos
fisicamente activos de la comunidad para establecer si 150 dias de suplemento con un probiético reduce las ITRS
durante el periodo de invierno entre junio y octubre de 2010 (Figura 1). Habia dos grupos experimentales, un grupo
de placebo y un grupo de probidtico, que comprendian 309 adultos sanos fisicamente activos, 157 hombres y 152
mujeres en numeros equivalentes. Los participantes completaron un ensayo de 14 dias en el que todos usaron
probidticos y suplementos de probioticos/alimentos enriquecidos y se interrumpid la administracion de medicaciones
o suplementos inmunomoduladores. Después de la toma de muestras iniciales, los sujetos empezaron un periodo
con suplementos de 150 dias. Se pidié a todos los participantes que mantuvieran un diario de enfermedad para
registrar los patrones de enfermedad (duracion y gravedad). Se eligié una cohorte de participantes de cada grupo
para un analisis secundario de la funcion inmunitaria y microbiologia. Cada cohorte de participantes proporciono
muestras de sangre y fecales, y una torunda de garganta para examinar el efecto de los suplementos sobre la
microbiota entérica y del TRS, indices de la funcion inmunitaria innata (funcion de células NK y fagocitosis).

Se recogieron muestras de saliva, pero el andlisis sera dependiente de si se identifican resultados clinicos
beneficiosos. Un analisis secundario incluyé la recogida de una torunda fecal para sujetos que viajaron a Asia, con el
fin de determinar si el suplemento probiotico reduce la colonizacién de Escherichia coli resistente a antibiéticos
durante los viajes.

La acreditacion del Comité de Etica se otorgd por los Comités de Etica del Instituto Australiano de Deportes (19 de
febrero de 2010) y la Universidad Griffith (11 de marzo de 2010).

Sujetos y reclutamiento

En el estudio se reclutaron 268 miembros sanos fisicamente activos de la comunidad. De estos, 226 individuos se
incluyeron en el andlisis estadistico de las medidas de actividad fisica y enfermedad. Las caracteristicas de los
sujetos incluidos en el analisis estadistico se detallan en la Tabla 1. No hubo diferencias sustanciales entre los
grupos.

Criterios de inclusion:

La inclusién en el estudio se determiné de acuerdo con los niveles de actividad fisica con participantes que se
requeria que realizaran un minimo de tres sesiones de ejercicio a la semana.

Criterios de exclusion:

Se pidié a todos los participantes que declararan su uso de adyuvantes de la dieta y/o ergogénicos que pudieran
influir en la funcidn inmunitaria subyacente. Se excluyeron todos los participantes con medicaciones
inmunomoduladoras, incluyendo los que tomaban tratamientos contra el asma basados en esteroides. También se
excluyeron los sujetos que se habian sometido a tratamientos con antibidticos en el mes previo. Se excluyeron los
sujetos con cualquier sintoma de enfermedad gastrointestinal, tal como enfermedad de Crohn, enfermedad celiaca y
afecciones relacionadas.

Medidas de resultados primarios:

La medida del resultado clinico primario fue enfermedad del TRS en los participantes durante el periodo de estudio.
Se pidi6 a los sujetos que registraran cualquier sintoma de ITRS y enfermedad de pecho en un registro de
enfermedad diario durante el periodo de estudio. En resumen, los sintomas de ITRS incluian dolor de garganta,
estornudos, congestion nasal o goteo nasal y tos. Los sintomas de la enfermedad respiratoria inferior incluian tos
con congestion de pecho y/o sibilancias. Se realizaba una clasificacion de un episodio enfermedad cuando dos o
mas sintomas se registraban en dias consecutivos. El impacto funcional o gravedad de los sintomas para individuos
fisicamente activos se autocalific6 como leve, moderado o severo basandose en el impacto de los sintomas sobre la
actividad diaria para ese dia: leve - sin cambio, moderado - una reduccién de la actividad normal, y grave - cese total
de la actividad.
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Medidas de resultados secundarios

Estrés y resiliencia percibidos: el estrés y la resiliencia percibidos de los participantes se midieron mediante un
cuestionario antes y después de la administracion del suplemento. Los factores psicolégicos y sociales representan
una fuente de estrés que puede afectar a la inmunidad y a la salud. Todos los sujetos realizaron el cuestionario de
Resiliencia de Connor Davidson antes y al final de la administracién del suplemento.

Una cohorte de participantes (53 del grupo de B. lactis BL-04, 51 del grupo de placebo) de cada uno de los grupos
de tratamiento proporcion6 muestras para las siguientes medidas de resultados secundarios.

