ES 2647833 T3

@

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 23.08.2017

@Numero de publicacion: 2 647 833
@Int. Cl.:

C12N 1/20 (2006.01)
A61K 35/74 (2015.01)
C12R 1/225 (2006.01)
TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3
Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 09.07.2013 ~ PCT/EP2013/064424
Fecha y nimero de publicacion internacional: 16.01.2014 'WO14009330
Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  09.07.2013  E 13734435 (4)

EP 2870234

Tl'tulo: Nueva cepa de Lactobacillus crispatus

Prioridad:

09.07.2012 FR 1256569

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
26.12.2017

@ Titular/es:

S.P.M.D (100.0%)
174 quai de Jemmapes
75010 Paris, FR

@ Inventor/es:
NIVOLIEZ, ADRIEN

Agente/Representante:
CURELL AGUILA, Mireia

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2647833 T3

DESCRIPCION
Nueva cepa de Lactobacillus crispatus.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una nueva cepa especifica de Lactobacillus crispatus, aislada a partir de
muestras tisulares sanas, y a cualquier cepa que presente las mismas caracteristicas, asi como a unas
composiciones que las comprenden.

En una mujer sana, la flora urogenital comprende cerca de 50 especies diferentes de microorganismos. Entre
estos microorganismos, el 95% de la poblacion esta constituido por diversas cepas de lactobacilos, entre ellas el
"bacilo de Ddderlein". Estos lactobacilos desempefian una funcién de proteccion contra los patégenos mediante
diversos mecanismos: produccion de peréxido de hidrogeno, produccion de acido lactico, produccion de
bacteriocinas, inhibicién de la adhesién y de la expansion de los patégenos. En particular, estos lactobacilos
mantienen un pH acido mediante la produccion de acido lactico a partir del glicogeno presente en la mucosa
vaginal. Asi, se inhibe el crecimiento de numerosos patdgenos de la flora vaginal, tales como Gardnerella
vaginalis, Prevotella bivia, Neisseria gonorrhoeae, los micoplasmas, Mobiluncus y sobre todo Candida albicans.

La flora vaginal normal esta asi principalmente compuesta por lactobacilos que forman una biopelicula protectora
en la superficie de la mucosa. Los lactobacilos mas frecuentemente observados en la vagina son, en particular,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus iners y Lactobacillus gasseri.

La candidiasis vulvovaginal afecta al 70-75% de las mujeres en periodo de actividad genital por lo menos una vez
en su vida; aproximadamente el 40-50% de ellas presentaran un segundo episodio. La incidencia de la
candidiasis vulvovaginal recidiva (definida por la aparicion de por lo menos 4 episodios por afio, incluidos dos
confirmados por examen micoldgico) se ha estimado en el 5-8%. Esta afeccion benigna tiene un impacto muy
negativo sobre la calidad de vida de las pacientes y genera unos gastos en salud importantes. Tratar una
patologia de este tipo es dificil debido a la patogénesis multifactorial de esta afeccion.

El tratamiento de mantenimiento tradicional por antifingico oral o vaginal debe ser de 6 meses por lo menos,
pero el porcentaje de recaidas sigue siendo elevado, con un 60-70% de las mujeres que presentan una recidiva
en los dos meses siguientes a la interrupcion del tratamiento. Ademas, los efectos secundarios de los
antifingicos son frecuentes y su utilizacion a largo plazo puede favorecer la aparicion de una vaginosis
bacteriana.

La vaginosis bacteriana se debe a un desequilibrio cualitativo y cuantitativo de la flora vaginal normal que puede
llevar a una desaparicion casi completa de los lactobacilos en beneficio de la flora anaerobia y también la
emergencia de gérmenes tales como Gardnerella vaginalis y Atopobium vaginae implicados en la vaginosis
bacteriana.

La vaginosis bacteriana es una de las infecciones vaginales mas frecuentes con un porcentaje de frecuencia del
10 al 15. Esta patologia benigna en la mujer puede ser grave durante el embarazo, ya que puede provocar un
parto prematuro, pesos bajos en el nacimiento, asi como abortos espontaneos.

