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DESCRIPCION
Cepa de Bifidobacterium animalis ssp. animalis

La invencion se refiere a una nueva cepa de Bifidobacterium animalis ssp. animalis. Esta cepa es capaz, entre otras
cosas, de mejorar la funcion del sistema nervioso entérico (SNE), en particular mediante el aumento de los niveles
de péptido intestinal vaso-activo (PIV) del mismo, con el fin, por ejemplo, de promover las funciones de motilidad
intestinal o integridad de la barrera. Esta cepa se puede utilizar por lo tanto en la prevencion y/o la reduccion de las
molestias gastrointestinales o los trastornos gastrointestinales.

El sistema nervioso entérico (SNE) es un sistema nervioso integrado organizado a lo largo del intestino en dos
plexos principales con funciones funcionales especificas (Furness, J. Auton. Nerv. Syst., 81 (1-3):87-96, 2000). El
plexo mientérico, situado entre el musculo longitudinal y el circular, contiene neuronas que participan principalmente
en el control de la motilidad gastrointestinal (Gl). El plexo submucoso, ubicado entre el musculo circular y la mucosa,
contiene neuronas que participan principalmente en el control de las funciones de barrera del epitelio intestinal (BEI).
Las neuronas entéricas controlan las funciones Gl mediante la liberacion de neuromediadores que actian sobre las
células diana que inervan.

Con respecto al sistema digestivo, el neuromediador PIV induce la relajacion del musculo liso (esfinter esofagico
inferior, estbmago y vesicula biliar), estimula la secrecion de agua al jugo pancreatico y la bilis, y provoca la
inhibicion de la secrecién de acido gastrico y la absorcion desde la luz intestinal. Su papel en el intestino es estimular
en gran medida la secrecion de agua y electrolitos, asi como la dilatacion del musculo liso intestinal, la dilatacion de
los vasos sanguineos periféricos, la estimulacién de la secrecién de bicarbonato pancreatico, y la inhibicion de la
secrecion de acido gastrico estimulada por gastrina. Estos efectos funcionan en conjunto para aumentar la motilidad.
Por lo tanto, el aumento de PIV mejora beneficiosamente la relajacion de los musculos del tracto GI.

La barrera epitelial intestinal esta constituida por una monocapa continua de células especializadas polarizadas que
se mantienen unidas por proteinas asociadas a la unién estrecha, tales como zonula occludens-1 (ZO-1) que
controlan la permeabilidad de la barrera, asi como la polaridad de las células epiteliales. Estudios in vitro e in vivo
han demostrado que los probiéticos pueden afectar a la resistencia epitelial y disminuir la permeabilidad mediante la
modulacion de ZO-1 (Eun et al., APMIS, 119(1):49-56, 2011; Miyauchi et al., J. Dairy Sci., 92(6): 2400-8, 2009). Los
neuromediadores sintetizados por el SNE también estan involucrados en la regulacion de la permeabilidad intestinal
(Hallgren et al., Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol., 275: G95-103, 1998; Hayden et al., Am. J. Physiol.
Regul. Integr. Comp. Physiol., 278: R1589-94, 2000; Neunlist et al., Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver. Physiol.,
285(5): G1028-36, 2003). Por ejemplo, el aumento de la sintesis neuronal de acetilcolina en el colon inducida por la
separacion materna neonatal conduce a un aumento de la permeabilidad paracelular epitelial en ratas (Gareau et al.,
Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol., 293: G198-203, 2007). En contraste, el péptido intestinal vasoactivo (PIV)
liberado por las neuronas submucosas aumenta la resistencia de la BEl mediante la regulacion de la expresion de la
proteina de union estrecha ZO-1 en las células epiteliales intestinales (Neunlist et al., J. Intern. Med., 263(6): 577-83,
2008). Reforzando adicionalmente la funcion del PIV en la regulacion de la funcién de la barrera se encuentra un
estudio reciente que muestra que PIV aumenta la resistencia de la barrera en la colitis inducida por Citrobacter
rodentium en ratones (Conlin et al., Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol., 297(4): G735-50, 2009).

