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DESCRIPCION
Cepa de Bifidobacterium probidtica
Introduccion

La invencién se refiere a una cepa de Bifidobacterium y su uso como bacteria probidtica, en especial como agente
bioterapéutico inmunomodulador.

Los mecanismos de defensa para la proteccion del tracto gastrointestinal humano frente a la colonizacién por parte de
bacterias intestinales son altamente complejos y comprenden aspectos inmunologicos y no inmunolégicos (1). Los
mecanismos de defensa innatos incluyen un bajo pH del estémago, sales biliares, la peristalsis, capas de mucina y
compuestos antimicrobianos tales como la lisozima (2). Los mecanismos inmunolégicos incluyen agregados linfoides
especializados, células M subyacentes, llamadas placas de Peyer, que estan distribuidas por todo el intestino delgado y el
colon (3). Los antigenos luminales presentes en estos sitios dan lugar a la estimulacion de subseries de células T y B
apropiadas con el establecimiento de redes de citoquinas y la secrecion de anticuerpos en el tracto gastrointestinal (4).
Ademas, la presentacion de antigenos se puede producir a través de las células epiteliales hacia linfocitos intraepiteliales y
a las células inmunitarias (5) subyacentes a la lamina propia. Por lo tanto, el huésped invierte de forma sustancial en la
defensa inmunitaria del tracto gastrointestinal. Sin embargo, puesto que la mucosa gastrointestinal es la mayor superficie
en la que el huésped interactia con el medio ambiente externo, deben existir mecanismos de control especificos para
regular la sensibilidad inmunitaria a las 100 toneladas de alimentos tratados en el tracto gastrointestinal a lo largo de toda
una vida promedio. Ademas, el intestino esta colonizado por mas de 500 especies de bacterias en una cantidad de 10"
10 /g en el colon. Por lo tanto, estos mecanismos de control deben ser capaces de distinguir bacterias adherentes no
patogénicas de patégenos invasores, que causarian un dafo significativo al huésped. De hecho, la flora intestinal
contribuye a defender el huésped compitiendo con microorganismos potencialmente patogénicos recién ingeridos.

Las bacterias presentes en el tracto gastrointestinal humano pueden favorecer la inflamacién. Las respuestas
inmunes aberrantes a la microflora indigena han estado relacionadas con algunos estados patoloégicos como, por
ejemplo, la enfermedad inflamatoria del intestino. Los antigenos asociados con la flora normal generalmente
producen tolerancia inmunoldgica y la incapacidad de lograr dicha tolerancia es un mecanismo principal de la
inflamacion de las mucosas (6). Las pruebas de esta ruptura en la tolerancia incluyen un aumento en los niveles
de anticuerpos dirigidos contra la flora del intestino en pacientes con Enfermedad inflamatoria del intestino (Ell).

La presente invencién se refiere a una cepa de Bifidobacterium que tiene efectos inmunomoduladores
demostrados, modulando los niveles de citoquinas o antagonizando y excluyendo microorganismos
proinflamatorios del tracto gastrointestinal.

Afirmaciones de la invencion
La invencién proporciona una cepa aislada de Bifidobacterium NCIMB 41676.

La cepa de Bifidobacterium puede estar en forma de células viables. La cepa de Bifidobacterium puede estar en forma
de células no viables. El Bifidobacterium se puede aislar de tejido de biopsia colénica de un individuo humano sano. La
cepa de Bifidobacterium puede ser significativamente inmunomoduladora después del consumo oral en humanos.

La invencién también proporciona una formulacién que comprende una cepa de Bifidobacterium como se describe en la
presente memoria. La formulaciéon puede ademas comprender un material probiético. La formulacion puede ademas
comprender un material prebidtico. La formulacion puede ademas comprender un vehiculo ingerible. El vehiculo
ingerible puede ser un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como una cépsula, un comprimido o un polvo. El
vehiculo ingerible puede ser un producto alimenticio tal como una leche acidificada, yogur, yogur congelado, leche en
polvo, leche concentrada, pasta de queso para untar, aderezos o bebidas. La formulacién puede ademas comprender
una proteina y/o un péptido, en particular proteinas y/o péptidos ricos en glutamina/glutamato, un lipido, un
carbohidrato, una V|tam|na mineral y/o elemento traza. La cepa de Bifidobacterium puede estar presente en una
cantidad de mas de 10° ufc por gramo de la formulacion. La formulacion puede ademas comprender un adyuvante. La
formulacion puede ademas comprender un componente bacteriano. La formulaciéon puede ademas comprender una
entidad medicamentosa. La formulacion puede ademas comprender un compuesto biologico. La formulacion se puede
utilizar para procedimientos de inmunizacion y vacunacion.

La invencién también proporciona una cepa de Bifidobacterium o una formulacién segin se describe en la
presente memoria para usar en productos alimenticios.

La invencion también proporciona una cepa de Bifidobacterium o una formulacion como se describe en la
presente memoria para usar como medicamento.

La invencién también proporciona una cepa de Bifidobacterium o una formulacién como se describe en la
presente memoria para usar en la profilaxis y/o tratamiento de actividad inflamatoria indeseada.
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La invencién también proporciona una cepa de Bifidobacterium o una formulacién como se describe en la presente
memoria para usar en la profilaxis y/o tratamiento de la colitis ulcerosa o del sindrome del intestino irritable.

La invencion también proporciona una cepa de Bifidobacterium o una formulacion como se describe en la
presente memoria para utilizar en la profilaxis y/o tratamiento de la artritis reumatoide.

La invencién también proporciona una cepa de Bifidobacterium o una formulacién como se describe en la
presente memoria para usar en la preparacion de agentes bioterapéuticos antinflamatorios para la profilaxis y/o
tratamiento de la actividad inflamatoria no deseable.

Las cepas de Bifidobacterium se pueden utilizar, como se describe en la presente memoria, en la preparacion de
un panel de agentes bioterapéuticos para modificar los niveles de IL-10.

La invencion también proporciona una cepa de Bifidobacterium o una formulacion como se describe en la
presente memoria para usar en la preparacién de agentes bioterapéuticos antinflamatorios para la reduccion de
los niveles de citoquinas proinflamatorias.

La invencién también proporciona una cepa de Bifidobacterium o una formulacién como se describe en la
presente memoria para usar en la profilaxis y/o el tratamiento de la depresion, alteraciones del estado de animo
y/o desordenes de ansiedad.

Describimos la cepa Bifidobacterium AH1714 (NCIMB 41676) o mutantes o variantes de la misma. El mutante
puede ser un mutante genéticamente modificado. La variante puede ser una variante natural de Bifidobacterium.
También se describe una variante resistente de rifampicina de la cepa AH1714. La cepa puede ser un probio6tico.
Puede estar en forma de cultivo biol6gicamente puro.

Se describe asimismo una cepa aislada de Bifidobacterium NCIMB 41676. Las cepas de Bifidobacterium pueden
estar en forma de células viables. De forma alternativa, las cepas de Bifidobacterium estan en forma de células no
viables. El uso general de las bacterias probiéticas es en forma de células viables. Sin embargo, se puede también
extender a células no viables tales como cultivos muertos o composiciones que contienen factores beneficiosos
expresados por las bacterias probidticas. Esto puede incluir microorganismos térmicamente inactivados o
microorganismos inactivados por exposicion a pH alterado o sometiéndolos a presion o a radiacion gamma. Con las
células no viables la preparacion es mas sencilla, las células se pueden incorporar mas facilmente en sustancias
farmacéuticas y las necesidades de almacenamiento son mucho menos limitadas que en el caso de las células
viables. Lactobacillus casei YIT 9018 ofrece un ejemplo del uso eficaz de las células inactivadas por calor como
método para el tratamiento y/o prevencioén del crecimiento tumoral seguin se describe en la patente US-4347240.

Las cepas de Bifidobacterium se pueden aislar a partir de tejido de biopsia colénica de individuos humanos sanos,
siendo las cepas de Bifidobacterium significativamente inmunomoduladoras después del consumo oral en humanos.

También se describe una formulaciéon que comprende la cepa de Bifidobacterium como se describe en la presente
memoria. La formulaciéon puede incluir otro material probiético. La formulacion puede incluir un material prebiético.
Preferiblemente, la formulacién incluye un vehiculo ingerible. El vehiculo ingerible puede ser un vehiculo
farmacéuticamente aceptable tal como una céapsula, comprimido o polvo. Preferiblemente, el vehiculo ingerible es un
producto alimenticio tal como, por ejemplo, leche acidulada, yogur, yogur congelado, polvo de leche, concentrado de
leche, productos de queso para untar, aderezos o bebidas. La formulacién puede ademas comprender una proteina
y/o un péptido, en particular proteinas y/o péptidos ricos en glutamina/glutamato, un lipido, un carbohidrato, una
vitamina, mineral y/o elemento traza. La cepa de Bifidobacterium puede estar presente en la formulacién en una
cantidad superior a 10° ufc por gramo de sistema de suministro. Preferiblemente, la formulacion incluye uno o mas
de un adyuvante, un componente bacteriano, una entidad medicamentosa o un compuesto biolégico.

Se describe una cepa de Bifidobacterium o una formulacion para usar como productos alimenticios, como
medicamento, para usar en la profilaxis y/o el tratamiento de la actividad inflamatoria no deseable, para usar en la
profilaxis y/o el tratamiento de la actividad inflamatoria respiratoria no deseable tal como el asma, para usar en la
profilaxis y/o el tratamiento de la actividad inflamatoria gastrointestinal no deseable como, por ejemplo, la enfermedad
inflamatoria del intestino, por ejemplo, la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa, el sindrome del intestino irritable, la
pouchitis, o colitis postinfecciosa, para usar en la profilaxis y/o tratamiento de cancer o canceres gastrointestinales, para
usar en la profilaxis y/o tratamiento de la enfermedad sistémica como, por ejemplo, la artritis reumatoide, para usar en
la profilaxis y/o el tratamiento de desérdenes autoinmunes debidos a actividad inflamatoria no deseable, para usar en la
profilaxis y/o el tratamiento del cancer debido a actividad inflamatoria no deseable, para usar en la profilaxis del cancer,
para usar en la profilaxis y/o el tratamiento de la enfermedad diarreica debida a actividad inflamatoria no deseable,
como, por ejemplo, diarrea asociada a Clostridium difficile, diarrea asociada a Rotavirus o diarrea postinfecciosa, para
usar en la profilaxis y/o el tratamiento de la enfermedad diarreica debida a un agente infeccioso, tal como E.coli.
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También se describe una cepa de Bifidobacterium o una formulaciéon de la invencion para usar en la preparacion
de un agente bioterapéutico antinflamatorio para la profilaxis y/o el tratamiento de la actividad inflamatoria no
deseada o para usar en la preparacion de agentes bioterapéuticos antinflamatorios para la profilaxis y/o el
tratamiento de la actividad inflamatoria no deseable. La cepa puede actuar antagonizando y excluyendo
microorganismos proinflamatorios del tracto gastrointestinal.