Microbiologia fecal
¢ Recuento total de bacterias (eubacterias):
¢ Cuantificacion de los grupos bacterianos en muestras fecales:

Estos grupos pueden incluir, pero sin limitacién, Bacteroidetes, Enterobacteriaceae, Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp. Grupo XIV de Clostridium y otros grupos de clostridios, Clostridium difficile, Collinsella,
Escherichia coli, Enterococcus spp., Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia spp., Veillonella spp., y bacterias
reductoras de sulfato. La cuantificacion bacteriana se realizara con gPCR y/o con otros métodos independientes de
cultivo relevantes. El andlisis de las bacterias de la torunda de garganta por gPCR se centrara en grupos bacterianos
particularmente relevantes que pueden incluir, pero sin limitacion, Staphylococcus aureus, Pneumococcus spp. y
Streptococcus spp.

e Escherichia coli resistente a antibidticos:
e L. acidophilus NCFM'y B. lactis Bi-07 y B. lactis BL-04:
Suero

e Actividad de linfocitos citoliticos naturales
» Fagocitosis

Analisis de datos

Se uso6 un enfoque practico para realizar una deduccion (conclusién) acerca de los efectos clinicos vy fisioldgicos de
los tratamientos probiodticos. Este enfoque se ha detallado en varios articulos (6). Este enfoque también es coherente
con el Comité Internacional de Directrices de Editores de Revistas Médicas para evaluar ensayos clinicos. Los
méritos de este enfoque para tratar algunos de los inconvenientes de un enfoque basado en el ensayo de hipotesis y
significado estadistico estan bien reconocido. El enfoque se basa en dénde cae el intervalo de incertidumbre en el
valor verdadero de un efecto en relacion con los umbrales para valores que son clinicamente importantes. La
incertidumbre en el valor verdadero es el intervalo de confianza. Como hay un gran numero de efectos en este
estudio, se eligid un nivel conservativo del 99 % para el intervalo de confianza. En otras palabras, habia una
probabilidad del 99 % de que el valor verdadero de cada efecto cayera dentro del intervalo de confianza que se
calcula para él a partir de los datos. Cuando el intervalo de confianza incluye valores que son sustanciales en algun
sentido positivo y negativo, tal como beneficioso y perjudicial, el efecto podria ser tanto beneficioso como perjudicial,
en este caso se ha deducido que el efecto no es concluyente o que es poco claro. Por el contrario, se deduce que el
efecto es claro, y la magnitud asignada al efecto es la magnitud observada, tal como una diferencia beneficiosa,
trivial o perjudicial.

Los umbrales elegidos como clinicamente importantes difieren para los diferentes tipos de variables de resultados en
el estudio. Para variables tales como la intensidad de un sintoma en una escala de 3 puntos, se analiz6 el efecto del
tratamiento probiético como una simple diferencia de las medias: media de probiético menos media de placebo. Para
este tipo de efecto, los umbrales por defecto son una diferencia positiva y negativa en las medias igual a 0,20 de la
desviacion tipica entre sujetos reunida en los dos grupos. Este enfoque para los efectos menos importantes se
conoce como estandarizacion y proporciona umbrales para efectos moderados, grandes y muy grandes
(desviaciones tipicas de 0,60, 1,20 y 2,0). Otras variables para las que los presentes inventores eligen umbrales de
magnitud de esta manera fueron el nimero de medicaciones tomadas por 100 dias, la intensidad de la actividad
fisica, el nimero de dias de ejercicio por semana, las horas de ejercicio total por semana, la carga de actividad total
por semana (suma del producto de intensidad de ejercicio y nimero de dias de ejercicio por semana) y las variables
de muestras de saliva que se midieron para determinar su papel potencial como mecanismos de cualquier efecto del
tratamiento. Las medidas de horas de entrenamiento y carga de entrenamiento se transformaron logaritmicamente
antes del analisis para permitir el analisis apropiado del efecto del tratamiento como un porcentaje pero la magnitud
del efecto se determind para la variable transformada logaritmicamente. Las mediciones de saliva también se
transformaron logaritmicamente antes del andlisis pero la variabilidad y los efectos para esas variables
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generalmente fueron mucho mayores que para las variables de entrenamiento y por lo tanto se expresaron como
factores.