Varios estudios midieron el efecto de algunos probidticos sobre los neuromediadores del SNE, incluyendo PIV.
Kamm et al. (Neurogastrointest Motil., 16:53-60, 2004) describieron los efectos de Saccharomyces boulardii sobre la
disminucion de la calbindina de 28k (CALB) y que no se obtenia ningun efecto sobre otros marcadores neuronales
(ChAT, PIV, SP, NF-160, etc.) del yeyuno de cerdo. Metugriachuk et al. (Rejuvenation Res., 9:342-345, 2006)
describieron que una preparacion simbidtica sobre la motilidad de intestino delgado y grueso en ratas Wistar de edad
avanzada aumentaba significativamente la actividad mioeléctrica de intestino delgado y el colon, y daba como
resultado un aumento de la expresion del ARNm de PIV pero sin ningun efecto significativo sobre la concentracion
de PIV.

Se sabe que las cepas bacterianas pueden proporcionar beneficios relacionados con la salud. Tales cepas se
refieren a menudo como probidticos, y se utilizan en los alimentos. Existe una necesidad de nuevas cepas que se
puedan introducir en los alimentos, con beneficios relacionados con la salud modificados y/o con otros beneficios,
tales como propiedades organolépticas y/o procesabilidad.

En la solicitud internacional WO 2011/148219, se encontrd que las composiciones que incluian bacterias del acido
lactico aumentaban los niveles de PIV en el SNE y de este modo mejoraban la funcion del SNE. Estas bacterias de
acido lactico fueron especialmente Lactobacillus plantarum CNCM 1-4318, Bifidobacterium breve CNCM [-2219,
Bifidobacterium animalis ssp. lactis CNCM 1-2494, y Bifidobacterium breve CNCM 1-4321.

En este contexto, los autores de la presente invencién identificaron una nueva cepa bacteriana que puede, entre
otras cosas, modular el sistema nervioso entérico en especial con el fin de promover las funciones de motilidad
intestinal y de integridad de la barrera, y en particular, que aumenta el nivel de PIV mas que las cepas descritas en el
documento WO 2011/148219. Esta cepa se clasifica como una cepa de Bifidobacterium animalis subespecie
animalis, y fue depositada de acuerdo con el tratado de Budapest en la CNCM (Coleccion Nacional de Cultivos de
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Microorganismos) como autoridad internacional de depdsito, el 6 de marzo de 2012 bajo el numero 1-4602.

Por lo tanto, la invencion se refiere a la cepa B. animalis ssp. animalis CNCM 1-4602. Las caracteristicas de esta
cepa son las siguientes:

e Morfologia de la colonia (en MRS sdlido + cisteina, 72 horas a 37°C, condiciones anaerobias):
colonias pequenas, redondas y de color blanco, regulares y translucidas;

e Morfologia microscépica (en MRS liquido + cisteina, 16 horas a 37°C, condiciones anaerobias):
bacilos gruesos, grandes, bipolares, con forma de calabaza;

e Fermentacion de los siguientes sustratos (en una tira CH API 50, en medio APl MRS a 37°C durante
48 h): L-arabinosa, D-xilosa, D-galactosa, D-glucosa, D-maltosa, D-melibiosa, D-sacarosa, y D-
rafinosa;

e |dentificacion bioquimica (en una tira APl 20 A, en medio API 20 A a 36°C durante 24 h): sin esporas,
tincion Gram-positiva, en forma de varilla, acidulacion en presencia de D-glucosa, D-sacarosa, D-
maltosa, salicina, D-xilosa, L-arabinosa y D-rafinosa, hidrdlisis de gelatina y esculina;

e Actividades enzimaticas detectadas (en una tira APl ZYM, a 37°C durante 4 h): esterasa (C4), leucina
arilamidasa, cistina arilamidasa, a-galactosidasa, B-galactosidasa, y a-glucosidasa.