También describimos una cepa de Bifidobacterium o una formulacién para usar en la preparacion de agentes
bioterapéuticos antinflamatorios para reducir los niveles de citoquinas proinflamatorias.

La cepa de Bifidobacterium se puede usar en la preparacion de agentes bioterapéuticos antinflamatorios para
modificar los niveles de IL-10.

La cepa de Bifidobacterium se puede usar como probidtico antinfeccioso debido a su capacidad de antagonizar el
crecimiento de especies patdgenas.

Hemos descubierto que cepas especificas de Bifidobacterium suscitan efectos inmunomoduladores in vitro.

La invencién es por lo tanto de gran valor terapéutico potencial en la profilaxis o tratamiento de respuestas
inmunes desreguladas tales como reacciones inflamatorias no deseables, por ejemplo, asma.

Bifidobacterium son microorganismos comensales. Se han aislado de flora microbiana dentro del tracto gastrointestinal
humano. El sistema inmunoldgico dentro del tracto gastrointestinal no puede tener una reaccién pronunciada a
miembros de dicha flora, puesto que la actividad inflamatoria resultante también destruiria células huésped y funcién
tisular. Por lo tanto, existe algin o algunos mecanismos en los que el sistema inmunolégico puede identificar miembros
no patégenos comensales de la flora gastrointestinal como diferentes de los organismos patégenos Esto asegura que el
dafio producido a los tejidos huéspedes quede restringido y que se continie manteniendo una barrera de defensa.

Se depositdé una cepa de Bifidobacterium longum AH1714 en las Colecciones Nacionales de Bacterias
Industriales y Marinas (National Collections of Industrial and Marine Bacteria Limited [NCIMB]), Ferguson Building,
Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia, Reino Unido, el 5 de noviembre de 2009 y se
registré con el niumero de registro NCIMB 41676.

Bifidobacterium longum puede ser una mutante genéticamente modificada o puede ser una variante natural de la misma.
Preferiblemente Bifidobacterium longum puede estar en forma de células viables.
Alternativamente, Bifidobacterium longum puede ser en forma de células no viables.

Se apreciara que la cepa especifica de Bifidobacterium de la presente invencién se puede administrar a animales
(incluidos humanos) en forma oralmente ingerible en una preparacién convencional como, por ejemplo, capsulas,
microcédpsulas, comprimidos, granulos, polvo, pastillas, pildoras, supositorios, suspensiones y jarabes. Las
formulaciones adecuadas se pueden preparar mediante métodos comunmente empleados utilizando aditivos
organicos e inorganicos convencionales. La cantidad de ingrediente activo en la composicién médica puede estar
a un nivel que ejerza el efecto terapéutico deseado.

La formulacion puede también incluir un componente bacteriano, una entidad medicamentosa o un compuesto
biolégico. Ademas, se puede preparar una vacuna que comprenda las cepas de la presente invencién usando
cualquier método conocido y puede incluir un vehiculo o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

A lo largo de la descripcion, los términos mutante, variante y mutante genéticamente modificada incluyen una
cepa de Bifidobacterias cuyas propiedades genéticas y fenotipicas estan alteradas en comparacion con la cepa
de origen. La variante natural de Bifidobacterium longum incluye las alteraciones espontaneas de propiedades
deseadas aisladas de forma selectiva. La alteracién deseada de las propiedades de la cepa madre se logra
mediante técnicas de manipulacidon genética convencionales (in vitro), tales como disrupcion génica, transferencia
conjugativa, etc. La modificacién genética incluye la introduccion de secuencias de ADN exdgenas y/o enddgenas
en el genoma de una cepa de Bifidobacterias, por ejemplo, mediante la inserciéon en el genoma de la cepa
bacteriana mediante vectores, incluido ADN plasmidico, o bacteri6fagos.

Las mutaciones naturales o inducidas incluyen al menos alteraciones de una Unica base como, por ejemplo,
delecion, insercion, transversion u otras modificaciones del ADN que puedan dar lugar a la alteracién de la
secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de ADN.

Los términos mutante, variante y mutante genéticamente modificada también incluyen una cepa de
Bifidobacterias que ha experimentado alteraciones genéticas que se acumulan en un genoma a una velocidad
consistente para todos los microorganismos y/o alteraciones genéticas que se producen debido a la mutacion
espontanea y/o adquisicion de genes y/o pérdida de genes que no se logra mediante manipulaciéon deliberada (in
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vitro) del genoma pero que se logra mediante la seleccidon natural de variantes y/o mutantes que proporcionan
una ventaja selectiva para favorecer la supervivencia de la bacteria cuando se expone a presiones ambientales
como, por ejemplo, antibiéticos. Un mutante se puede crear mediante insercion deliberada (in vitro) de genes
especificos en el genoma que no alteran de forma fundamental la funcionalidad bioquimica del organismo pero
cuyos productos se pueden utilizar para la identificacion o seleccion de la bacteria, por ejemplo, la resistencia del
antibiético.

Un experto en la técnica comprendera que se pueden identificar cepas mutantes o variantes de Bifidobacterias
mediante andlisis de homologia de secuencia de ADN con la cepa madre. Las cepas de Bifidobacterias que
tienen una identidad de secuencia proxima a la cepa madre se consideran cepas mutantes o variantes. Una cepa
de Bifidobacterias con una identidad de secuencia (homologia) de 96% o superior, por ejemplo, 97% o superior, 0
98% o superior, 0 99% 0 superior, con la secuencia de DNA madre se puede considerar una mutante o variante.
La homologia de secuencia se puede determinar utilizando el programa “BLAST” de algoritmo de homologia en
linea, disponible publicamente en http://www.ncbi.nlm.nih,gov/BLAST/.

Las mutantes de la cepa madre también incluyen cepas de Bifidobacterias derivadas que tienen al menos 85% de
homologia de secuencia, por ejemplo, al menos 90% de homologia de secuencia, o al menos 95% de homologia de
secuencia con la secuencia polinucleotidica de espaciador intergénico 16s - 23s de la cepa madre. Dichas mutantes
pueden ademas comprender mutaciones de ADN en otras secuencias de ADN en el genoma bacteriano.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se entendera mas claramente a partir de la siguiente descripcion de la misma dada a modo de
ejemplo solamente con respecto a los dibujos anexos, en los que;-

La Fig. 1 es una grafica que ilustra el transito de B. longum AH1714 a lo largo del tracto gastrointestinal;
La Fig. 2 es una fotografia de B. longum AH1714 que ha crecido en una placa de agar Congo rojo;

La Fig. 3 es un diagrama de barras que ilustra la relacién IL-10:IL-12p70 para PBMC simulada con cepa
Bifidobacterium longum 1714 (Bifidobacterium 1714);

La Fig. 4 es un diagrama de barras que muestra el perfil de introducciéon de IL-10 en esplenocitos aislados de
ratones alimentados tanto con 1714 como con PBS con y sin estimulacion con LPS 1 mg/kg in vivo. Las células in
vitro son no estimuladas (A), estimuladas con LPS (B) o estimuladas con antiCD3/CD28 (C). Los datos se
muestran como Promedio y EEM;

La Fig. 5 es un diagrama de barras que muestra el perfil de introduccion de TNF-a en esplenocitos aislados de
ratones alimentados con 1714 y con PBS con y sin estimulacion con LPS 1 mg/kg in vivo. Las células in vitro no
son estimuladas (A) o son estimuladas con antiCD3/CD28 (B). Los datos se muestran como Promedio y EEM,;

La Fig. 6 es un diagrama de barras que muestra el perfil de introduccion de IFN-y en esplenocitos aislados de
ratones alimentados con 1714 y con PBS con y sin estimulacion con LPS 1 mg/kg in vivo. Las células in vitro no
son estimuladas (A) o son estimuladas con antiCD3/CD28 (B). Los datos se muestran como promedio y EEM.

La Fig. 7 es un diagrama de barras que muestra el perfil de introduccién de IL-12p70 en esplenocitos aislados de
ratones alimentados con 1714 y con PBS con y sin estimulacion con LPS 1 mg/kg in vivo. Las células in vitro no
son estimuladas (A) o son estimuladas con antiCD3/CD28 (B). Los datos se muestran como Promedio y EEM,;

La Fig. 8 es un diagrama de barras que muestra el perfil de introduccion de TNF-a (A) y IL-10 (B) en suero
obtenido de ratones alimentados con 1714 y con PBS después de estimulacién in vivo de 2H con LPS 1 mg/kg.
Los datos se muestran como Promedio y EEM;

La Fig. 9 es un diagrama de barras que muestra la actividad de NFkB (fotones/segundo) de bazos aislados
3 horas después de la estimulacién con una dosis Unica de 0,5 mg/kg de LPS, de Placebo y de animales
alimentados con 1714 (** designa p<0,01);

La Fig. 10 es un diagrama de barras (A) que muestra la actividad de NFkB (fotones/segundo) correspondientes a
imagenes de cuerpo entero 1,5 h después de estimular con una dosis Unica de 0,5 mg/kg de LPS, de Placebo y de
animales alimentados con 1714 ((B) y (C) son imagenes representativas de cuerpo entero en blanco y negro y en color;

La Fig. 11 es un diagrama de barras que representa el tiempo de inmovilidad mostrado por los ratones durante
una prueba de 6 min;

La Fig. 12 es un gréfico de lineas que representa el porcentaje de paralizacion en respuesta a estimulo generador
de miedo (contexto) para el dia 1 (adquisicién), dia 2 (memoria/excitacion) y dia 3 (extincion);
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La Fig. 13 es una curva que representa el porcentaje de paralizacion en respuesta al estimulo generador de
miedo (indicio) para el dia 1 (adquisicién), dia 2 (memoria/extincién) y dia 3 (extincién);

La Fig. 14 es un diagrama de barras que representa el nimero de canicas enterradas por los ratones durante una
sesién de 30 min;

La Fig. 15 es un diagrama de barras que representa la variacion de la temperatura del cuerpo (AT) presentada por
los ratones después del tratamiento; y

La Fig. 16 es un diagrama de barras que muestra los cambios en los niveles de citoquinas en esplenocitos
estimulados del modelo de ratén inducido por dieta.