La vaginosis bacteriana, asi como los demas desequilibrios de la microflora vaginal son tratados comunmente
por antibioterapia. Este tratamiento presenta los inconvenientes habituales de los tratamientos antibidticos y
resultan cada vez menos eficaces. Ademas, tiene como objetivo eliminar la flora patégena, pero destruye
también la flora normal beneficiosa.

Estado de la técnica

Se ha descrito la administracion de lactobacilos beneficiosos, por via oral o vaginal, para promover la salud
vaginal y para ftratar las infecciones genitales. En particular, las solicitudes de patente WO 84/04675,
WO 2000/035465, US 2002/0044926 y WO 2006/045475 describen la administracion por via oral o vaginal de
bacterias lacticas para promover la salud vaginal y para prevenir las recidivas de la candidiasis vulvovaginal.

Los lactobacilos preferidos son Lactobacillus rhamnosus y el bacilo de de Déderlein (Lactobacillus acidophilus
vaginalis). Las patentes US n° 6.093.394, US n° 6.468.526 y US n° 7.807.440, asi como la solicitud de patente
US 2010/0151026 describen la administraciéon de cepas especificas de Lactobacillus crispatus.
Entre estas cepas, se podran citar las cepas Lactobacillus crispatus siguientes:

- las cepas Lactobacillus crispatus depositadas en la DSMZ (Alemania) con los niumeros de depésito DSM

16735, 16736, 16738, 16739, 16740, 16741, 16742 y 16743, tales como se describen en la solicitud de
patente EP 1 824 500; estas cepas son capaces de colonizar las mucosas vaginales, y favorecer asi la
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salud vaginal; tienen también buenas propiedades de adhesion a las células epiteliales;

- las cepas de Lactobacillus crispatus depositadas en la CNCM (Francia) con los nimeros de depdésito |-
3483, 1-3484 y 1-3486, tales como se describen en la solicitud de patente EP 1 812 023; estas cepas se
han seleccionado por su capacidad de adherencia a las células epiteliales; presentan una buena
resistencia a los pH acidos del entorno gastrico, asi como un efecto anti-patégeno demostrado;

- la cepa de Lactobacillus crispatus depositada en la BCCM/LMG (Bélgica) con el nimero de depésito P-
20558 tal como se describe en la patente EP 1 427 808 B1; esta cepa se utiliza en combinacion con otras
cepas lacticas, para ser administrada con la ayuda de un tampédn, presentando esta cepa la capacidad de
poder colonizar la cavidad vaginal, incluso durante la menstruacion; y

- la cepa de Lactobacillus crispatus depositada en la ATCC (USA) con el nimero de depésito 202225, tal
como se describe en la patente EP 1 011 721 B1; esta cepa presenta una buena adherencia a las células
epiteliales, una viabilidad de larga duracién, en particular en presencia de la matriz de conservacion
descrita en este documento, asi como una buena produccion de acido lactico y de HzOx.

- la cepa de Lactobacillus crispatus P-17631 tal como se describe en la solicitud de patente EP 949 330 es
capaz de fermentar el glicogeno, e inhibir el crecimiento de las Candida.

La mayoria de estas cepas probidticas, aisladas a partir de extracciones vaginales de mujeres sanas, no son
capaces de sobrevivir en un medio que presenta un pH acido, ni sobrevivir a un contacto prolongado con bilis.

El pH vaginal es un parametro que varia de manera significativa durante la vida de la mujer: el pH fisiolégico es
de 7 en las chicas prepuberes, desciende hasta 3,8 en las mujeres puberes, y es superior a 5,5 durante la
menopausia, en ausencia de tratamiento sustitutivo hormonal. Estas variaciones estan relacionadas con
multiples factores tales como la presencia de estrégenos y la colonizacion por lactobacilos.

Por lo tanto, es importante para las cepas probidticas administradas de manera exégena poder resistir a los pH
acidos fisiolégicos de la cavidad vaginal, y ademas poder resistir al pH de la cavidad gastrica durante una
administracién por via oral.