La presente invencién también abarca las cepas mutantes o cepas genéticamente transformadas derivadas de la
cepa de la invencion, que todavia tienen actividad sobre el PIV. Estas cepas mutantes o transformadas
genéticamente pueden ser cepas en donde uno o mas genes endogenos de la cepa parental han sido mutados, por
ejemplo, para modificar algunas de sus propiedades metabdlicas (p. €j., su capacidad para fermentar los azucares,
su resistencia a la acidez, su supervivencia para el transporte en el tracto gastrointestinal, su post-acidulaciéon o su
produccién de metabolitos). También pueden ser cepas resultantes de la transformaciéon genética de la cepa
parental por uno o mas genes de interés, por ejemplo con el fin de proporcionar a dicha cepa caracteristicas
fisiolégicas adicionales, o de permitir que exprese proteinas de interés terapéutico o vacunal que se desea
administrar a través de dichas cepas.

La cepa de la invencién, asi como los mutantes definidos anteriormente, se pueden utilizar como un probidtico. Se
puede utilizar en la prevencion y/o reduccion de las molestias gastrointestinales o de los trastornos
gastrointestinales. La cepa aumenta los niveles de péptido intestinal vaso-activo (PIV) del sistema nervioso entérico
en un sujeto. Puede inhibir el crecimiento de patdégenos en productos alimenticios y/o en un sujeto después de la
administracion. Puede proporcionar mejores propiedades de barrera intestinal, por ejemplo mediante el aumento de
la Resistencia Eléctrica Trans Epitelial (TEER por sus siglas en inglés) de las células epiteliales intestinales. Puede
proporcionar una interesante produccion de acido graso de cadena corta tras la fermentacion y/o la digestion, por
ejemplo un aumento de la produccién o una composicién de acidos grasos modificada. Puede proporcionar
disminucion de la produccion de gas tras la fermentacion y/o durante la digestion. Puede tener una resistencia
interesante al estrés gastrico. Puede proporcionar buenas propiedades de motilidad gastrointestinal, por ejemplo en
mamiferos recién nacidos, en particular, en seres humanos recién nacidos. Puede promover la maduracion del
sistema nervioso entérico y por lo tanto de la funcién intestinal y la motilidad gastrointestinal, y por lo tanto, en
particular, disminuir el tiempo de transito gastrointestinal, aumentar la contractilidad del musculo gastrointestinal,
mejorar la peristalsis gastrointestinal, prevenir el vaciado géstrico retardado, aumentar las contracciones coordinadas
del sistema gastrointestinal, reducir el tiempo de evacuacién del meconio, disminuir el tiempo en el que la motilidad
gastrointestinal comienza después del nacimiento, y permitir la alimentacion entérica temprana después del
nacimiento, en los mamiferos recién nacidos, por ejemplo en los seres humanos recién nacidos. La cepa puede
presentar buen crecimiento y/o supervivencia en un producto lacteo fermentado, por ejemplo en presencia de
vitamina K.

La invencion también se refiere a una composicion que comprende una o mas cepas distintas de bacterias
probidticas o no, por ejemplo una o mas cepas bacterianas seleccionadas entre los géneros Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, y Bifidobacteria. En particular, estas otras cepas pueden incluir una o mas cepas de
Streptococcus thermophilus, y/o una o mas cepas de Lactobacillus bulgaricus.

Esta composicion de acuerdo con la invencién puede comprender ventajosamente al menos una cepa de bacterias
seleccionadas del grupo que consiste de Bifidobacterium breve CNCM 1-4321, Bifidobacterium breve CNCM 1-2219,
Bifidobacterium animalis ssp. lactis CNCM [-2494, Lactobacillus plantarum CNCM 1-4318, Bifidobacterium bifidum
CNCM 1-4319, y Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4316. B. bifidum CNCM 1-4319 y L. rhamnosus CNCM 1-4316 se
describieron en la solicitud internacional WO 2011/148220.