Descripcion detallada de la invencion

Se depositd una cepa de Bifidobacterium longum AH1714 en las Colecciones Nacionales de Bacterias
Industriales y Marinas (National Collections of Industrial and Marine Bacteria Limited [NCIMB]), Ferguson Building,
Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia, Reino Unido, el 5 de noviembre de 2009 y se
registré con el nimero de registro NCIMB 41676.

Se realiz6 un depésito de la cepa Bifidobacterium longum UCC35624 en las Colecciones Nacionales de Bacterias
Industriales y Marinas (National Collections of Industrial and Marine Bacteria Limited [NCIMB]), Ferguson Building,
Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia, Reino Unido, el 13 de enero 1999 y se registroé con
el numero de registro NCIMB 41003.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos describen y demuestran adicionalmente realizaciones dentro del alcance de la invencion.
Los ejemplos se proporcionan Unicamente con fines ilustrativos y no deben considerarse limitaciones de la presente
invencion puesto que son posibles muchas modificaciones de los mismos sin abandonar el ambito de la invencion.

Ejemplo 1 - Aislamiento de Bifidobacterium longum AH1714

La cepa Bifidobacterium longum AH1714 se aislé de tejido de biopsia coldnica de individuos humanos sanos.

Se analizaron secciones de la longitud del Tracto gastrointestinal (TGI) humano, obtenido durante reseccion colorectal
para analizar las cepas de bacterias probiéticas. El tejido mucoso del tracto gastrointestinal humano se transfirié a un
tubo de coleccién que contenia solucion salina tamponada con fosfato (PBS), suplementada con cisteina-HCI al 0,05%.
Se afiadio Triton X-100 (0,05%) para liberar los microorganismos adherentes de la muestra del tejido. Se incubaron
muestras de tejido durante 10 min. Las muestras se agitaron vigorosamente en vortex y se aislaron Lactobacilli y
Bifidobacterias adherentes del tejido gastrointestinal en placas de agar selectivo (De Man, Rogosa y Sharpe (MRS)
agar + Vancomicina y Wilkins-Chalgren Agar + Mupirocina, respectivamente). Se tomaron las colonias aisladas de las
placas y se volvieron a aplicar estrias tres veces para garantizar su pureza. Se utilizaron examen al microscopio, tincion
Gram, prueba de Catalasa, evaluacién de Fructosa-6-Fosfato Fosfocetolasa para determinar las especies de
Bifidobacterias presuntivas y se almacenaron los productos aislados en glicerol al 40% y se almacenaron a -20 C y -
80 °C. Se usb secuenciacion de regidn espaciadora intergénica 16S para confirmar la identidad de las cepas recién
aisladas.

Después de aislar una cepa de bifidobacterias puras, a la que se dio la designacion AH1714, se evaluaron las
caracteristicas microbiol6gicas y se resumen a continuacién en la Tabla 1. AH1714 es una bacteria con forma
pleomérfica catalasa negativa, gram positiva que es Fructosa-6-Fosfato Fosfocetolasa positiva, lo que confirma su
identidad como bifidobacterium.

Tabla 1 - Caracteristicas fisioquimicas de B.longum AH1714

Caracteristicas de cepa B.longum AH1714
Tincién Gram +
Catalasa -
Motilidad -
F6PPK* +

Se llevd a cabo secuenciacion con Espaciador intergénico 16s-23s (IGS) para identificar la especie de Bifidobacterias
aisladas. En resumen, se aisl6 ADN de AH1714 utilizando 100 pl de solucion de extraccion y 25 ul de solucion de
preparacion de tejidos (kit XNAT2, Sigma). Las muestras se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente seguido
de 2h a 95 °C y a continuacion se anadieron 100 pl de solucién de neutralizacion (kit XNAT2, Sigma). Se cuantifico la
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solucion de ADN gendmico utilizando un espectrofotometro Nanodrop y se almacend a 4 °C. Se realizé PCR utilizando los
cebadores IGS. Los pares de cebadores utilizados fueron IGS R 5-CTGGTGCCAAGGCATCCA-3' (SEQID No. 4) y IGS L
5-GCTGGATCACCTCCTTTCT-3' (SEQ ID No. 3). Las condiciones de los ciclos fueron de 94 °C durante 4 min (1 ciclo),
94 °C durante 45 s, 53 °C durante 45 s, 72 °C durante 45 s (28 ciclos). La reaccién de PCR contenia 2 pl (100 ng) de DNA,
PCR mix (Sigma, Red Taqg), 0,025 nM de IGS L y cebador R (MWG Biotech, Alemania). Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo en un termociclador Biotherma. Los productos de PCR (10 pl) se trataron junto a un marcador de peso
molecular (escalera de 100 pb, Roche) en un gel tefiido con EtBr agarosa al 2% en TAE, para determinar el perfil de IGS.
Los productos de PCR de Bifidobacterium (banda tnica) se purificaron utilizando el kit de purificacion de PCR Promega
Wizard. Los productos PCR purificados se secuenciaron usando las secuencias del cebador (citadas) para la region del
espaciador intergénico. A continuacién se hizo una busqueda de los datos de secuencia en la base de datos de
nucleotidos de NCBI para determinar la identidad de la cepa mediante homologia nucleotidica. Los datos de secuencia de
ADN resultantes se sometieron al motor de busqueda BLAST de homologia nucleétido-nucleétido estandar de NCBI
(http//www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Se identificd la maxima coincidencia con la secuencia y a continuacién se alinearon
las secuencias para compararlas usando el programa DNASTAR MegAlign. Las secuencias (SEQ ID NO. 1 [secuencia
directa IGS] y SEQ ID NO. 2 [secuencia inversa IGS]) obtenidas pueden verse en el listado de secuencias. Una blsqueda
en la base de datos de NCIMB revel6 que AH1714 tiene una secuencia Unica IGS (SEQ ID NO. 1 [secuencia directa] y
SEQ ID NO. 2 [secuencia inversa]) que es la homologia mas préxima con Bifidobacterium longum.

Para desarrollar un perfil de PCR con cédigo de barras para AH1714, se llevd a cabo PCR utilizando cebadores
BOX (8). Las condiciones del ciclo eran 94 °C durante 7 min (1 ciclo); 94 °C durante 1 minuto, 53 °C durante 45 s,
65 °C durante 8 minutos, (30 ciclos) y 65 °C durante 16 minutos. La reaccion de PCR contenia 50 ng de ADN,
mezcla de PCR (Sigma, Red Taq) y 0,03 nM de cebador BOXA1R (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3)
(SEQ ID NO. 5) (MWG Biotech, Alemania). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador
Biotherma. Los productos de PCR se aplicaron en un gel de agarosa al 3% junto con un marcador de peso
molecular (Roche, escalera de 100 pb) y se sometieron a andlisis de imagen.

Perfiles de sensibilidad a antibidticos

Los perfiles de sensibilidad a antibiéticos para B. longum AH1714 se determinaron utilizando el ensayo de
“susceptibilidad en disco”. Los cultivos se cultivaron en el medio de cultivo apropiado durante 48 h y se
esparcieron (100 pl) en una placa con medio de agar. Se colocaron discos con concentraciones conocidas de los
antibiéticos sobre el agar. Se examinaron las cepas para evaluar su sensibilidad al antibi6tico al cabo de 1-2 dias
de incubacién a 37 °C bajo condiciones anaerobias.

Tabla 2 — Resistencia al antibibtico

Antibiotico Grupo AH1714
Penicilina G Antibiotico B-lactamico S
Ampicilina Antibiético B-lactamico S
Meticilina Antibiético B-lactamico M
Estreptomicina Antibiético aminoglucosidico R
Gentamicina Antibiético aminoglucosidico M
Vancomicina Antibiético glicopeptidico S
Acido nalidixico Antibiético quinolona sintético R
Novobiocina Antibiético aminocumarina S
Tetraciclina Antibiético policétido S
Sulfametoxazol Antibiético sulfonamida R
Trimetoprim\Sulfametoxazol Antibiético sulfonamida R
Trimetoprim R
Rifampicina Antibiético rifampicina S
Cloramfenicol S
Metronidazol Antibiéticos nitroimidazol M
Mupirocina R

R= Resistente (Tamafio zonas < 14 mm)
M= Moderadamente sensible (Tamafno zona 15-19 mm)
S = Sensible (Tamafo zona =20 mm)

Tréansito intestinal

Para determinar si Bifidobacterium longum AH1714 podria sobrevivir a valores de pH bajos equivalentes a los
valores presentes habitualmente en el estémago, se cultivaron células bacterianas a partir de cultivos obtenidos
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durante la noche, se lavaron dos veces en tampén fosfato (pH 6,5) y se resuspendieron en caldo TPY ajustado a
pH 2,5 (con HCI 1 M). Las células se incubaron a 37 °C y se midi6é su supervivencia a intervalos de 5, 30, 60 y
120 minutos utilizando el método de conteo de placa. AH1714 sobrevivié bien durante 5 minutos a pH 2,5 sin que
se recuperasen células viables al cabo de 30 minutos.

Después de salir del estémago, los probidticos putativos se exponen a sales biliares en el intestino delgado. Para
determinar la capacidad de B. longum AH1714 de sobrevivir la exposicion a la bilis, se sembrd por estrias en
placas de agar TPY suplementadas con bilis porcina al 0,3% (peso/volumen), 0,5%, 1%, 2%, 5%, 7,5% 0 10%. Se
observé crecimiento de B. longum AH1714 sobre placas que contenian hasta un 0,5% en bilis.