Los umbrales de magnitud para variables que representaban o implicaban la presencia o recuento de un sintoma
tuvieron que determinarse de una manera diferente debido a que el uso de una desviacion tipica para dichas
variables no es apropiado. Las variables en cuestién fueron el nimero de episodios de un sintoma dado por 100
dias, el numero total de dias del sintoma por 100 dias y la carga total del sintoma por 100 dias (suma del producto
de intensidad de sintomas y numero de dias del sintoma por 100 dias). El efecto del tratamiento probiotico sobre
todas estas variables se analiz6 como una relacion: la media del grupo de probiético dividida entre la media del
grupo de placebo. Se considerd una relacién de 1,10 (es decir, un valor medio de la variable un 10 % mayor en el
grupo de probiotico) como umbral para un aumento sustancial. Por razones estadisticas, el umbral para una
reduccion sustancial en el grupo de probidtico, por lo tanto, fue una relacion de 1/1,2 o 0,83. Estas relaciones son
similares a las relaciones de riesgo de enfermedad y lesiones en estudios de salud publica; los epidemidlogos
consideran que una relacion de riesgo de 1,1-1,3 representa un aumento sustancial del riesgo. Desafortunadamente,
aun no hay un consenso sobre los umbrales que representan aumentos y reducciones del riesgo moderadas,
grandes y muy grandes.

Los datos de los periodos de “pico” definidos como 2 semanas después del inicio y el final de la administracion del
suplemento se analizaron usando un factor de ponderacion lineal para asignar una proporcion apropiada de las
puntuaciones de entrenamiento y sintomas a los periodos iniciales y de tratamiento completo. De esta manera, el
primer dia después del inicio del tratamiento, 13/14 de los valores de los sujetos se asignaron al periodo inicial y
1/14 se asign6 al periodo de tratamiento. El segundo dia del pico, las fracciones fueron 12/14 y 2/14 y asi
sucesivamente.

También se tuvieron en cuenta los datos iniciales. Cuando se registran los valores iniciales, es habitual ajustar las
diferencias entre sujetos en el punto inicial restando las puntuaciones iniciales de las puntuaciones de tratamiento.
Esta estrategia normalmente produce una mayor precision del efecto de un tratamiento que la proporcionada por un
analisis de las puntuaciones de tratamiento solo y de esta forma permite el uso de tamafios de muestra mas
pequefios. Sin embargo, generalmente no se aprecia que el ajuste de una puntuacion inicial de esta manera de
como resultado una mejor precision solo cuando la variable que se esta analizando es razonablemente fiable (es
decir, las puntuaciones de los sujetos tienden a ser constantemente diferentes entre si en los ensayos de pre- y pos-
tratamiento). En este estudio, se analizaron las variables de sintomas y entrenamiento como puntuaciones solo del
tratamiento. Estaba claro que el efecto del tratamiento sobre los sintomas era mas preciso para el analisis solo del
tratamiento, mientras que el efecto sobre el entrenamiento era mas preciso para los cambios de inicio del
tratamiento: evidentemente, el entrenamiento de los sujetos era mas fiable y estaba mejor definido por la supervision
inicial que por sus sintomas de enfermedad. Por lo tanto, el andlisis de solo tratamiento se presenta para los
sintomas y el andlisis de inicio de tratamiento para el entrenamiento. Para tomar la decision acerca del uso de
analisis solo de tratamiento frente a inicial de tratamiento, se evitd deliberadamente el examen de la magnitud del
efecto y el enfoque se realiz6 solo en la comparacion de la precision de la estimacion del efecto del tratamiento. Las
variables de saliva también se han presentado como anadlisis iniciales del tratamiento.

Los limites de confianza para las puntuaciones de sintomas se estimaron por un método empirico conocido como
bootstrapping (muestreo aleatorio con reemplazo), porque los enfoques analiticos habituales implican suposiciones
que son dificiles de justificar para medidas que implican la duracién de los sintomas. También se usé bootstrapping
con las medidas de entrenamiento. Estos analisis se realizaron usando programas escritos en el Sistema de Analisis
Estadistico.

Tratamientos

El suplemento Z contenia una combinacion de Lactobacillus acidophilus NCFM y Bifidobacterium lactis Bi-07 — la
dosificacién fue de 5x10° UFC/dia para cada bacteria, por lo tanto una dosificacion total de 10° UFC/dia.

El suplemento X contenia Bifidobacterium lactis BL-04 — la dosificacion fue 2x1 0° UFC/dia.
El suplemento Y de placebo contenia sacarosa.

Los suplementos Z y X eran bacterias liofilizadas mezcladas en una bebida fria (no debia consumirse alcohol y la
bebida no estaba caliente).