La composicion de la invencion puede estar en cualquier forma adecuada para la administracién, en particular para
la administracion oral. Esto incluye, por ejemplo, sélidos, semisdlidos, liquidos y polvos. Las composiciones liquidas
son generalmente preferidas para la administracion mas facil, por ejemplo, en forma de bebidas.

Los ejemplos de la composicion de la invencién son composiciones nutricionales, incluyendo productos alimenticios.
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La composicién puede ser por ejemplo un producto lacteo, preferentemente un producto lacteo fermentado.
Opcionalmente, pueden estar presentes otras cepas de bacterias de acido lactico. En una realizaciéon preferida,
estan presentes las cepas de Streptococcus thermophilus y de Lactobacillus bulgaricus. El producto fermentado
puede estar en forma de un liquido o en forma de un polvo seco obtenido secando el liquido fermentado.
Preferiblemente, el producto fermentado es un producto fresco. Un producto fresco, que no ha sufrido etapas de
tratamiento térmico severo, tiene la ventaja de que las cepas bacterianas presentes estan vivas. El producto
fermentado puede ser en particular un producto lacteo, mas preferentemente leche fermentada y/o suero de leche
fermentada. Por ejemplo, la composicidon nutricional es yogur, o leche fermentada en forma cuajada, agitada o
bebible. El producto fermentado puede ser también un queso o un vegetal fermentado, tal como soja, cereales y/o
frutas fermentadas en forma cuajada, agitada o bebible. La presente composicion nutricional puede ser una comida
para bebés, una férmula de leche para nifios o una férmula de continuacién para nifios.

La composiciéon de la invencién también puede ser un producto nutracéutico o farmacéutico, un suplemento
nutricional o un alimento médico.

Las composiciones nutricionales de la invencion también incluyen los complementos alimenticios y alimentos
funcionales. Un "suplemento alimenticio" designa un producto elaborado a partir de compuestos usualmente
utilizados en los comestibles, pero que se presenta en forma de comprimidos, polvos, capsulas, pociones o cualquier
otra forma por lo general no asociada con alimentos, y que tiene efectos beneficiosos para la salud. Un "alimento
funcional" es un alimento que también tiene efectos beneficiosos para la salud. En particular, los suplementos
alimenticios y los alimentos funcionales pueden tener un efecto fisiolégico - protector o curativo - contra una
enfermedad, por ejemplo, contra una enfermedad crénica.

La composicion de acuerdo con la |nvenC|on puede comprender, por ejemplo al menos 10° unidades formadoras de
colonias (ufc), preferiblemente al menos 10° ufc, por g de peso en seco, de la cepa de la invencion, Bifidobacterium
animalis ssp. animalis CNCM 1-4602.

En la composicion de la invencién, se pueden utilizar las cepas bacterianas y, en particular B. animalis ssp. animalis
CNCM 1-4602, en forma de bacterias enteras que pueden estar vivas o no. Alternativamente, se pueden utilizar en
forma de un producto lisado bacteriano, o en forma de fracciones bacterianas. Las fracciones bacterianas adecuadas
para esta utilizacion se pueden seleccionar, por ejemplo, sometiendo a ensayo sus propiedades de alivio de los
efectos sobre los niveles de PIV del modelo de co-cultivo descrito en la presente solicitud. Preferiblemente, las
células bacterianas estan presentes en forma de células viables, vivas.

Cuando las bacterias estan en forma de bacterias vivas, la composicion puede comprender tipicamente de 10° a

% ufe, Ereferlblemente al menos 10° ufc, mas preferlblemente al menos 10 ufc, alin mas preferiblemente al
menos 10° ufc, y lo mas preferiblemente al menos 10° ufc porg de peso seco de la composicion. En eI caso de una
composicion liquida, esto corresponde en general a 10%-10"% ufc/ml, preferiblemente al menos 10° ufc/ml, mas
preferlblemente al menos 10° ufc/ml, aun mas preferiblemente al menos 10" ufc/ml y lo mas preferiblemente al
menos 10° ufc/ml.