Tabla 3 — Crecimiento de AH1714 en presencia de bilis porcina (resultados por duplicado)

Bilis porcina % (peso/volumen)

Cepa 0,0 0,3 0,5 1,0 2,0 5,0 7,5 10,0
AH 1714 +++ ++ + - - - - -
+++ = muy buen crecimiento ~100%

++ = buen crecimiento ~66%

+ = mal crecimiento ~33%

- = sin crecimiento~0%

En un modelo murino exento de gérmenes, se evalud la capacidad de B. longum AH1714 de transitar el tracto
gastrointestinal. Los ratones consumieron 1x1 0? AH1714 diariamente y se examinaron sus excrementos para determinar
la presencia del microorganismo alimentado. Se facilité la deteccion AH1714 aislando una variante resistente a rifampicina
espontanea de las bifidobacterias. La incorporacién de rifampicina en las placas de RCA + cisteina para evaluar el transito
garantizd que solo se cultivasen las bifidobacterias resistentes a rifampicina alimentadas. Se recogieron muestras fecales
diariamente y se confirmé el transito de B. longum AH1714 a través del tracto gastrointestinal (ver Fig. 1)

Actividad antimicrobiana

Para evaluar las actividades antimicrobianas de B. longum AH1714 frente a cultivos indicadores y determinar si la
actividad antimicrobiana era debida a la produccién de &cidos, se cultivd AH1714 durante la noche en MRS
(suplementado con cisteina-HCI al 0,05%). Se inocularon 2 ul de cultivo de AH1714 en el agar y se incubd durante
24 h. Los organismos indicadores se cultivaron en TSB (E. coli y Salmonella typhimurium), caldo de Brucella
(Campylobacter jejuni) y Medio de clostridia reforzado (RCM, Clostridium difficile). El césped indicador se prepard
inoculando una capa superior fundida con un 2% (volumen/volumen) del cultivo indicador durante la noche, que se
vertié sobre la superficie de los cultivos probiéticos inoculados después del cultivo durante la noche en las placas de
agar. Las placas se incubaron a 37 °C bajo condiciones adecuadas para la cepa indicadora y se registré el
crecimiento al cabo de 24-48 h. Las zonas de clareamiento con un didmetro mayor a 1 mm se consideraron
sensibles a la cepa probiética. Este ensayo se llevé a cabo también en medios suplementados con B-glicerofosfato
al 2% como agente tamponador para limitar la actividad antagonista debida a la produccién de acido.

Tabla 4 — Actividad antimicrobiana de AH1714

Zona de inhibicion (mm)
Cepa indicadora No tamponada Tamponada
Campylobacter jejuni 9 9
Clostridium perfringens 20 10
Salmonella typhimurium 19 11
E. coli O157:H7 16 11

Generacion de cepas resistentes a rifampicina (Rif") de 1714

Para hacer el seguimiento del transito de AH1714 en las muestras fecales, se aisl6é una variante resistente a rifampicina
espontanea (rif+) del siguiente modo: se esparcié en una placa un cultivo de caldo recién preparado de AH1714 (100 pl)
sobre MRS + rifampicina + cisteina con la menor concentracion de rifampicina (el intervalo fue de 0,1%, 0,08%, 0,06%,
0,04%, 0,02% y 0,002%). El medio de la placa sin rifampicina se incluyé como control positivo. Se incubaron
anaerobicamente ambas series de placas a 37 °C (48 horas). Se evalud la pureza de las placas retiradas antes de inocular
una colonia de la placa de agar suplementada con rifampicina y de aplicar estrias a la placa suplementada con rifampicina
de la siguiente concentracion alta. Ademas, se cultivd por estrias una colonia de la placa de agar de MRS sobre una placa
de agar de MRS recién preparada y ambas series de placas se incubaron anaerdbicamente a 37 °C (48 horas). Este
proceso se repitid para todo el rango de placas suplementadas con rifampicina. Se utilizé una colonia Unica de un cultivo
completamente desarrollado sobre una placa de agar MRS suplementada con 50 pg/ml de rifampicina para inocularla en
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un cultivo MRS de 20 ml y se utilizd el cultivo resultante para un almacenamiento posterior. Se confirmé la identidad de la
variante mediante evaluacion microscépica, andlisis de secuencia de IGS y andlisis de PCR especifica.

Ejemplo 2 - Cribador agar rojo Congo

Se us6 un cribado en agar rojo Congo para seleccionar fenotipicamente las cepas bacterianas que expresan EPS.
Resumiendo, se inocularon 10 ml de medio de cultivo Rogosa modificado (+ 0,05% cisteina) asépticamente con una
colonia recién desarrollada de la cepa bacteriana y se incub6 anaerdbicamente a 37 °C hasta lograr turbidez (de
aproximadamente 16 a aproximadamente 24 horas). Los cultivos del caldo se extendieron asépticamente sobre placas
de agar rojo Congo y se incubaron de forma anaerobia a 37 °C durante 48 horas. Se cree que el EPS producido como
subproducto del crecimiento y/o el metabolismo de determinadas cepas evita la captacion de la tincién rojo Congo
dando como resultado una morfologia de colonia de color crema/blanco. Las cepas que producen menos EPS capturan
la tincién rojo Congo facilmente, dando como resultado una morfologia de colonia de color rosa/rojo. Las cepas que no
producen EPS se tifien de color rojo y tienen un aspecto casi transparente en el fondo de agar rojo.

Haciendo referencia a la Fig. 2, la morfologia de colonias de B. longum AH1714 es convexa, mucoide, de color
blanco brillante

Ejemplo 3 - Bifidobacterias 1714 inducen una relacion IL-10:IL-12 significativamente elevada.

Se aislaron células mononucleares de sangre periféricas (PBMC) de sangre periférica de humano sano utilizando
tubos BD Vacutainer CPT (catalogo BD 362761), segun las instrucciones del fabricante. Las PBMC se lavaron y
resuspendieron en medio Eagle modificado de Dulbecco Glutamax™ (Glutamax (sustituto de Glutamina) +
piruvato + 4,5 g/l glucosa (catalogo Gibco 10569-010) 10% suero bovino fetal (catdlogo Sigma F4135), y 1% de
penicilina/estreptomicina (catalogo Sigma P0781). Las PBMC se incubaron (2 x 10° células por pocillo) en placas
de 96 pocillos de fondo plano y se afadieron 20 pl de una suspension bacteriana (a una concentracién de 1 x
10" UFC/ml). Las PBMC se incubaron con bacterias durante 48 horas a 37 °C / 5% CO; en un incubador. Al cabo
de un periodo de incubacién de 2 dias, se centrifugaron las placas a 300 x g y se retiraron los sobrenadantes y se
congelaron para almacenarlos a -80 °C hasta la realizacion del andlisis. Se cuantificaron los niveles de
Interleucina-10 (IL-10) e Interleucina-12p70 (IL-12p70) en los sobrenadantes de cultivo utilizando un kit de ensayo
de 96 pocillos de Meso Scale Discovery (Gaithersburg, MD; catalogo K15008B-1)

Las bacterias se prepararon para experimentos de cultivo conjunto en dos formatos: (a) las bacterias recién
cultivadas se cultivaron en medios Difco MRS y se cultivaron justo después de entrar en fase estacionaria. Todas
las células se cultivaron en condiciones anaerobias a 37 °C. (B) Las bacterias se cultivaron en condiciones
anaerobias a 37 °C en medios Difco MRS y se cultivaron justo después de entrar en fase estacionaria. Se
generaron polvos liofilizados para cada una de dichas bacterias y se almacenaron a -80 °C en viales de 100 mg
previamente alicuotados. Inmediatamente antes de su uso, se retird una alicuota de cada cepa del congelador y
se dej6 que alcanzara la temperatura ambiente. Cada cepa se lavé 3 veces en soluciones ringer de 10 ml y
después se centrifugaron. En cada ocasion se utilizé un vial nuevo. Se trazaron las curvas de crecimiento (DO vs
nuamero de células vivas) para cada condicién de crecimiento, y las células lavadas se normalizaron segun el
namero de células antes de la adicién a PBMC. Se incluyé también un control sin bacterias en todos los
experimentos. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado. Los resultados se muestran en la Fig. 3.

El control de las enfermedades inflamatorias se lleva a cabo a diferentes niveles. Los factores de control incluyen
hormonas, prostaglandinas, productos intermedios con oxigeno y nitrégeno reactivo, leucotrienos y citoquinas. Las
citoquinas son proteinas bioldgicamente activas de bajo peso molecular involucradas en la generacién y en el control
de las respuestas inmunolégicas e inflamatorias. Las citoquinas son producidas por diversos tipos de célula, siendo
los neutrdfilos, los monocitos y los linfocitos las fuentes principales durante las reacciones inflamatorias debido a su
mayor numero en la zona lesionada.

Existen mecanismos multiples por los cuales las citoquinas generadas en las zonas de inflamacién afectan a la
respuesta inflamatoria. La quimiotaxis estimula el anidamiento de las células inflamatorias en la zona lesionada,
mientras que determinadas citoquinas favorecen la infiltracién de las células en el tejido. Las citoquinas liberadas
en el tejido lesionado dan lugar a la activacién del infilirado inflamatorio. La mayoria de las citoquinas son
pleiotrépicas y expresan multiples actividades que se solapan desde el punto de vista bioldégico. Puesto que las
respuestas inflamatorias incontroladas pueden ocasionar enfermedades tales como IBD, es razonable suponer
que la produccion de citoquinas esté alterada en los individuos que padecen dichas enfermedades.

La interleucina-10 (IL-10) es una citoquina antiinflamatoria producida por muchos tipos de células incluidos monocitos,
macréfagos, células dendriticas, mastocitos y linfocitos (en particular linfocitos T reguladores). La IL-10 regula por defecto
la expresién de las citoquinas Th1 proinflamatorias, los antigenos MHC de clase Il, y las moléculas coestimuladoras en
células que expresan antigenos. Potencia también la supervivencia de los linfocitos B, la proliferacion, y la produccién de
anticuerpos. Esta citoquina puede bloquear la actividad de NF-kB y participa en la regulacion de la ruta de sefializacion de
JAK-STAT. Estudios en murinos de inactivacion genética han demostrado el papel esencial de IL-10 en la
inmunorregulacion ya que los ratones IL-10KO desarrollan colitis grave. Ademas, las bacterias que son inductoras
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potentes de IL-10 han demostrado favorecer la diferenciacion de los linfocitos T reguladores in vivo contribuyendo asi a la
homeostasis inmunolégica (7; 8).

La interleucina-12 (IL-12) es una citoquina proinflamatoria asociada con la polarizacion de las respuestas de los linfocitos T
Th1 efectores y estimula la produccion de otras citoquinas Th1 proinflamatorias, tales como interferon gamma (IFN-y) y
factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a) procedentes de los linfocitos T y las células citotéxicas naturales (NK). Los niveles
elevados de expresion de IL-12 estan asociados con la autoinmunidad. La administracion de IL-12 a personas que
padecen enfermedades autoinmunes ha mostrado empeorar los sintomas inmunes. Por el contrario, ratones inactivados
genéticamente para IL-12 o el tratamiento de ratones con anticuerpos neutralizantes de IL-12 mejor6 la enfermedad.