Resultados

En la Figura 2 se presenta un Diagrama de Flujo Consort que detalla el reclutamiento, procesamiento y analisis de
los sujetos.
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Detalles de los sujetos

Caracteristicas fisicas y fisiologicas: los detalles de las caracteristicas de los sujetos incluidas para el analisis se
detallan en la tabla 1 para cada uno de los grupos. No hubo diferencias sustanciales entre los grupos en cuanto al
5 sexo, la edad o el indice de masa corporal.

Tabla 1

Caracteristicas de los individuos incluidos para el analisis en cada uno de los grupos. Media + DT
Variable Grupo Sexo Numero Media DT Min  Max
Edad BL-04 mujer 65 39,2 11,17 19,3 61,2
Edad Placebo mujer 66 37,2 12 19,5 644
Edad BL-04 hombre 72 36 11,4 18,9 65,5
Edad Placebo  hombre 65 37,7 10,1 19 55,6
IMC BL-04 mujer 62 24,1 3,1 18,8 324
IMC Placebo mujer 63 23,5 3,4 174 32,6
IMC BL-04 hombre 68 24,8 2,9 14,2 31,6
IMC Placebo  hombre 61 25,3 2,6 20,1 32,2
Horas de Ejercicio por sem. BL-04 mujer 29 9,6 5,6 2 25

Horas de Ejercicio por sem. Placebo mujer 34 7 3,4 3 16

Horas de Ejercicio por sem. BL-04 hombre 36 7,7 3,2 2,5 15,5
Horas de Ejercicio por sem. Placebo  hombre 31 7.9 3 3,5 14

Cumplimiento
10
Los detalles de cumplimiento y el nimero medio de dias de suplemento completados por los participantes en cada
grupo se detallan en la Tabla 2.
Tabla 2
El grado de cumplimiento y el nimero medio de dias de suplemento completados por los participantes en cada
uno de los tres grupos de tratamiento durante el transcurso del estudio

Variable Grupo Sexo Media DT Min Max
% de bolsas dejadas BL-04 mujer 13,5 17,9 0 100
% de bolsas dejadas Placebo mujer 11,6 12,7 0 55
% de bolsas dejadas BL-04 hombre 7,3 12,1 0 75
% de bolsas dejadas Placebo hombre 15,1 16,1 0 80
Dias de suplemento (%) BL-04 mujer 95,7 5,8 70,6 100
Dias de suplemento (%) Placebo mujer 94,4 7,5 71,8 100
Dias de suplemento (%) BL-04 hombre 95,2 8,4 60,5 100
Dias de suplemento (%) Placebo hombre 95 6,5 73,8 100

15 Efectos adversos

Cuatro sujetos experimentaron diarrea y calambres al principio del suplemento. Tres de estos sujetos abandonaron y
los sintomas desaparecieron en el tercero. Un sujeto abandoné debido a dolores de cabeza que empezaron con el
suplemento, incluyendo después de una interrupcion de la toma del suplemento asignado. Un sujeto experimenté

20 urticaria después de iniciar el suplemento y abandond. Un sujeto experimentd dolor intestinal después de viajar a
Asia. La fecha del viaje coincidié con la toma del suplemento y el sujeto abandoné.

Informacioén de la dieta

25 La informacion de la dieta con respecto a la ingesta de fibra en cada uno de los grupos de tratamiento se presenta
en la Tabla 3. No hubo diferencias sustanciales entre los grupos en raciones de fibra.

Tabla 3
Numero de raciones estandar de fibra al dia por grupo de tratamiento y género en el punto medio (Mid), al final
del estudio (Final) y media de ambos puntos de tiempo (Media).

Variable Tratamiento Sexo N N frac. Media DT Min Max
Raciones de fibra por dia Pm BL-04 mujer 48 17 4.0 6,1 0,3 31,8
Raciones de fibra por dia Pm BL-04 hombre 55 17 2,9 1,6 0,3 7,3
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Numero de raciones estandar de fibra al dia por grupo de tratamiento y género en el punto medio (Mid), al final
del estudio (Final) y media de ambos puntos de tiempo (Media).

Variable Tratamiento Sexo N N frac. Media DT Min Max
Raciones de fibra por dia Pm Pla mujer 56 10 4.8 8,3 0,6 46,7
Raciones de fibra por dia Pm Pla mujer 48 17 49 8,1 0,4 56,5
Raciones de fibra por dia final BL-04 mujer 52 13 3,3 45 0,2 32,4
Raciones de fibra por dia final BL-04 hombre 55 17 4.0 55 0,3 40,8
Raciones de fibra por dia final Pla mujer 56 10 4.4 6,4 0,3 40,8
Raciones de fibra por dia final Pla mujer 53 12 3,7 3,5 0,0 23,4
Raciones de fibra por dia media BL-04 mujer 55 10 3,6 4.6 0,3 31,4
Raciones de fibra por dia media BL-04 hombre 60 12 3,4 3,0 0,3 22,4
Raciones de fibra por dia media Pla mujer 62 4 5,0 7.4 0,8 40,8
Raciones de fibra por dia media Pla hombre 57 8 4.3 4.6 0,6 30,0

Pla — placebo;
Informacion sobre la actividad fisica

En la Tabla 4 se presentan los detalles de entrenamiento de los participantes por grupo de tratamiento durante el
5 estudio. No hubo diferencias sustanciales entre los grupos en los patrones de actividad fisica.