Por otro lado, varias de estas cepas no son capaces de utilizar el glicogeno como fuente de carbono fermentable
(Martin R. et al., 2008). Ahora bien, esta propiedad es ventajosa, ya que es frecuente que la mucosa vaginal esté
desprovista de glucosa, y el mantenimiento de la produccién de acido lactico por la cepa probidtica sélo se puede
llevar a cabo en presencia de una fuente de carbono fermentable.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a una nueva cepa aislada de Lactobacillus crispatus, identificada IP174178,
depositada a la CNCM en fecha del 22 de junio de 2012 con el nimero de acceso |-4646.

Esta nueva cepa IP174178 presenta las caracteristicas estructurales siguientes:
- crece en condiciones aerobia-anaerobia;
- su perfil rep-PCR se presenta en la figura 1;
- la secuencia de su ADN ribosomal 16S se presenta en SEC ID n° 1.
Sus caracteristicas funcionales principales son:
- su fuerte porcentaje de produccién de H,O, y de acido lactico (mas de 7 g/litro);
- su capacidad para crecer sobre glicbgeno como unico sustrato carbonado;
- su resistencia a la bilis;
- su resistencia a pH acidos (en particular a pH comprendidos entre 2,5 y 4);
- su capacidad para inhibir el desarrollo de patégenos de la zona urogenital.

La cepa Lactobacillus crispatus IP174178 presenta en particular una resistencia a los pH acidos.

Mas particularmente, la cepa Lactobacillus crispatus 1P174178 presenta una resistencia a la bilis y a los pH
acidos.

Mas particularmente, la cepa Lactobacillus crispatus 1P174178 presenta una resistencia a la bilis y a los pH
acidos, y es capaz de metabolizar el glicogeno.

La invencion se refiere también a una composicion farmacéutica que comprende por lo menos 10° UFC de esta
cepa Lactobacillus crispatus IP174178, sola o en combinacion con otras cepas probidticas u otros principios
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activos.

La invencion se refiere asimismo a la utilizaciéon de esta cepa IP174178 para la prevencion y el tratamiento de
infecciones genitales y urogenitales, recidivantes o no.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invenciéon se refiere a una nueva cepa aislada Lactobacillus crispatus identificada IP174178, y
depositada en la CNCM con el niumero de acceso 1-4646.

El término "lactobacilos" designa el conjunto de las bacterias lactobacilos, bacterias gram positivas, inmoviles, de
formas y dimensiones variables, y anaerobias facultativas. La mayoria de los lactobacilos convierten la lactosa y
otros azucares simples en acido lactico. Se encuentran en la vagina y en el tracto gastrointestinal y constituyen
un elemento importante de la flora intestinal y vaginal.

El género "Lactobacillus crispatus” es una de las especies predominantes de la flora vaginal en Europa, en los
Estados Unidos y en Japon (Antonio, MAD et al., 1999).

La cepa aislada Lactobacillus crispatus IP174178 presenta las caracteristicas funcionales siguientes:

- fuerte produccién de H,O- y de acido lactico (mas de 7 g/litro);

- capacidad para crecer sobre glicégeno, sustrato endégeno segregado por la mucosa vaginal;
- resistencia a los pH acidos, asi como a la bilis;

- capacidad para inhibir el desarrollo de patégenos;

- adhesion a las células epiteliales vaginales.

Esta capacidad para crecer sobre glicégeno es relativamente rara, y reviste un interés particular para cepas
destinadas a desarrollarse en el tracto genital, en el que la glucosa esta frecuentemente ausente, y en el que la
Unica fuente de carbono es el glicégeno. La produccion de acido lactico por esta cepa se mantiene, por lo tanto,
incluso en ausencia de glucosa (véase la tabla 5).

La capacidad para resistir a pH acidos es una caracteristica muy interesante, ya que permite que la cepa segun
la invencién, por un lado, resista al pH gastrico si se administra por via oral y, por otro lado, se reproduzca en el
tracto genital femenino incluso en caso de secreciones anormales acidas.

La capacidad para resistir a la bilis permite considerar una administracion de esta cepa por via oral, y no
unicamente en administracion vaginal.