Las cascadas y redes de citoquina controlan la respuesta inflamatoria y no la acciéon de una citoquina en concreto en un
tipo celular en concreto. Los niveles relativos de expresién, o equilibrio, de las dos citoquinas (tales como IL-10 e IL-12)
son mas informativos que la expresion de una Unica citoquina. En estos estudios, los inventores estimularon PBMC
humanas con una gama de cepas bacterianas diferentes. Todas las cepas indujeron IL-10 y todas las cepas indujeron
IL-12. Sin embargo, el examen de la relacion de induccién entre IL-10 e IL-12 revelé que algunas cepas bacterianas
indujeron una relacion mayor (es decir, mas IL-10 con menos IL-12) en comparacién con otras cepas. Esta es una
observacion significativa ya que es el equilibrio entre cada una de estas sefales opuestas el que determina en uUltima
instancia el resultado inmunoldgico. Se anticipa que una relaciéon alta de IL-10:IL-12 promoveria una respuesta
antiinflamatoria asociada con actividad inmunorreguladora adecuada mientras que una relaciéon IL-10:IL-12 baja
contribuiria a una polarizacion Th1 de la respuesta inmune. De esta manera, la relacion PBMC IL-10:IL-12 es un
importante criterio de seleccién para identificar cepas bacterianas con propiedades inmunorreguladoras.

Ejemplo 4 - Alimentacidn a largo plazo de ratones con Bif. AH1714 se asocia con un aumento de citoquina
antinflamatoria IL-10 y con una disminucion de citoquinas proinflamatorias y Th1 TNF-a IFN-y e IL-12 en animales
sanos en un modelo de sepsis/inflamacion.

Materiales y métodos:

Se obtienen ratones Balb/c hembra de 6-8 semanas de edad de Harlan UK y se alojan en jaulas individualmente
ventiladas y se les proporciona acceso ad libiftum a comida estandar estéril para ratones y agua.

Se distribuyen de forma aleatoria ratones de peso similar en 2 grupos y se les administra PBS (control de vehiculo
n=9), cepa Bifidobacterium longum AH1714 (n=17) mediante alimentacion forzada por via oral diariamente durante
115 dias. Después del periodo de administracion se toman muestras de sangre de 10 ratones AH1714 y 6 controles
de vehiculo se estimularon con 1 mg/kg de LPS (Sigma, L4391) mediante inyeccidn por via intraperitoneal.

Después del periodo de administracién, se toman muestras de sangre de 6 ratones AH1714 y 4 controles de vehiculo, se
extrae suero y se conserva para la medicién de citoquinas. También se extraen los bazos y se cultivan suspensiones
monocelulares in vitro. Las citoquinas se miden en sobrenadantes de celulares después de cultivar durante 48 horas.

A otros 10 ratones AH1714 y 6 ratones de control se les administra una dosis Unica de inyeccién via intraperitoneal con
una concentracion en LPS de 1 mg/kg. Al cabo de 2 horas se toma una muestra de sangre y se sacrificaron los ratones.
Se trataron células séricas y de esplenocitos y se analizaron del modo anteriormente descrito en la presente memoria.

Analisis de citoquinas de esplenocitos

Los esplenocitos se aislan de los bazos y se incuban durante 48 horas a 37 °C (en presencia de penicilina y
estreptomicina) con medios de control, LPS, o antiCD3/CD28. Se analizan las citoquinas de los cultivos
sobrenadantes utilizando un kit de ensayo de 96 pocillos de Meso Scale Discovery (Gaithersburg, MD; catalogo
K15008B-1). Se cuantifican Interleucina 1 beta (ll-1b), Interleucina 6 (II-6), Interleucina 8 (II-8) Interleucina 10 (lI-
10), Interleucina 12p70 (l112p70), Interferon-gamma (IFN-y) y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFo) y se
registran en picogramos por mililitro (pg/ml).

Ensayo de citoquinas séricas

Se analiza suero utilizando el kit ultrasensible de IL-10 y TNF-a para ratones Meso Scale Discovery.

Resultados

Alimentacion de ratones a largo plazo (115 dias) con Bif. AH1714 esta asociada con un aumento en las citoquinas
IL-10 antinflamatorias procedentes de PBMC estimuladas ex vivo, en comparacién con un grupo de placebo
(alimentado con PBS) para ratones sanos (ver Figura 4 [B]) o en un modelo de Sepsis/Inflamacién (ratones

estimulados con LPS; ver Figura 4 [C]).

Alimentacion de ratones a largo plazo (115 dias) con Bif. AH1714 estd asociada con una disminucién en las
citoquinas proinflamatorias y Th1 TNF-a IFN-y y IL-12 (subunidad p70) de PBMC ex vivo estimuladas, en
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comparacién con grupo de placebo (alimentado con PBS) en un modelo de Sepsis/Inflamacion (ratones
estimulados con LPS; ver Figura 5 [B], Figura 6 [B] y Figura 7 [B]).

Alimentacién de ratones a largo plazo (115 dias) con Bif. AH1714 estd asociado con un aumento en los niveles
séricos de citoquinas antinflamatorias IL-10 y una disminucién en las citoquinas proinflamatorias y Th1 TNF-a, en
comparacién con un grupo de placebo (alimentado con PBS) en un modelo de Sepsis/Inflamacién (ratones
sometidos a LPS; Ver Figuras 8 [A & B]).

Conjuntamente, estos resultados muestran que la cepa Bifidobacterium longum 1714 tiene actividad inmunomoduladora
sistémica in-vivo y actividad antinflamatoria y protege frente a respuestas inflamatorias mediadas por LPS o TLR-4.

Ejemplo 5 - Bif 1714 tiene actividad inmunomoduladora cuando se incuba conjuntamente con células del sistema
inmunoldgico humano in vitro, diferentes de Bif. AH35624.

Materiales y Métodos

Se someten a ensayo Bifidobacterium longum infantis cepa UCC35624 (B624), dos lotes independientes de
cultivo (1 y 2) y Bifidobacterium longum cepa 1714 utilizando un ensayo de induccién de citoquinas de PBMC. Se
preparan bacterias para experimentos de cultivo conjunto en los siguientes formatos. Las bacterias se cultivan en
condiciones anaerobias a 37 °C en Medios Difco MRS y se cultivan justo después de entrar en fase estacionaria.
Se generan polvos desecados por congelacién para cada una de dichas bacterias y se almacenan a -80 °C en
viales de 100 mg previamente alicuotados. Inmediatamente antes de su uso, se retira una alicuota de cada cepa
del congelador y se permite que alcance la temperatura ambiente. Se lava cada cepa 3 veces en solucion ringer
de 10 ml y a continuacioén se centrifuga. En cada ocasion se usa un vial nuevo.

Se llevan a cabo conteos microscépicos directos utilizando una camara de conteo Petroff-Hausser segun las
instrucciones del fabricante y se normalizan las células lavadas por numero de células antes de la adicién a la
prueba de PBMC. Se afaden bacterias (20 pl en solucion salina tamponada con fosfato [PBS]) a cada pocillo de
PBMC para obtener el nimero total de bacterias indicado para cada experimento.

Prueba de induccion de citoquinas de PBMC (células mononucleares de sangre periférica)

Se aislan células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sangre periférica de humano sano usando tubos
BD Vacutainer CPT (catalogo BD 362761), segun las instrucciones del fabricante. Se lavan PBMC y se
resuspenden en Medio Eagle modificado de Dulbecco - Glutamax TM (Glutamax (sustituto de Glutamina) +
piruvato + 4,5 g/l glucosa (catalogo Gibco 10569-010) 10% suero bovino fetal (catalogo Sigma F4135), y 1%
penicilina/estreptomicina (catalogo Sigma P0781). Se incuban PBMC (2 x 10° células por pocillo) en placas de 96
pocillos de fondo plano y 20 pl de una suspensién bacteriana. También se aplica un control no bacteriano. Todas
las pruebas se realizan por triplicado. Tras un periodo de incubaciéon de 2 dias a 37 °C, se centrifugaron las
placas a 300 x g, y los sobrenadantes se retiraron y se almacenaron en condiciones de congelacién a -80 °C
hasta la realizacion del andlisis. Se incuban PBMC junto con bacterias durante 48 horas a 37 °C / 5% CO® en un
incubador. Después del periodo de incubacion de 2 dias, las placas se centrifugan a 300 x g, y se retiran los
sobrenadantes y se almacenan en condiciones de congelacion a -80 °C hasta la realizacion del andlisis. Se
analizan las citoquinas de los cultivos sobrenadantes utilizando un kit de ensayo de 96 pocillos de Meso Scale
Discovery (Gaithersburg, MD; catdlogo K15008B-1). Se cuantifican Interleucina 1 beta humana (11-1b),
Interleucina 6 humana (ll-6), Interleucina 8 humana (lI-8), Interleucina 10 humana (lI-10), Interleucina 12p70
humana (1112p70), Interferon-gamma humano (IFN-y) y Factor de Necrosis Tumoral humano alfa (TNFa) y se
registran como picogramos por mililitro (pg/ml). Cada muestra se somete a ensayo por duplicado.

Resultados

Se someten a ensayo Bifidobacterium longum infantis cepa UCC35624 (B624), dos lotes de -cultivo
independientes (1 y 2), y Bifidobacterium longum cepa 1714 para analizar la inmunomodulacion utilizando ensayo
de induccion de citoquinas de PBMC con 1,0E+07 bacterias. Se analizan los sobrenadantes para un grupo de
citoquinas, incluidas IL-IB, -6, -8, -10 y -12, TNF- a y IFN-y.

En comparacion con la cepa 35624 (para la cual ambos cultivos dieron un patron similar para todas las citoquinas
medidas), la cepa 1714 mostré un patrén muy similar para muchas de las citoquinas medidas. Sin embargo, de
forma sorprendente, 1714 dio un patrén bastante diferente para IL-12, IFNy y IL-6.

IL-6: La incubacion con 1714 induce un nivel significativamente inferior de IL-6 en comparacion con 35624 para
1,0 x 107 bacterias por pocillo (ver Tabla 5)

Tabla 5

| Cepa (1 x10E7 bacterias) | IL-6 (~pg/ml)
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35624

28.000

1714

16.000

IL-12: La incubacion con 1714 induce un nivel significativamente inferior de IL-12 en comparacion con 35624 para

1,0 x 10 bacterias por pocillo (ver Tabla 6)

La incubacién con INF-y 1714 induce un nivel significativamente inferior de INF-y en comparacién con 35624 para

1,0 x 10’ bacterias por pocillo (ver Tabla 6)

Tabla 6
Cepa (1 x10E7 bacterias) IL-12 (~pg/ml) IL-12 (~pg/ml) IFN-a (~pg/ml) IFN-y (~pg/ml)
35624 500 180 5000 1500
1714 (1) 220 115 2400 750
1714 (2) 240 80 2600 400

Foligne y col."®, han demostrado que las cepas de bacterias del acido lactico que muestran capacidad in vitro de
induccién de altos niveles de la citoquina antinflamatoria IL-10 y bajos niveles de la citoquina inflamatoria IL-12
ofrecian la mejor proteccion en los modelos de colitis in vivo mientras que, en cambio, las cepas que daban lugar
a una baja relaciéon de citoquinas IL-10/IL-12 no podian aliviar los sintomas de la colitis de forma significativa. La
proteccion in vivo observada fue especifica para cada cepa. El perfil de citoquinas obtenido para Bif. AH1714
podia sugerir que esta cepa tiene potencialmente una eficacia mejorada en el modelo de colitis ulcerosa in vivo.