Tabla 4
Entrenamiento del sujeto durante el estudio. Intensidad evaluada en una escala de 1-10; la carga de
entrenamiento es la suma del producto de intensidad de entrenamiento y duracion de entrenamiento en
unidades arbitrarias.

Variable Grupo Sexo Numero Media DT Min Max
Intensidad de entrenamiento BL-04 mujer 65 5,7 14 1,8 8,6
Intensidad de entrenamiento Placebo  mujer 66 5,8 1,4 1,3 8,9
Intensidad de entrenamiento BL-04 hombre 72 6,1 1,3 29 9
Intensidad de entrenamiento Placebo hombre 65 6,1 1,1 2,6 8,5
Dias de entrenamiento por semana BL-04 mujer 65 45 1,3 21 6,9
Dias de entrenamiento por semana Placebo  mujer 66 41 1,2 14 6,9
Dias de entrenamiento por semana BL-04 hombre 72 3,9 1,3 1,6 6,3
Dias de entrenamiento por semana Placebo hombre 65 4 1,4 0,6 6,9
Horas de entrenamiento por semana BL-04 mujer 65 59 2,6 2 14,6
Horas de entrenamiento por semana Placebo  mujer 66 5,4 2,9 1,5 18,2
Horas de entrenamiento por semana BL-04 hombre 72 59 3,7 1,5 24,2
Horas de entrenamiento por semana Placebo hombre 65 57 4 1 19,5
Carga de entrenamiento por semana BL-04 mujer 65 34 16 8,2 799
Carga de entrenamiento por semana Placebo  mujer 66 31,7 17,8 42 988
Carga de entrenamiento por semana BL-04 hombre 72 352 19,8 49 119,2
Carga de entrenamiento por semana Placebo hombre 65 33,7 219 6,3 1193

Episodios de enfermedad
10
Enfermedad del tracto respiratorio superior

El efecto del suplemento de probidticos sobre el nimero de episodios de enfermedad del tracto respiratorio de
duracién variable se muestra en la Tabla 5a. B. lactis BL04 redujo el niumero de enfermedades del tracto respiratorio

15 de mayor duracién. Ademas, este efecto fue mas pronunciado segun los episodios de enfermedad se volvian mas
largos.
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Tabla 5
Tabla 5a: El efecto del tratamiento probiotico sobre los sintomas de enfermedad del tracto respiratorio superior
Duracion Grupo de probiético Grupo de Efecto de tratamiento probiético Deduccion
de la (Media + DT) placebo (Media + con respecto al placebo clinica Valor P
enfermedad B DT) (Media; IC 99%)
1 dia 1,93 1,93 1,00 (0,74 a 1,72) No clara 0,9
3 dias 0,6 0,75 0,80 (0,52 a 1,21) Posible | 0,16
5 dias 0,22 0,33 0,65 (0,33 a 1,29) Probable | 0,11
7 dias 0,09 0,16 0,54 (0,21 a 1,30) Probable | 0,09

Infeccion de pecho (infeccion del tracto respiratorio inferior)

El efecto de B. lactis sobre la infeccidon de pecho se muestra en la Tabla 5b. De forma similar a los efectos de B.
lactis BL04 sobre ITRS, el suplemento redujo el nimero de episodios de infeccion de pecho que duré 5 dias en
comparacion con los episodios que duraron menos tiempo.

Tabla 5b: El efecto del tratamiento probidtico sobre los sintomas de enfermedad de pecho
Duracion Grupo de probistico Grupo de' Ef<.alct'o de tratamiento Deduccion Valor
dela (Media + DT) placebo (Media + probidtico con'respecto al clinica P
enfermedad DT) placebo (Media; IC 99%)
1 dia 1,41 1,49 0,94 (0,67 a 1,33) No clara 0,7
3 dias 0,39 0,48 0,81 (0,48 a 1,38) No clara 0,3
5 dias 0,11 0,19 0,55 (0,24 a 1,27) Probable | 0,06

Patrones de enfermedad

La diferencia en la frecuencia, duracioén, gravedad y carga combinada de enfermedad respiratoria superior entre los
grupos de probidtico y de placebo durante el periodo de tratamiento se muestra en la Tabla 6. Hubo una carga y
duracion de la enfermedad sustancialmente menor en los que tomaban BL-04 en comparaciéon con el placebo.
Basandose en el género, estas reducciones también fueron mas pronunciadas en mujeres que en hombres.