La invencion se refiere también a una composicion farmacéutica que comprende la cepa Lactobacillus crispatus
1P174178.

En la composiciéon segun la invencion, el numero de bacterias por gramo de composicion es preferentemente
superior a 108, y esta comprendido en particular entre 10° y 10", Segun un aspecto particular de la invencion, la
composicion comprende por lo menos 10° UFC de la cepa de Lactobacillus crispatus. El término "UFC" significa
"Unidad que forma colonia" y es la unidad de medicion reconocida generalmente por el experto en la materia
para cuantificar las bacterias capaces de fundar una colonia.

Preferentemente, la cepa de Lactobacillus crispatus esta en forma liofilizada. La cepa puede ser el Unico
elemento liofilizado de la composicién, pero preferentemente la cepa se liofiliza en un medio que comprende
unos constituyentes adicionales, que se afiadiran antes o después de la etapa de liofilizacion.

Segun otro aspecto particular de la invencion, la composicion farmacéutica comprende ademas una matriz de
conservacion y/o unos excipientes bien conocidos por el experto en la materia, y opcionalmente otros principios
activos que tienen una accion complementaria.

Segun un aspecto particular de la invencion, la composicion esta en forma de polvo, que se puede colocar en
una capsula, o que se puede integrar en cualquier tipo de vehiculo apropiado, tal como una crema o una
composicion nutracéutica.

En particular, esta composicién puede comprender los principios activos siguientes: unas hormonas y/o unos
agentes antiinflamatorios y/o unos agentes bactericidas y/o unos agentes antifungicos. El experto en la materia
sabra determinar cudles son los principios activos que pueden acoplarse ventajosamente a la cepa Lactobacillus
crispatus IP174178.

Segun un aspecto preferido de la invencion, la composicién comprende tiosulfato de sodio, greferentemente a
una concentracion de por lo menos 100 mg/gramo de polvo que comprende entre 10° y 10" UFC de
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Lactobacillus crispatus IP174178. Los ejemplos siguientes ilustran una composicion denominada "Formulacion A"
que comprende 113 g/l de tiosulfato de sodio antes de la liofilizacion, y al final 230 mg de tiosulfato de sodio/g de
polvo. La presencia de tiosulfato de sodio permite potenciar el efecto anti-patégeno de la cepa IP174178 (véase
la tabla 6C).

La composicion segun la invencion puede comprender también otras cepas de lactobacilos.

Segun la invencion, la composicion farmacéutica se puede formular para una administracién por via vaginal o por
via oral. En particular, las bacterias destinadas a ser administradas por via oral se ensayaron por su resistencia a
la bilis, su resistencia a los pH acidos y por su capacidad de crecimiento en presencia de bilis. La cepa 1P174178
de la invencion presenta estas caracteristicas que le permiten ser administrada por via oral.

Para unas composiciones farmacéuticas para administracién oral, las formulaciones apropiadas son en particular
los comprimidos, las capsulas, los polvos, los granulos, las soluciones y las suspensiones orales.

Para composiciones farmacéuticas para administracion vaginal, las formulaciones apropiadas son en particular
las cremas, las capsulas, asi como los supositorios, évulos o tampones vaginales.

La composicidon segun la invencion es destinada en particular a ser utilizada en el tratamiento de infecciones
genitales y urogenitales, tales como vaginosis y candidiasis.

Se entiende por "vaginosis" un desequilibrio de la flora microbiana de la vagina. Se caracteriza por la
desaparicion de los lactobacilos y la multiplicacion de gérmenes patdgenos tales como se han enumerado
anteriormente.

Se entiende por "candidiasis" una infeccion vaginal causada por levaduras del género Candida.

Estas infecciones estan relacionadas con la presencia de patégenos, en particular que pertenecen a la familia de
Candida albicans, Gardnerella vaginalis, microplasmas o Mobiluncus.

Candida albicans es la especie de levadura mas importante y mas conocida del género Candida. Provoca unas
infecciones fungicas (candidosis, también denominada candidiasis) esencialmente a nivel de las mucosas
digestivas y genitales.