La IL-6 es una citoquina fuertemente implicada en la patologia de IBS. L-6 es relevante para muchos procesos
patoldgicos tales como la diabetes, la aterosclerosis, la depresion, la enfermedad de Alzheimer, el lupus
eritematoso sistémico y la artritis reumatoide. Por lo tanto, existe interés en el desarrollo de agentes anti IL-6
como terapia contra muchas de estas enfermedades.

Ejemplo 6 - Bif. AH1714 reduce la actividad NkB inducida por LPS en un modelo murino in-vivo

Materiales y Métodos

Los ratones transgénicos NFkBlux en un fondo de C57BL/6J-CBA/J se obtienen de los laboratorios Charles River
(Wilmington, EE. UU.) y se crian internamente. Los ratones se mantienen en condiciones restringidas.

A las hembras se les alimenta Bif. AH1714, como un polvo liofilizado reconstituido en agua a una concentracion de
aproximadamente 1x10° unidades formadoras de colonia/dia/animal, o un control de placebo. Los ratones consumen
el microorganismo comensal en su agua de bebida ad libitum durante 20 dias antes de la estimulacion con LPS.

La actividad de NFkB se mide después de administrar la luciferina de sustrato y se obtienen imagenes utilizando
el Xenogen IVIS 100. La actividad de NFkB base se mide antes de la estimulaciéon con una dosis Unica de
0,5 mg/kg de LPS. Después de 3 horas se vuelve a someter a todos los animales a la toma de imagenes. La
actividad de NFkB del cuerpo entero se evalta sustrayendo las lecturas de base.

A continuacion, se sacrifican todos los animales y se extraen los bazos, los higados, el intestino delgado vy el
colon y se colocan en una placa de cultivo para la toma individual de imagenes.

Resultados

Bif. AH1714 reduce la actividad sistémica de NFkb inducida por LPS en un modelo murino in-vivo de
Sepsis/Inflamacién como pone de manifiesto una actividad de NFkB reducida en bazos aislados 3 horas después
de la estimulacién (ver Fig. 9) asi como de la toma de imagenes del animal entero 1,5 horas después de la
estimulacion (ver Fig. 10) de animales alimentados con 1714 en comparacién con animales a los que se alimentd
Placebo. Estos resultados demuestran que la alimentacién con Bif. 1714 esta asociada con un menor nivel de
inflamacidn sistémica asociada con el factor de transcripcion NFkB.

Ejemplo 7 - 1714 presenta ventajas positivas en modelos animales de depresion y ansiedad

La depresion y la ansiedad son los desérdenes psiquiatricos mas comunes, con una alta prevalencia en la
sociedad. Los desérdenes de ansiedad se subdividen generalmente en trastorno fobico, trastorno de ansiedad
generalizado, trastorno postraumatico y trastorno obsesivo-compulsivo.

Los antidepresivos modernos, tales como los inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina (p. €j.,
fluoxetina) y los inhibidores selectivos de la recaptaciéon noradrenalina y serotonina (p. €j., venlafaxina) son de
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amplio uso en el tratamiento de dichos trastornos. Sin embargo, los tratamientos no son siempre eficaces y no
son aceptables para los pacientes. Es necesario desarrollar estrategias alternativas. La posibilidad de que las
sustancias probioticas puedan ser eficaces en dichas condiciones es sugerida por los datos previos que indican
que el probiotico Bifidobacterium Infantis reduce la hormona corticosterona del estrés en roedores (9).

Examinamos los efectos de conducta de Bifidobacterium AH1714 en modelos de estrés en ratones y los
comparamos con un SSRI ampliamente utilizado, el escitalopram, que se utiliza para tratar tanto la ansiedad
como la depresion. Los animales se tratan con escitalopram o con AH1714 durante tres semanas.

Materiales y métodos

Prueba de suspension del rabo

Una prueba bien caracterizada para evaluar la actividad de tipo depresivo y de tipo antidepresivo. Los ratones se
suspenden individualmente por el rabo en una barra con soporte de anillo (distancia al suelo = 30 cm) utilizando
cinta adhesiva (distancia a la punta del rabo = 2 cm). De forma tipica, los ratones demuestran diversos tipos de
comportamiento orientados a la huida intercalados con fases temporalmente crecientes de inmovilidad. Se
emplea una sesién de ensayo de 6 minutos grabada con una cadmara. Los videos son posteriormente puntuados
por un observador altamente cualificado que no esta informado acerca del tratamiento. El parametro registrado es
el nimero de segundos que el ratén permanece inmévil.

Prueba de condicionamiento de miedo

Ampliamente usada para evaluar los componentes cognitivos de los desérdenes de ansiedad. Usamos un protocolo de
tres dias que permite la observacion del aprendizaje del miedo asociado a contexto y a indicios. Después de explorar
durante 3 minutos su entorno, se dio a los ratones 6 pares de 20 segundos de un indicio especifico (tono de 10 KHz,
70dB combinado con una luz encendida) acoplado al final con 2 segundos de una descarga eléctrica suave (0,4 mA) en
el pie. Ello va seguido de 1 min de exposicion al contexto solamente. El procedimiento se repite dos dias consecutivos.
Sin embargo, no se produce descarga y se observa constantemente el comportamiento de paralizacién ante el contexto
o indicio. El primer dia permite llevar a cabo la evaluacién de la capacidad de intervencion para alterar la fuerza del
condicionamiento de miedo inducido por contexto y por indicios, mientras que el tercer dia permite observar el
aprendizaje de extinciéon del miedo. La extincién es la formacion de nuevas memorias y los medicamentos que facilitan
la extincién pueden desempenar un papel en el tratamiento del desorden de estrés postraumatico.

La prueba de enterramiento con canicas

Propuesto como modelo para el desorden obsesivo-compulsivo. Los animales mas ansiosos deben entablar
comportamientos activos (enterramiento defensivo de canicas) para evitar estimulos ansiogénicos en la caja
luminosa-oscura y laberintos elevados. Los ratones son colocados individualmente en jaulas pequenas, en las
que se han colocado de forma uniforme 20 canicas encima de un lecho de 5 cm de profundidad de serrin, y con
una tapa de alambre situada encima de la jaula. Se evita alterar a los ratones durante 30 min, tras lo cual se
cuenta el numero de canicas enterradas (es decir, las que estan cubiertas por serrin en mas de tres cuartas
partes).

Resultados

En la prueba de suspension por el rabo AH1714 da un resultado positivo que sugiere una posible actividad
antidepresiva. Haciendo ahora referencia a la Fig. 11, AH1714 indujo un menor tiempo de inmovilidad que el
vehiculo (Veh), lo que es indicativo de un menor comportamiento de tipo depresivo en animales alimentados con
1714. Esto es similar al efecto de antidepresivos convencionales como Lexapro®.

En términos cognitivos, en la prueba de condicionamiento de miedo, los animales sometidos a ensayo tratados con
AH1714 mostraron un efecto de aprendizaje positivo. Con referencia a la Fig. 12, en pruebas de condicionamiento de
miedo por contexto (principalmente memorias dependientes de hipocampo y de amigdala), 1714 indujo una mayor
paralizacion frente al contexto (Cxt) que el vehiculo (Veh) el dia 1 y el dia 2, con el mismo porcentaje de paralizacién
que el vehiculo el dia 3, lo que sugiere que 1714 favorece el aprendizaje contexual del miedo y la memoria sin
menoscabo de la extincién, sugiriendo asi un papel positivo en la memoria contextual de eventos generadores de
miedo. Con referencia a la Fig. 13, en pruebas de condicionamiento de miedo por indicio (dependiente de amigdala),
1714 indujo una mayor paralizacion al indicio (estimulo) generador de miedo mayor que el vehiculo (Veh) el dia 1, con
el mismo porcentaje de paralizacion que el vehiculo los dias 2 y 3. Esto sugiere que 1714 favorece el aprendizaje del
miedo dependiente de amigdala (indicio) y la memoria sin limitar la memoria ni la extincién, lo que sugiere un papel
positivo en la memoria de un estimulo generador de miedo independientemente del contexto.

De los estudios con la prueba de enterramiento con canicasl se desprende un posible efecto en el desorden obsesivo-

compulsivo. Los animales tratados con AH1714 enterraron menos canicas en la tarea de enterramiento con canicas, lo
que indica una menor ansiedad en los animales alimentados con 1714 y sugiere un posible efecto en el desorden
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obsesivo-compulsivo (Fig. 14). Como en el caso del escitalopram, AH1714 indujo un menor aumento de temperatura
corporal inducido por el estrés del suceso (menor hipotermia inducida por estrés), lo que sugiere una menor ansiedad
en los animales alimentados con 1714 (Fig. 24). No hay diferencias entre los resultados con cada intervencién.
Conclusion

AH1714 en modelos de depresion animal y ansiedad muestra un comportamiento similar al de un antidepresivo
convencional. El impacto observado es similar al descrito en la bibliografia de los antidepresivos tales como los SSRI.

En conjunto, los datos indican que AH1714 puede ser ventajoso en el tratamiento de los sindromes psiquiatricos
de la depresién y la ansiedad.