Tabla 6
El efecto del tratamiento probidtico sobre el numero, duracién, gravedad y carga
combinada de infeccion del tracto respiratorio
Valores observados (media £ Efecto de BL-04 frente a Placebo

DT)

BL-04 Placebo Media, IC Deduccion
Todos
n.° de episodios (/100 1,93 £ 1,90 1,93 £ 1,90 Relacion 1,0; 0,74 a 1,34 No clara
dias)
Duracién (/100 dias) 2,9 x/+3,8 3,9 x/+3,4 Diferencia (%) 25 -52 a 17 Posible|
Gravedad (escala 1-3) 1,47 £ 0,42 1,48 £ 0,36 Diferencia -0,01 -0,15a 0,12 No clara
Carga de enfermedad 4,1 x/+ 4,1 5,7 x/+ 5,7 Diferencia (%) -27;-55a 18 Posible |
Mujeres
n.° de episodios (/100 2,01 +£1,96 2,28 £ 1,96 Relacioén 0,88; 0,59 a 1,32 No claro
dias)
Duracién (/100 dias) 2,7 xI+ 4,6 3,0 x/+3,1 Diferencia (%) -44; -71 a 10 Probable |
Gravedad (escala 1-3) 1,43+0,43 1,44 £ 0,45 Diferencia -0,01; -0,18 a 0,17 No claro
Carga de enfermedad 3,5x/+5,2 6,3 x/+ 3,5 Diferencia (%) -45; -73 a 14 Probable |
Hombres
n.° de episodios (/100 1,84 £ 1,84 1,63 +£1,69 Relacion 1,13; 0,74 a 1,72 No claro
dias)
Duracién (/100 dias) 3,4 x/+3,0 34 x/+34 Diferencia (%) -1; -46 a 83 No claro
Gravedad (escala 1-3) 1,51 £ 0,41 1,53 £ 0,61 Diferencia -0,02; -0,23 a 0,19 No claro
Carga de enfermedad 4,9 x/+3,3 5,1 x/+ 3,4 Diferencia (%) -4; -50 a 84 No claro

La diferencia en la frecuencia, duracion, gravedad y carga combinada de enfermedad de pecho (enfermedad
respiratoria inferior) entre los grupos de probidtico y placebo durante el periodo de tratamiento se muestra en la
Tabla 7. Hay una reduccioén en la gravedad de los sintomas de infeccion de pecho en BL-04 en comparaciéon con

placebo.
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Tabla 7
El efecto del tratamiento probiotico sobre el nimero, duracién, gravedad y carga combinada de infeccién de
pecho

Valores observados (media = DT) Efecto de BL-04 frente a Placebo
BL-04 Placebo Media; IC Deduccion

Todos
n.° de episodios (/100 1,41+£1,62 1,49 +£1,70 Relacion 0,94; 0,67 a 1,33 No claro
dias)
Duracién (/100 dias) 2,6 x/+2,9 2,8 x/+3,1 Diferencia (%) -9 -40 a 38 No claro
Gravedad (escala 1-3) 1,42 £ 0,42 1,51 +£0,53 Diferencia -0,09 -0,27 a 0,09 Posible |
Carga de enfermedad 3,5 x/+ 3,2 4,0 x/+~ 3,3 Diferencia (%) -12; 43 a 36 No claro
Mujeres
n.° de episodios (/100 1,44 £ 1,66 1,80 £ 1,96 Relacion 0,80; 0,50 a 1,29 No claro
dias)
Duracién (/100 dias) 2,7 xI+2,7 3,0 x/+ 3,1 Diferencia (%) -11; -49 a 55 No claro
Gravedad (escala 1-3) 1,44 + 0,43 1,46 + 0,45 Diferencia -0,01; -0,24 a 0,21 No claro
Carga de enfermedad 3,8 x/+ 3,0 4,2 x/+ 3,3 Diferencia (%) -9,8; -50 a 63 No claro
Hombres
n.° de episodios (/100 1,37 £ 1,59 1,24 £ 1,48 Relacion 1,10; 0,68 a 1,81 No claro
dias)
Duracién (/100 dias) 2,5 x/+ 3,2 2,7 x/+ 3,2 Diferencia (%) -7; -50 a 74 No claro
Gravedad (escala 1-3) 1,40 + 0,41 1,57 + 0,61 Diferencia -0,17; -0,45 a 0,11 No claro
Carga de enfermedad 3,3 x/+3,5 3,9 x/+ 3,3 Diferencia (%) -14; -55 a 65 No claro