Gardnerella vaginalus es una bacteria que se presenta como unos bastoncillos pleomorfos o cocobacilos. Es una
bacteria que se encuentra frecuentemente en casos de vaginosis (vaginitis no especifica), o bien como Unico
germen patdgeno, o bien en asociacion con otras bacterias. Produce una toxina perforante que afecta soélo a las
células humanas.

El término micoplasmas designa una familia de mas de 100 especies de bacterias, que son insensibles a las
familias de antibidticos que tienen como diana las paredes celulares (penicilina o betalactamas). En particular, la
Mycoplasma genitalium es responsable de infecciones genitales y urogenitales (uretritis, cervicitis, vaginitis,
salpingitis) y de problemas de esterilidad.

Mobiluncuns es una bacteria gram positiva, anaerobia, encontrada frecuentemente asociada a Gardnerella
vaginalis en vaginitis bacterianas.

La invencion se refiere también a una composicion nutracéutica que comprende la cepa Lactobacillus crispatus
IP174178. Una composicién nutracéutica de este tipo se presentara en forma de una composicion alimenticia o
de un complemento alimenticio.

Una composicion alimenticia estara compuesta por la cepa Lactobacillus crispatus IP174178, preferentemente
liofilizada, mezclada con productos alimenticios tales como productos lacteos, materias grasas, productos a base
de cereales, dulces, bebidas.

El complemento alimenticio se puede presentar en particular en forma de capsulas o de capsulas blandas de
gelatina o materia vegetal, en el marco de la presente invencién.

La invencion se refiere también a un dispositivo médico que comprende una de las composiciones tales como se
han descrito anteriormente, pudiendo este dispositivo médico ser en particular un tampdn vaginal, una espatula,
una toalla higiénica, un jabén para uso intimo, etc.

La invencion se refiere también a la utilizacion de la cepa aislada Lactobacillus crispatus 1P174178, para la
prevencion y el tratamiento de infecciones genitales y urogenitales tales como las vaginosis y las candidiasis.

Los modos de administracion, las posologias y las formas galénicas éptimas de las composiciones segun la
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invencion se pueden determinar segun los criterios tenidos en cuenta generalmente en el establecimiento de un
tratamiento farmacéutico adaptado a un paciente, como por ejemplo la edad o el peso corporal del paciente, la
gravedad de su estado general, la tolerancia al tratamiento, los efectos secundarios constatados. La cepa aislada
Lactobacillus crispatus 1P174178 se utilizara al mismo tiempo en administracion local (vaginal) o en
administracién oral, considerandose los dos tipos de administracién solos o en combinacion.

Segun otro aspecto de la invencién, la cepa aislada Lactobacillus crispatus 1P174178 se utiliza para mantener
una flora vaginal beneficiosa en una mujer que no presenta infecciones.

Segun también otro aspecto de la invencion, la cepa aislada Lactobacillus crispatus IP174178 se utiliza para la
restauracion de una flora vaginal beneficiosa tras un tratamiento antibictico.

La invencion se refiere por lo tanto a una composicion farmacéutica que comprende la cepa aislada Lactobacillus
crispatus IP174178, para su utilizacion en el mantenimiento o la restauracion de una flora vaginal beneficiosa.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Representacion grafica en forma de dendrograma de la comparacion de los perfiles genotipicos por
rep-PCR.

Figura 2: Representacion grafica en forma de matriz de similitud de la comparacién de los perfiles genotipicos
por rep-PCR.

Figura 3: Ensayo de adherencia de la cepa IP174178 a células epiteliales vaginales.
Ejemplos
Ejemplo 1 - Aislamiento y seleccién de la cepa L. crispatus IP174178

Se han aplicado siete ensayos a 10 cepas aisladas a partir de mujeres sanas, y pre-seleccionadas por su
capacidad para producir peroxido de hidrogeno (H20>). Estos ensayos son: el crecimiento en medio MRS (Man
JC et al, 1960) modificado, la capacidad para producir H2O,, la capacidad para producir acido lactico, la
adhesion a células de linea vaginal, la capacidad para inhibir algunos patéogenos genitales (método de los discos
inhibidos) y la resistencia al metronidazol.