Ejemplo 8: 1714 presenta ventajas positivas en los marcadores inflamatorios en la obesidad inducida por la dieta

En los Ultimos afos, se ha determinado que la obesidad estd asociada con una inflamacion de bajo grado que
contribuye al desarrollo de las patologias asociadas con la obesidad que incluyen diabetes mellitus de tipo 2 (T2D),
enfermedad cardiovascular (CVD), hipertensién, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y enfermedad del higado
graso de origen no alcohdlico (NAFLD). La grasa visceral produce un numero de citoquinas inflamatorias y
quimioquinas (tales como leptina, factor de necrosis tumoral a (TNF-a), proteina-1 quimioatrayente de macroéfagos e
interleucina-6, entre otras), cuya produccion puede desajustarse patolégicamente en caso de obesidad (revisado por
Shoelson y col., 2007). Ciertamente, aunque se piensa que los macréfagos contribuyen de forma significativa a la
resistencia de la insulina, otros estudios han sugerido que el uso de las propiedades antinflamatorias de las células con
un fenotipo potencialmente regulador puede tener un potencial terapéutico. Un estudio reciente sugiere que las células
Treg reducen el estado inflamatorio del tejido adiposo y, por lo tanto, la resistencia a la insulina en ratones (Feurer y col.,
2009). Ademas, un cuerpo seminal de trabajo ha sugerido anormalidades en la microbiota del intestino como una fuerza
causante del desajuste metabdlico relacionado con la obesidad, lo que sugiere que las intervenciones dirigidas a la
salud del intestino tendran ventajas beneficiosas para la salud en los desarreglos metabdlicos relacionados con la
obesidad. Se ha sugerido que la microbiota del intestino puede estar involucrada en el desarrollo de la obesidad en la
regulacion de homeostasis de energia, en la resistencia a la insulina, enfermedad del higado graso de origen no
alcohdlico, en el metabolismo de energia, lipidos y aminoacidos (revisado por Ley y col., 2009)

Se escogi6 el modelo de ratdon de Obesidad inducida por la dieta (DIO) como el modelo de ratbn mas apropiado
para evaluar el impacto de candidatos probioticos seleccionados en la obesidad y la salud metabdlica y para
estudiar la relacién entre la obesidad y los marcadores inflamatorios. El modelo de ratén DIO se refiere a ratones
sanos alimentados con una dieta de alto contenido en grasa para inducir obesidad a lo largo del tiempo.

Diseno experimental

Se alimentaron ratones C57BL/J6 macho de siete semanas de edad con una dieta baja en grasa (10% de calorias
de grasa; Research Diets, New Jersey; #D12450B), una dieta alta en grasa (DIO; 45% calorias de grasa;
Research Diets, New Jersey; #D12451) o una dieta alta en grasa con AH1714 (1 x 10° ufc/dia) en el agua de
bebida durante 14 semanas. Todos los ratones se alojaron en grupos de 5 y se les administrd diariamente
alicuotas de probidtico fresco. El peso corporal y la ingesta de alimento se evaluaron semanalmente. Después de
14 semanas, se sacrificaron los ratones y se extrajeron sus 6rganos internos, se pesaron y almacenaron a -80 °C.
Se extrajeron los bazos y se efectuaron ensayos de citoquinas de esplenocitos como en el ejemplo 4.

Resultados

Como se esperaba, los ratones DIO tuvieron una ganancia de grasa significativamente mayor (p<0,001) en
comparacion con los controles con poca grasa durante el periodo de alimentacion de 14 semanas. En concordancia
con estudios previos, los ratones DIO consumieron una cantidad de calorias significativamente mayor que los controles
con poca grasa, medido mediante ingesta cal6rica acumulativa durante el periodo de 14 semanas del estudio
(p<0,001). En esplenocitos estimulados con LPS (estimulo de inmunidad innata) de ratones DIO, AH1714 tenian el
efecto de disminuir la respuesta correspondiente a las citoquinas TNFa y IL-12 a LPS (FIG 16). En esplenocitos
estimulados con CD3/CD28 (estimulo de inmunidad adaptativa), el tratamiento con AH1714 tenia el efecto de reducir la
respuesta correspondiente la citoquina IL6. Estos resultados indican un efecto antinflamatorio sistémico en el modelo
de ratones DIO consistente con los datos PBMC y los datos del modelo de ratén in vivo ilustrados en otros ejemplos.

Inmunomodulacién

El sistema inmunolégico humano desempeia un papel significativo en la etiologia y la patologia de un amplio
rango de enfermedades humanas. La respuesta hiperinmune e hipoinmune da lugar a, o forma parte de, la
mayoria de estados patolégicos. Una familia de entidades bioldgicas, llamadas citoquinas, es especialmente
importante para el control de procesos inmunolégicos. Las perturbaciones de dichas redes delicadas de
citoquinas se estan asociando cada vez mas con muchas enfermedades. Estas incluyen, aunque no de forma
limitativa, trastornos inflamatorios, inmunodeficiencia, enfermedad inflamatoria del intestino, sindrome del
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intestino irritable, cancer (especialmente los de los sistemas gastrointestinal e inmunolégico), enfermedad
diarreica, diarrea asociada a antibidticos, diarrea pediatrica, apendicitis, trastornos autoinmunes, esclerosis
multiple, enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide, celiasis, diabetes mellitus, trasplantes de dérganos,
infecciones bacterianas, infecciones viricas, infecciones fungicas, enfermedad periodontal, enfermedad urogenital,
enfermedad de transmisién sexual, infeccion por HIV, replicaciéon de HIV, diarrea asociada HIV, trauma asociado
a cirugia, enfermedad metastasica inducida por cirugia, sepsis, pérdida de peso, anorexia, control de la fiebre,
caquexia, curacion de heridas, Ulceras, funcion de barrera del intestino, alergia, asma, desérdenes respiratorios,
desodrdenes circulatorios, enfermedad coronaria, anemia, trastornos del sistema de coagulacién sanguinea,
enfermedad renal, desérdenes del sistema nervioso central, enfermedad hepatica, isquemia, desoérdenes
nutricionales, osteoporosis, trastornos endocrinos, trastornos epidérmicos, psoriasis y acne vulgaris.

Los efectos en la produccion de citoquinas son especificos para cada una de las cepas probidticas examinadas. Por lo
tanto, se pueden seleccionar cepas probioticas especificas para normalizar un desequilibrio exclusivo de citoquinas
especifico de un tipo concreto de enfermedad. La personalizacion de terapias especificas de enfermedades se puede
lograr usando una cepa Unica de AH1714 o variantes de las mismas o una seleccién de dichas cepas.

Educacion inmunoldgica

La flora entérica es importante para el desarrollo y funcion adecuada del sistema inmunolégico intestinal. En
ausencia de una flora entérica, el sistema inmunolégico intestinal no esta propiamente desarrollado, como ponen
de manifiesto modelos animales exentos de gérmenes, y determinados parametros funcionales estan
disminuidos, por ejemplo, la capacidad fagocitica de los macréfagos y la produccién de inmunoglobulinas (10). La
importancia de la flora del intestino en la estimulacién de respuestas inmunes no dafiinas es cada vez mas
evidente. El aumento en la incidencia y severidad de las alergias en el mundo occidental se ha asociado con un
aumento en la higiene y la higienizacién, concordante con una disminucion en el nimero y rango de estimulos
infecciosos encontrados por el huésped. Esta falta de simulacién inmunolégica puede permitir que el huésped
reaccione ante agentes no patégenos, pero antigénicos, dando lugar a alergia o autoinmunidad. El consumo
deliberado de una serie de bacterias inmunomoduladoras no patégenas proporcionaria al huésped los estimulos
educacionales necesarios y apropiados para un correcto desarrollo y control de la funciéon inmunoldgica.

Inflamacién

La inflamacién es el término utilizado para describir la acumulacion local de fluido, proteinas del plasma y glébulos
blancos en un lugar que ha sufrido dafo fisico, infeccién o en el que hay una respuesta inmunolégica continuada. El
control de la respuesta inflamatoria se ejerce en numerosos niveles (11). Los factores de control incluyen citoquinas,
hormonas (p. ej., hidrocortisona), prostaglandinas, intermedios de reaccion y leucotrienos. Las citoquinas son
proteinas biolégicamente activas de bajo peso molecular que participan en la generacion y control de respuestas
inmunolégicas e inflamatorias, regulando al mismo tiempo el desarrollo, reparacién de tejidos y hematopoyesis.
Proporcionan medios de comunicacion entre los propios leucocitos asi como con otros tipos de células. La mayor
parte de las citoquinas son pleyotrépicas y expresan multiples actividades biol6gicamente concomitantes. Las
cascadas y redes de citoquinas controlan la respuesta inflamatoria mas que la acciéon de una citoquina especifica en
un tipo de célula especifico (12). La pérdida de la respuesta inflamatoria da lugar a concentraciones mas bajas de
las sefales de activacion apropiadas y otros mediadores inflamatorios que dan lugar al cese de la respuesta
inflamatoria. TNFa es una citoquina proinflamatoria primordial puesto que inicia una cascada de citoquinas y efectos
biolégicos que dan lugar al estado inflamatorio. Por lo tanto, los agentes que presentan TNFa se utilizan en la
actualidad para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, por ejemplo, el infliximab.

Se cree que las citoquinas proinflamatorias desempefian un papel principal en la patogénesis de muchas
enfermedades inflamatorias, incluida la Enfermedad inflamatoria del intestino (Ell). Las terapias actuales para el
tratamiento de la Ell se dirigen a la reduccién de los niveles de dichas citoquinas proinflamatorias, incluidas IL-8 y
TNFa. Dichas terapias pueden también desempenar un papel significativo en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias sistémicas, tales como la artritis reumatoide.

Las cepas de la presente invencién pueden tener una aplicacion potencial en el tratamiento de diversas
enfermedades inflamatorias, especialmente si se usan en combinacién con otras terapias antinflamatorias, tales
como medicamentos Antinflamatorios no esteroideos (AINE) o Infliximab.

Citoquinas y Céancer

La produccion de citoquinas multifuncionales a lo largo de una gran variedad de tipos de tumores sugiere que se producen
respuestas inflamatorias continuas en pacientes con cancer. En la actualidad no esta claro qué efecto protector tiene esta
respuesta frente al crecimiento y desarrollo de células tumorales in vivo. Sin embargo, dichas respuestas inflamatorias
podrian afectar negativamente al huésped portador del tumor. En la regulacion de la produccion de citoquinas y
proliferacion celular dentro del tumor y de tejidos normales (13, 14) hay involucradas complejas interacciones de
citoquinas. Se ha reconocido durante mucho tiempo que la pérdida de peso (caquexia) es la causa mas comun de muerte
en pacientes con cancer y la malnutricién inicial es indicativa de un mal pronéstico. Para que un tumor crezca y se
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extienda, debe inducir la formacién de nuevos vasos sanguineos y degradar la matriz extracelular. La respuesta
inflamatoria puede desempefar papeles significativos en los mecanismos anteriores, contribuyendo por lo tanto al
deterioro del huésped y al avance del tumor. Debido a las propiedades antinflamatorias de Bifidobacterium longum infantis,
estas cepas de bacterias pueden reducir la velocidad de transformaciéon en células malignas. Ademas, las bacterias del
intestino pueden producir, a partir de compuestos de la dieta, sustancias con actividad genotoxica, carcinégena y
promotora de tumores y las bacterias del intestino pueden activar procarcinégenos, haciendo que se transformen en
agentes reactivos al ADN (15). En general, las especies de Bifidobacterium tienen bajas actividades de enzimas
metabolizantes xenobidticas en comparacion con otras poblaciones dentro del intestino, tales como bacteroides,
eubacteria y clostridia. Por lo tanto, aumentando el nimero de bacterias Bifidobacterium en el intestino se podrian
modificar de forma ventajosa los niveles de dichas enzimas.