La cepa o la composicion de la invencidon son especialmente apropiadas para su uso en la prevencion y/o reduccion
de las molestias gastrointestinales o los trastornos gastrointestinales. Se pueden administrar a un sujeto que padece
malestar intestinal o un trastorno intestinal. Por tanto, son ventajosas para su uso en la prevencion o la respuesta al
malestar intestinal o al trastorno intestinal. Tales molestias o trastornos, por ejemplo, incluyen el malestar o los
trastornos relacionado con los gases, la hinchazon del estémago, la distension abdominal, el dolor abdominal, el
estrefiimiento, y en algunos aspectos graves el sindrome del intestino irritable (Sll), y la enfermedad inflamatoria
intestinal (EIl).

De acuerdo con un aspecto particular, la cepa CNCM 1-4602, o la composiciéon de acuerdo con la invencién se
utilizan para aumentar los niveles de péptido intestinal vaso-activo (PIV) del sistema nervioso entérico en un sujeto.
Mas particularmente, este aumento del nivel de PIV es util para mejorar la motilidad gastrointestinal, mejorar la
peristalsis intestinal y/o disminuir la permeabilidad intestinal, en particular en un sujeto que tiene un trastorno
seleccionado del grupo que consiste en un trastorno de la motilidad intestinal y/o un trastorno de la permeabilidad,
sindrome del intestino irritable (Sll), tal como SII-C, SlI-D y SlI-PI, enfermedad inflamatoria del intestino (Ell),
estrefiimiento, e infecciones intestinales, o en un sujeto seleccionado del grupo que consiste en personas de edad
avanzada, nifios, y obesos, cuya funcién intestinal se va a mejorar, en general. El Sll, o colon espastico, es un
trastorno funcional del intestino caracterizado por dolor abdominal cronico, malestar, hinchazén y alteraciéon de los
habitos intestinales en ausencia de cualquier causa organica detectable. Pueden predominar la diarrea o el
estrefiimiento, clasificandose el SIl como SlI-D o SlI-C, respectivamente, pudiendo alternan ambos. El Sl puede
comenzar después de una infeccidon, denominandose en ese caso SlI-Pl (por post-infeccioso), un evento estresante
en la vida, o comenzar en la madurez sin otros indicadores médicos.

La composicién de la invencion por lo tanto se puede utilizar para tratar y/o prevenir un trastorno seleccionado del
grupo que consiste en un trastorno de la motilidad intestinal, un trastorno de la permeabilidad intestinal, Sli
(incluyendo SII-D, SII-C y SlI-Pl), Ell, estrefiimiento, e infecciones intestinales, sobre todo en personas de edad
avanzada o con sobrepeso o en nifios.
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Los detalles o ventajas de la presente invencion se pueden encontrar en el siguiente ejemplo no limitante.

Ejemplo 1: Efecto de las bacterias del &cido lactico sobre la produccion de PIV neuronal en un modelo de co-
cultivo de cultivos primarios de SNE y células T84

Se estudio la respuesta diferencial de las neuronas entéricas primarias sobre la produccion del PIV después de la
interaccion de 107 cepas probidticas, incluyendo bacterias de acido lactico y, en particular, Bifidobacterias.

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se cultivaron Lactobacilli en medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia), a 37°C en
condiciones aerobias durante 24 horas.

Se cultivaron Bifidobacterias en un medio definido que consistia en una base de peptona triptona (Becton Dickinson,
EEUU) con un suplemento de glucosa (Sigma, Francia), extracto de levadura (Becton Dickinson, EEUU), y hemina
(Calbiochem, Francia) y se cultivaron a 37°C en condiciones anaerobias durante 24 horas. Se cultivaron cepas de B.
animalis ssp. lactis en medio MRS (Biokar Diagnostics), con un suplemento de cisteina (Sigma, Francia), y se
hicieron crecer a 37°C en condiciones anaerobias durante 24 horas.