La diferencia en la frecuencia, duracién, gravedad y carga combinada de uso médico entre los grupos durante el
periodo de tratamiento se muestra en la Tabla 8. En resumen, los participantes con BL-04 tuvieron un nimero total
sustancialmente menor de medicaciones y dias totales de medicaciones en comparacion con los tratados con
placebo. Cuando se examino el género el efecto se mantuvo en los hombres pero menos en las mujeres.

Tabla 8
El efecto del tratamiento probidtico sobre el niumero, duracién, gravedad y carga combinada de episodios de
medicacion.

Valores observados (media + Efecto de BL-04 frente a Placebo
DT)
BL-04 Placebo Media; IC Deduccion
Todos
n.° de episodios med (/100 dias) 1,04 £ 1,27 1,19 + 1,39 Relacion 0,88; 0,62 a No claro
1,25
Dias totales de medicaciones 2,7/+3,0 4,0/+3,0 Diferencia (%) -31;-55a  Poco probable
(/100 dias) 44 I
Media de n.° de medicacioén por 1,30 £ 0,56 1,28 £ 0,44 Diferencia 0,01; -0,19 a No claro
episodio 0,21
n.° total de medicaciones 34/+-34 5,0/+3,3 Diferencia (%) -32; -57 a Probable |
9
Mujeres
n.° de episodios med (/100 dias) 1,32 +1,50 1,43 + 1,58 Relacion 1,08; 0,67 a No claro
1,73
Dias totales de medicaciones 3,5/+26 4,2/+3,5 Diferencia (%) -15; -54 a No claro
(/100 dias) 58
Media de n.° de medicacion por 1,32 +£0,40 1,31+£0,35 Diferencia 0,01; 0,21 a No claro
episodio -0,20
n.° total de medicaciones 4,6 /+3,0 55/+4,0 Diferencia (%) -16; -58 a No claro
68
Hombres
n.° de episodios med (/100 dias) 0,82 + 1,08 0,99 +1,23 Relacion 0,83; 0,49 a No claro
1,40
Dias totales de medicaciones 2,1/+3,2 3,8/+24 Diferencia (%) -44; -68 a Muy probable
(/100 dias) -2
Media de n.° de medicacion por 1,27 £ 0,69 1,25+£0,52 Diferencia 0,02; -0,32 a No claro
episodio 0,36
n.° total de medicaciones 25/+35 4,5/+2,6 Diferencia (%) -44; -70 a Probable |
5
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Conclusiones

Los resultados demuestran que el suplemento con B. lactis BL-04 inducian una reduccion sustancial en el nimero
de enfermedades respiratorias superiores e inferiores y una reduccion en la gravedad y duracion de ITRS y sintomas
del tracto respiratorio inferior.

Analisis competo de datos

El analisis intermedio a un intervalo de confianza del 99% sugirié que B. lactis BL-04 puede ser eficaz para prevenir
infecciones del tracto respiratorio y reducir la necesidad de medicaciones asociadas con infecciones respiratorias
(véanse las tablas 5a, 5b, 6, 7 y 8). Los resultados intermedios alentadores garantizaban el analisis completo de los
datos, como se muestra a continuacion.

El analisis completo de los datos (n= 399) se baso en la determinacion tanto del significado clinico como del ensayo
del significado estadistico. El significado estadistico se determin6é usando los intervalos de confianza tradicionales
del 95%. Para el ensayo del significado clinico, el umbral predefinido para la relevancia clinica se fij6 a una
reduccion de los sintomas del 20% en comparacion con el grupo del placebo.

Como se muestra en la Tabla 9, el tratamiento con B. lactis Bl-04 redujo los sintomas de las enfermedades del tracto
respiratorio superior de forma notable. El efecto de reduccidon fue mas fuerte para las enfermedades con mayor
duracion, es decir, los episodios mas graves de enfermedad. Las enfermedades con duracion de 7 dias o mas se
redujeron en un 46% en comparacion con el placebo. En todas las categorias de duracién de enfermedad (3d,5d, y
7 dias 0 mas), la reduccion igual o mayor que el valor limite predefinido del significado clinico. Sorprendentemente,
los efectos de BL-04 sobre la enfermedad respiratoria superior fueron mas fuertes que para la combinacion de
NCFM y Bi-07. Esto fue particularmente sorprendente porque el probiotico BL-04 se administré a una dosis menor
que la combinacion de probidticos.