Suministro de vacuna/medicamento

La mayor parte de organismos patdégenos penetran a través de la superficie de las mucosas. La vacunacién eficaz
de dichos sitios protege frente a la invasién por parte de un agente infeccioso concreto. Las estrategias de
vacunacion oral se han concentrado, hasta la fecha, en el uso de organismos patégenos vivos atenuados o
antigenos encapsulados purificados (16). Las bacterias probiéticas, manipuladas para producir antigenos a partir
de un agente infeccioso, in vivo, pueden proporcionar una alternativa atractiva ya que dichas bacterias se
consideran seguras para el consumo humano (estado GRAS).

Estudios en murinos han demostrado que el consumo de bacterias probidticas que expresan antigenos extrafios puede
provocar respuestas inmunes protectoras. El gen que codifica el Fragmento C de la toxina del tétanos (TTC) fue
expresado en Lactococcus lactis y se inmunizaron ratones mediante la ruta oral. El sistema fue capaz de inducir titulos de
anticuerpos lo suficientemente altos como para proteger a los ratones frente a la exposicion a toxinas letales. Ademas de
la presentacion de antigenos, los vectores bacterianos vivos pueden producir compuestos bioactivos, tales como
citoquinas inmunoestimuladoras, in vivo. L. lactis secretora de IL-2 o IL-6 humanas y TTC indujo 10-15 veces mas titulos
de IgG en suero en ratones intranasalmente inmunizados (17). Sin embargo, con esta cepa bacteriana especifica, el nivel
total de IgA no aumenté con la coexpresion con dichas citoquinas. También se estan examinando otras bacterias, tales
como Streptococcus gordonii, para evaluar su utilidad como vacunas mucosas. S. gordonii recombinante colonizadora de
la cavidad oral y la cavidad vaginal murinas indujo tanto respuestas mucosales como de anticuerpos sistémicos a
antigenos expresados por esta bacteria (18). Por lo tanto, la inmunizacién oral usando bacterias probi6ticas como vectores
no solo protegeria el huésped frente a la infeccion, sino que puede remplazar los estimulos inmunoldgicos que provocaria
normalmente el patégeno, contribuyendo por lo tanto a la educacion inmunolégica del huésped.

Materiales prebidticos

La introducciéon de organismos probidticos se logra mediante la ingesta del microorganismo en un vehiculo adecuado.
Seria ventajoso proporcionar un medio que favorezca el crecimiento de dichas cepas probiéticas en el intestino grueso. La
adicion de uno o mas oligosacaridos, polisacaridos u otros prebioéticos, mejora el crecimiento de las bacterias del acido
lactico en el tracto gastrointestinal. Prebiéticos hace alusién a cualquier componente alimenticio no viable especificamente
fermentado en el colon por bacterias indigenas consideradas de valor positivo, por ejemplo, bifidobacterias, lactobacilos.
Tipos de prebidticos pueden incluir los que contienen fructosa, xilosa, soja, galactosa, glucosa y manosa. La
administracion combinada de una cepa probidtica con uno 0 mas compuestos prebidticos puede mejorar el crecimiento del
probidtico administrado in vivo dando lugar a una ventaja para la salud mas pronunciada, y se denomina simbiotico.

Otros ingredientes activos

Se comprendera que las cepas probiéticas se pueden administrar de forma profilactica o como un método de tratamiento
por si solas o con otro material probiético y/o prebidticos segun se ha descrito anteriormente en la presente memoria.
Ademas, las bacterias se pueden usar como parte de un régimen profilactico o de tratamiento que usa otros materiales
activos tales como los utilizados para tratar la inflamacion u otros trastornos, especialmente los que tienen una dinamica
inmunolégica. Dichas combinaciones se pueden administrar en una sola formulacién o como formulaciones aparte
administradas al mismo tiempo o en diferentes momentos y utilizando la misma o diferentes rutas de administracién.

Las dimensiones y valores descritos en la presente memoria no deben entenderse como estrictamente limitados a
los valores numéricos exactos indicados, sino que, salvo que se indique lo contrario, debe considerarse que cada
dimensién significa tanto el valor indicado como un intervalo funcionalmente equivalente en torno a ese valor. Por
ejemplo, esta previsto que una magnitud descrita como “40 mm” signifique “aproximadamente 40 mm.”

La mencién de documentos no debe ser considerada como una aceptacion de que forman parte del estado de la
técnica anterior con respecto a la presente invencion. En la medida en que cualquier significado o definicion de un
término en este documento entre en conflicto con cualquier significado o definicion del mismo término,
prevalecera el término o definicién asignado a dicho término en este documento.

Aunque se han ilustrado y descrito realizaciones determinadas de la presente invencidn, resulta obvio para el
experto en la técnica que es posible realizar diferentes cambios y modificaciones sin abandonar por ello el ambito

16
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de la invencion. Por consiguiente, las reivindicaciones siguientes pretenden cubrir todos esos cambios y
modificaciones contemplados dentro del &ambito de esta invencion.
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REIVINDICACIONES
Una cepa aislada de Bifidobacterium NCIMB 41676.
Una cepa de Bifidobacterium segun la reivindicacion 1 en forma de células viables.
Una cepa de Bifidobacterium segun la reivindicacion 1 en forma de células no viables.

Una cepa de Bifidobacterium segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde Bifidobacterium se
aisla de tejido de biopsia col6nica de un individuo humano sano.

Una cepa de Bifidobacterium segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en donde la cepa es
significativamente inmunomoduladora después del consumo oral en humanos.

Una formulacion que comprende una cepa de Bifidobacterium segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
Una formulacion segun la reivindicacion 6 que ademas comprende un material probiético.
Una formulacion segun la reivindicacion 6 o 7 que ademas comprende un material prebiético.

Una formulacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 que ademas comprende un vehiculo
ingerible.

Una formulacion segun la reivindicacibn 9 en donde el vehiculo ingerible es un vehiculo
farmacéuticamente aceptable tal como una cépsula, comprimido o polvo.

Una formulacién segun la reivindicacion 9 en donde el vehiculo ingerible es un producto alimenticio tal
como leche acidificada, yogur, yogur congelado, leche en polvo, concentrado de leche, quesos para
untar, aderezos o bebidas.

Una formulacion segln una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 que ademas comprende una
proteina y/o un péptido, en particular proteinas y/o péptidos que son ricos en glutamina/glutamato, un
lipido, un carbohidrato, una vitamina, mineral y/o elemento traza.

Una formulacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12 en donde la cepa de
Bifidobacterium esta presente en una cantidad de mas de 10° ufc por gramo de la formulacion.

Una formulacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 13 que ademas comprende un adyuvante.

Una formulacién segin una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 14 que ademdas comprende un
componente bacteriano.

Una formulacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 15 que ademdas comprende una
entidad medicamentosa.

Una formulacién segln una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 16 que ademas comprende un
compuesto biolégico.

Una formulacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 17 para protocolos de inmunizacién y
vacunacion.

Una cepa de Bifidobacterium segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una formulacion segun
una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 18 para usar en productos alimenticios.

Una cepa de Bifidobacterium segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una formulaciéon segun
una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 18 para usar como medicamento.

Una cepa de Bifidobacterium segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una formulaciéon segun
una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 18 para usar en la profilaxis y/o el tratamiento de actividad
inflamatoria no deseable.

Una cepa de Bifidobacterium segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una formulaciéon segun

cualquiera de las reivindicaciones 6 a 18 para usar en la profilaxis y/o el tratamiento de la colitis ulcerosa o
del sindrome del intestino irritable.
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Una cepa de Bifidobacterium segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una formulacién segin una
cualquiera de las reivindicaciones 6 a 18 para usar en la profilaxis y/o el tratamiento de la artritis reumatoide.

Una cepa de Bifidobacterium segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una formulacion segun
una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 18 para usar en la preparacién de agentes bioterapéuticos
antinflamatorios para la profilaxis y/o el tratamiento de actividad inflamatoria no deseable.

Cepas de Bifidobacterium segun la reivindicacidn 29 para usar en la preparacién de un panel de agentes
bioterapéuticos para modificar los niveles de IL-10.

Una cepa de Bifidobacterium segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una formulacion segun
una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 18 para usar en la preparacién de agentes bioterapéuticos
antinflamatorios para reducir los niveles de citoquinas proinflamatorias.

Una cepa de Bifidobacterium segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una formulacion segun

una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 18 para usar en la profilaxis y/o el tratamiento de la depresion,
trastornos del estado de animo, y/o trastornos de ansiedad.
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Transito de AH1714 en ratones
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Actividad de NKfB de bazoa 3 h

‘*l“

AH1714

29



[~}

A

Fotones/segundo

ES 2595444 13

Ratén 1,5 h 1-4 cuerpo entero

6,5x10°°
6,0x10°9

Placebo AH1714

Placebo AH1714

C

30

(ROl 3=4,6984e+09




% Paralizacién

3

Inmovilidad (s)

T & 8 8

0

ES 2595444 13

Fig. 11
- \/eh
kkdk kk ki * & % - 1714
NS b6 6 AL N6 6 AL NS 6,6 AL
0¢0¢°¢°¢°¢0¢0¢°¢ °¢°¢°¢°¢°¢0¢0¢0¢ o“'o“"o‘“’o*"’o*o""d’d‘“
Fig. 12

31



ES 2595444 13

- Veh
= 1714
10& kkdk  hkk *
< 804
©
S
8 60+
©
« 40+
o
2
20+
m L] 6‘ L | § L v 4 v | L] L]
Y ‘b ™ © ’\ Vv S N b 6 LN IR ‘a ©
\0 \0\0 0\0 0 0\0 0\0 & 0 \O \O ‘0 0\ 0\0 0 {b\o O 0\0 0\0
) > b‘ b‘ & b\ 6‘ b‘ 6‘ OF &% &¢ b‘
& \(‘ & § & @ \Q
Fig. 13

Nimero de marmoles enterrados

32



TNF-a (pg/mL)
o s 3583 HEY

2,0-
T 1,5+

-

(]
2 1,0+

()

=

(&

-
K 0,5
0,0-

e LPS -

W\

Con poca oo 1714

grasa

1L-12p70 (pg/mL)

ES 2595444 13

§

LPS
p=0,09

Con 'poca D10

grasa

33

L8 (pg/mL)

2

v
Con poca
grasa

1714



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