Obtencién de un modelo de co-cultivo de cultivos primarios de SNE y células T84

Se utilizé un modelo de co-cultivo, adaptado a partir de un modelo desarrollado por Moriez et al. (Biochem. Biophys.
Res. Commun., 382(3): 577-82, 2009), con células neuronales entéricas cultivadas con células T84 epiteliales
intestinales para el escrutinio de bacterias.

Se obtuvieron cultivos primarios de SNE de rata como se ha descrito anteriormente (Chevalier et al., J. Physiol.,
586(7):1963-1975, 2008).

Se cultivo la linea celular T84 en DMEM-F12 (1:1, GIBCO) con un suplemento de FBS inactivado por calor al 10%
50 Ul/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina. Las células se sembraron en filtros de 12 pocillos Transwell
(Corning, NY, EEUU) a una densidad de 2x10° células/inserto y se cultivaron para obtener la confluencia. 24 horas
antes del establecimiento del co-cultivo, el medio de cultivo de las células T84 se reemplazé por medio para SNE
primario.

Un dia después de que las células epiteliales llegaran a la confluencia, se transfirieron los filtros Transwell® en las
placas de 12 pocillos sembradas en la parte inferior con las células nerviosas entéricas. Las células epiteliales y
neuronales se co-cultivaron en el medio para las células epiteliales.

Los cultivos bacterianos se lavaron en PBS y se resuspendieron en un medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM): mezcla de nutrientes F-12 (de Ham) (1:1), que contenia 1% de suplemento N-2 (Life Technologies, Cergy-
Pontoise, Francia). Cada cepa de la bacteria se sometié a ensayo al menos por triplicado con el fin de realizar el
andlisis de la varianza. Se afadieron las cepas del compartimiento del filtro a una MOI de 40 bacterias/célula
epitelial. Como control, no se afiadieron las bacterias. Después de 8 horas de co-incubacién, se retiré el
compartimiento del filtro que contenia las células epiteliales y las bacterias y el cultivo de SNE primario se mantuvo
durante 22 horas en la incubadora (95% de aire, 5% de CO;) a 37°C. En los pocillos de control, las células
neuronales se estimularon con KCI 40 mM cuando se realizaron las mediciones de PIV.

Mediciones de PIV

A continuacion, se recogieron las células de SNE de las placas de 12 pocillos y se utilizaron para preparar los
extractos de proteinas para la cuantificacién de péptido intestinal vasoactivo (PIV). Para la determinacion del PIV
intracelular, las proteinas intracelulares se extrajeron utilizando tampdn de lisis RIPA (Millipore, Billerica, MA, EEUU)
que contenia un coctel de inhibidores de proteasa (Roche Diagnostics, Meylan, Francia). El PIV se cuantificd
utilizando un kit de analisis de inmunoensayo enzimatico (EIA) adquirido (Peninsula Laboratories, Bachem, SA).

Método estadistico para el modelo de SNE

Todos los valores de marcadores de PIV de las cepas se normalizaron por el control negativo (T84) de acuerdo con
la siguiente formula: (PIVcepa - PIV184)/PIVTss4.

Las cepas se clasifican de acuerdo con su valor de normalizacion estimado procedente de un modelo mixto con la
cepa como efecto fijo. El modelo proporcioné un valor de P asociado a cada valor normalizado de la cepa estimado.
Si el valor de P era menor de 5% (<0,05), el efecto de la cepa era significativo.