Después de estos primeros ensayos, tres cepas identificadas como particularmente interesantes, en particular
por su importante produccién de H;O; y de acido lactico, fueron objeto de un ensayo de crecimiento en presencia
de glicogeno, teniendo la cepa IP174178 solamente la capacidad de utilizar el glicégeno como fuente de
carbono, que es un sustrato endégeno segregado por la mucosa vaginal. Esta cepa presenta por otro lado el
mejor crecimiento en presencia de bilis.

Los resultados obtenidos son los siguientes:

Tabla 1 - Ultimo ensayo de seleccion de la cepa IP174178

Cepa de Porcentaje de adhesion a las Crecimiento en presencia de Crecimiento en
referencia células epiteliales glicégeno presencia de bilis
PB 0040 37% - +
IP 174178 58% ++ ++
PB 0042 62% - +

Ejemplo 2 - Perfil bioquimico

Los perfiles bioquimicos se obtienen a partir del equipo VITEK Il compact (Biomérieux) que es un mecanismo
para la identificacion bacteriana por comparacion de las capacidades de fermentacion de azlcares especificos.
Se obtiene el perfil bioquimico siguiente: 110333034 14010.

Tabla 2. Perfil bioquimico de la cepa IP174178

Detalles bioquimicos

2 | APPA |+ | 4 | dGAL |- | 5 | ODC |- | 6 PheA +| 7 | ARG - 8 | PVATE | -
9 | BGAL | - |10 | PYRA | - |11 | SUCT | - | 12 TyrA +]113|dGLU | + | 17| BGLU

18| dMAL |+ |19 | dMAN | + |21 | BXYL | - | 22| OM29R |+ |23 | ProA | + | 26 LIP -
27| AMAN | - 30| dMLZ | - |31] URE | - |33 SAC + |35 | dTRE | + | 36 CIT

37 | BGURi | - |40 | ILATk | - |41 | AGLU | + | 43| dSOR |+ |44 | AGAL| - [ 46| GIyA |-
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Detalles bioquimicos

47 | dMLT | - |80 | dRIB | - | 81| MTE | + | 52 IGLM -1 53| OPS | (+)| 54| BdFUC | -

56| CMT | +]59] 2KG | - |61] ESC | - |62 ELLM - | 64| dXYL | -

Ejemplo 3 - Perfil genotipico

El perfil genotipico de la cepa IP174178 se ha establecido sobre el equipo DIVERSILAB (Biomérieux).
Corresponde a la amplificacion del ADN dentro de secuencias repetitivas no codificantes del genoma. La
disposicion y el tamafio de estos fragmentos son Unicos para cada cepa y permiten asi establecer unos perfiles
Unicos para cada una de ellas: véase la figura 1.

Se ha comparado entonces este perfil rep-PCR con el de las 26 cepas de Lactobacillus crispatus, entre ellas 11
cepas conservadas en el Instituto Pasteur con el fin de asegurar el caracter unico de la cepa (véase la figura 2).
La cepa IP174178 comprende cada vez unas fuertes diferencias, prueba de su unicidad.

Ademas, la cepa IP174178 es capaz de crecer sobre glicbgeno solo, lo cual presenta una ventaja para su
implantacién en la mucosa vaginal, y presenta un fuerte porcentaje de produccion de H;O; y de acido lactico.

Ejemplo 4 - Secuenciacion e identificacion de oligonucleotidos especificos

La secuenciacion de la cepa IP174178 se realiz6 mediante la técnica 454 ROCHE. Tras este trabajo, se ha
realizado una anotacién. Al final, se han identificado 1982 genes codificante para proteinas.

Tabla 3. Genes anotados en la cepa IP174178

Nombre de cepas anotadas Proteinas conocidas Prp t einas hipotéticas — Total
No especificas Especificas
Lactobacillus crispatus 1439 75 468 1982

La operacion de secuenciacion ha permitido llevar a cabo un trabajo complementario de biologia molecular sobre
la cepa con el fin de definirle unos pares de cebadores PCR especificos.