Tanto BL-04 como la combinacién de NCFM y Bi-07 fueron igualmente eficaces para reducir las infecciones de
pecho respiratorias inferiores (véase la Tabla 9). Un analisis separado también demostré que tanto NCFM + Bi-07
como cepa individual tenia un efecto reductor significativo sobre la duracion de los episodios de enfermedad.

Tabla 9
BI-04 frente a placebo NCFM + Bi07 frente a placebo
(%)
Duracion Media; IC 95% % de | Media; IC 95% relaciones de proporcién
reduccion
Enfermedad del tracto respiratorio superior
3 dias 20% (-10 a 42%) 16% (-15 a 39%)
5 dias 35% (-9 a 61%) 19% (-27 a 48%)
7 dias 46% (-7 a 73%) 33% (-57 a 71%)
Enfermedad de pecho
3 dias 19% (-21 a 44%) 33% (-17 a 49%)
5 dias 45% (-4 a 71%) 53% (6 a 79%)
Uso de medicacion de resfriado y gripe
3 dias 28% (0 a 49%) 33% (-7 a 45%)
5 dias 45% (13 a 65%) 35% (-3 a 76%)

Tabla 9: El efecto de suplementos probiéticos sobre la proporcién de enfermedades del tracto respiratorio superior e
inferior y uso de medicacion para el resfriado y la gripe, estratificado por duracién de la enfermedad. Los efectos que
exceden el valor limite predefinido de significado clinico (reduccion del 20%) estan marcados en negrita. El grupo de
BI-04 tuvo una mayor reduccion de la proporcion de enfermedad frente al placebo que el grupo de NCFM + Bi-07
combinado frente al placebo.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una bacteria y/o un producto de fermentacion de una bacteria y/o un lisado
celular de una bacteria para su uso en el tratamiento o profilaxis de enfermedades del tracto respiratorio en un
sujeto, donde dicha bacteria es Bifidobacterium lactis BL0O4 sola.

2. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la enfermedad del tracto respiratorio es una
enfermedad del tracto respiratorio superior.

3. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la enfermedad del tracto respiratorio es una
enfermedad del tracto respiratorio inferior.

4. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicaciéon 2, en la que la enfermedad del
tracto respiratorio se selecciona de una o mas del grupo que consiste en: amigdalitis, otitis media; rinitis;
rinosinusitis; sinusitis; nasofaringitis; rinofaringitis; resfriado comun; faringitis; epiglotitis; supraglotitis; laringitis;
laringotraqueitis; traqueitis; dolor de garganta; estornudos; congestion nasal; goteo nasal y tos.

5. La composiciéon para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 3, en la que la enfermedad del
tracto respiratorio se selecciona de una o mas del grupo que consiste en: bronquitis; bronquitis aguda; neumonia;
absceso pulmonar; tos con congestion de pecho y tos con sibilancia.

6. La composicion para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la actividad
fagocitica de los granulocitos en el sujeto esta aumentada.

7. La composicion para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la actividad
fagocitica de los monocitos en el sujeto esta aumentada.

8. La composicion para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el uso es
profilactico.
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Figura 1

Diagrama Esquematico de Disefio Experimental

Dia 0 Dia 150
Ensayo Periodo de tratamiento Seguimiento
14 dias 150 dias entre junio y noviembre lddias ____

Toma de muestras Toma de muestras
antes del suplemento después del suplemento

Parametros del estudio: escala de resiliencia, muestras fecales, saliva y suero/torundas
y registro diario (enfermedad, entrenamiento y uso de suplemento). La colonizacion
de E. coli resistente a antibiotiocs se analizara a partir de muestras recogidas antes y
después de un viaje a Asia que tuvo lugar durante el tratamiento probidtico.
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Diagrama de Flujo CONSORT 2010

Anclusion

Evaluados para elegibilidad (n = 500+)

Excluidos (n = 26)

[J No cumplian los criterios de inclusién (n = 2)
[ Se negaron a participar (n = ~30)
[J Otras razones (n = 0)

—
Distribuidos aleatoriamente
(n=474)
: v
| Asign ]
Grupo BL-04 l Placebo Taotal
Recuento 161 156 317
Hombres 82 82 164
Mujeres 79 74 153
NB: estos son los numeros
_ que completaron
o el cuestionario final
Grupo BL-04 l Placebo
Recuento 110 113 223
Hombres 55 51 106
Mujeres 55 62 117
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