Resultados

Los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuacion.
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Tabla 1:
Control o especie Cepa de referencia y/o % de aumento de PIV frenteal  valor de
bacteriana nimero de depdsito control negativo (T84) P

KCI (control positivo) - 15,7% <0,0005
E;g‘?%?}?ﬁfgﬁ's“m animalis CNCM 1-4602 62,5% <0,0005
Lactobacillus plantarum CNCM [-4318 59,8% <0,0005
Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 27,2% 0,018
Eg;)‘??;gfste”“m animalis CNCM 1-2494 23,5% 0,006
Bifidobacterium longum - 22,8% 0,033
Bifidobacterium breve CNCM 1-4321 22,5% 0,008
Bifidobacterium bifidum - 0,18% 0,038
Lactobacillus casei - -17,4% 0,049
Lactobacillus johnsonii - -19,4% 0,03
Bifidobacterium breve - -20,0% 0,02
Bifidobacterium breve - -21,6% 0,014
Bifidobacterium longum - -23,4% 0,009
Bifidobacterium longum - -24,1% 0,008
Bifidobacterium longum - -25,7% 0,004
Bifidobacterium longum - -33,1% 0,0003
Bifidobacterium longum W11 (LMG P-21586) -25,7% 0,004
Bifidobacterium longum - -35.0% 0,0007

El KCI, utilizado como control positivo, aumenté el nivel de PIV una media de 15,7%.

Nueve cepas fueron capaces de incrementar significativamente el nivel de PIV, desde 0,18 a 62,5%. La Tabla 1
proporciona los resultados obtenidos para 7 de ellas. Entre las 9 cepas, se demostré que B. animalis ssp. animalis
CNCM [-4602 aumentaba el PIV al mas alto nivel. Hubo un aumento de 62,5% en comparacién con el nivel en
ausencia de cualquier cepa.

Por otro lado, se observé que 15 cepas disminuian significativamente (P <0,05) el nivel de PIV. Los resultados para
10 de estas 15 cepas se indican en la Tabla 1.

Las otras cepas sometidas a ensayo no tenian un efecto significativo (P > 0,05) sobre el PIV, incluyendo, por
ejemplo, Bifidobacterium longum NCC 2705 (CNCM [-2618), Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103),
Bifidobacterium infantis UCC 3564, Bifidobacterium longum Bb536, Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bi-07 (ATCC
SD 5220), Lactobacillus johnsonii La1 (CNCM [-1225), Lactobacillus plantarum 299v (DSM 9843) y Lactobacillus
reuteri SD 2112 (ATCC 55730).
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Bifidobacterium animalis subespecie animalis depositada el 6 de marzo de 2012 bajo el numero I-
4602 en la CNCM (Coleccién Nacional de Cultivos de Microorganismos).

2. Una composicién que comprende la cepa de la reivindicacién 1 y al menos otra cepa de bacterias seleccionadas
del grupo que consiste en Bifidobacterium breve CNCM 1-4321, Bifidobacterium breve CNCM [-2219, Bifidobacterium
animalis ssp. lactis CNCM 1-2494, Lactobacillus plantarum CNCM [-4318, Bifidobacterium bifidum CNCM 1-4319, y
Lactobacillus rhamnosus CNCM 1-4316.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 2, que es un producto lacteo, preferentemente un producto lacteo
fermentado.

4. La combposicién de acuerdo con las reivindicaciones 2 6 3, que comprende al menos 10° ufc, preferiblemente al
menos 10° ufc, por g de peso seco, de Bifidobacterium animalis ssp. animalis CNCM 1-4602.

5. La cepa de la reivindicacién 1 o la composiciéon de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, para su uso en la
prevencion y/o reduccion de las molestias gastrointestinales o los trastornos gastrointestinales.

6. La cepa de la reivindicacion 1 o la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, para su uso en el
aumento de los niveles de péptido intestinal vaso-activo (PIV) del sistema nervioso entérico en un sujeto.

7. La cepa de la reivindicacion 1 o la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, para su uso en la
mejora de la motilidad gastrointestinal, la mejora de la peristalsis intestinal y/o la disminuciéon de la permeabilidad
intestinal.

8. La cepa o la composicion para su uso de la reivindicacion 5, en donde ésta se administra a un sujeto que tiene un
trastorno seleccionado del grupo que consiste en un trastorno de la motilidad intestinal, un trastorno de la
permeabilidad intestinal, sindrome del intestino irritable (Sll), enfermedad inflamatoria del intestino (Ell),
estrefimiento, e infecciones intestinales.
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