Al final, se han apartado tres cebadores PCR y son especificos de la cepa durante una amplificacion que
comprende 30 ciclos. Estos cebadores permiten identificar facilmente y de manera muy especifica la cepa de L.
crispatus IP174178 en una muestra biolégica, por ejemplo.

Tabla 4. Secuencias de los cebadores PCR especificos de la cepa IP174178

Nombre Numero de secuencia Secuencia sentido

Contig00070 SEC ID N°2 CAACAGGCATCCCTAAGTCT sentido
SEC ID N°3 CAACGTCTTCAGACCACATC anti sentido

Contigd0074 SEC ID N°4 TCTGCCTCATGTAGATCCAA sentido
SEC ID N°5 GCTCCATCTTTAAGACCCAA anti sentido

Contig00145 SEC ID N°6 AAGTGTTATGGGCCTAGTCG sentido
SEC ID N°7 GCCACCACTTTTGCTTTAAT anti sentido

Ejemplo 5 - Preparacion de la "formulaciéon A"
La cepa IP174178 se cultiva en el medio siguiente:
116 g/l de leche, 15 g/l de dextrosa, 10 g/l de autolisado de levadura, 2 ml/l de Tween.

Después de la inoculacion del medio de cultivo, la fermentacion se mantiene a una temperatura de 37°C por un
dispositivo termostatado apropiado durante 48 a 72 horas. Al final de la fermentacion, el cultivo, que alcanzé una
numeracion superior o igual a 10® UFC/ml, se vierte en un recipiente de mezclado. El cultivo se agita fuertemente
para romper la cuajada y se afiaden los adyuvantes de liofilizacion siguientes: 110 g/l de leche, 101,5 g/l FOS,
9,5 ml/l de glutamato de sodio, 5,25 g/l de acido ascérbico, 113 g/l de tiosulfato de sodio.

La liofilizacién se realiza después segun las condiciones clasicas bien conocidas por el experto en la materia: las
bacterias se reparten asépticamente en bandejas de acero inoxidable, se congelan rapidamente a -40°C, y
después se someten a una operacion de sublimacion a -22°C. Se realiza después un horneado a 37°C.

El producto resultante se tritura después y se tamiza bajo atmdsfera controlada. El polvo obtenido se puede
mezclar ventajosamente con un 1% de estearato de magnesio con el fin de facilitar el llenado de las
capsulas/capsulas duras.
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El polvo asi obtenido se reparte en unas cépsulas blandas de tamafio n° 0 a razén de 350 mg de polvo por
capsula dura.

Ejemplo 6 - Caracteristicas funcionales de lacepa  IP174178 y de la "formulacion A"

Las cepas identificadas IP174178 sola o en su "formulacién A" tal como se presenta en el gjemplo 5, se han
ensayado en paralelo para determinar sus caracteristicas funcionales.

A continuacién en los ejemplos, se entiende por "cepa pura" o "cepa sola" o "cepa |IP174178" la cepa |IP174178
sin ningun adyuvante, y en particular sin los compuestos de la formulacion A, procedente de colonias aisladas
sobre gelosa después de la conservacién en criotubo en un medio de conservacion clasico.

Actividades antimicrobianas

Puesta en evidencia de la produccion de peréxido de hidrégeno:

Las bacterias lacticas se cultivan en un medio MRS gelosado adicionado con vitamina B12, con peroxidasa y con
tetrametilbenzidina. Después de la incubacion durante 48h en anaerobiosis, las cajas se ponen en contacto con
el oxigeno ambiente y las colonias que producen peréxido de hidrégeno se vuelven azules rapidamente. Una
escala arbitraria de 0 a 5 permite anotar la intensidad de la produccion de H.O».

Tabla 5. Caracteristicas funcionales de la cepa IP174178

- Produccion de acido lactico en g/litro
Produccion de H;0; Glucosa fuente Glicogeno fuente
Formulacion A 5 D-LACT: 3,69 D-LACT: 3,91
L-LACT: 4,88 L-LACT: 4,74
D-LACT: 5,90 D-LACT: 5,65
Cepa IP174178 5 L-LACT: 3,10 L-LACT: 3,16

Los resultados detallados antes ilustran que:

*

la produccion de peréxido de hidrogeno es maxima segun la escala arbitraria utilizada;
* la cepa utiliza de manera casi-equivalente, tanto con glucosa como glicégeno, las vias metabdlicas que
permiten la sintesis de los D- y L-lactatos. Ahora bien, el glicégeno es una de las principales fuentes de
carbono en medio vaginal, por lo tanto, esta cepa posee las propiedades necesarias para la produccién
de acido lactico in vivo.

Inhibicién del crecimiento de C. albicans y de G. vaginalis

Objetivo: Evaluar la capacidad de cepas de lactobacilos para inhibir el crecimiento de una cepa patégena:
Candida albicans; se aplica el mismo protocolo para G. vaginalis, adaptado a este patdgeno.

Descripcién del protocolo:

Seguir el crecimiento de los patdgenos solos y en presencia de un cultivo de una cepa de lactobacilos con
determinacién del titulo de TO a T28h.

Medios de cultivo utilizados para la preparacion de los inoculados y lectura de los titulos:

- caldo Sabouraud y gelosa Sabouraud para Candida albicans (a 37°C)
- caldo/gelosa de MRS para las cepas de lactobacilos.

El caldo de cultivo del ensayo es una mezcla homogénea del medio de cultivo del patégeno y del medio de
cultivo del probidtico.

Preparacion del ensayo:

Preparacion de los inoculados:

- Candida albicans: cultivo sobre caldo Sabouraud - 0,3 ml en 30 ml a 37°C durante 48h.
- Cepa probidtica:
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* Formulacion A: se coloca 0,35 g de polvo de formulacion A en 10 ml de caldo MRS - en horno a 37°C
durante 48h.

* cepa pura IP174178: 0,2 ml de cepa pura, procedente de colonias aisladas sobre gelosa, previamente
conservada en criotubo en un medio de conservacion, se coloca en 10 ml de caldo MRS - en horno a
37°C durante 48h.

Preparacion del control Candida:

Para la fabricacion del control Candida, se colocan 5 ml de caldo Sabouraud inoculado con la cepa patégena
(titulo proximo de 1,108 UFC/ml) y 5 ml de caldo MRS no inoculado.

Puesta en contacto de los inoculados:

Colocar 5 ml de la cepa patdgena con 5 ml de la cepa segun la invencion en estas diferentes configuraciones.
Se realizan las extracciones y las determinaciones del titulo a TO, T4h, T24h y T28h. Los resultados se expresan
en UFC/ml. La concentracién en UFC a TO ciertamente no es la misma en los tres casos comparados (esto se
debe a las condiciones de trabajo) pero los valores en TO son del mismo tipo de magnitud, de manera que la

diferencia no tiene ningun efecto sobre el resultado.

Tabla 6A. Inhibicion Candida albicans

Tiempo de contacto en horas

0 T4h T24h T28h
Cepa pura IP174178 1,24-10" 7,87-10° 1,40-10° 4,60-10°
Formulaciéon A 5,43-10° 5,47-10° 0 0
Control Candida albicans 6,20-10° 9,72:10° 1,72:10" 1,40-10"
Tabla 6B. Inhibicion Gardnerella vaginalis

Tiempo de contacto en horas
0 T4h T24h T28h

Cepa pura IP174178 1,53-10" 1,67-10° 0 0
Formulacion A 3,87-10° 6,73-10" 0 0
Control Gardnerella vaginalis 6,33-10’ 3,83-10’ 6,71:-10’ 5,05-10"

Tabla 6C - Inhibicién Candida albicans - influencia de la concentracion en tiosulfato de sodio en la formulacion de
la cepa IP174-178

Se ha preparado una formulacién A1 y una formulacion A2 procediendo como para la formulacion A, con la
diferencia de que la formulacién A1 no contiene tiosulfato de sodio y que la formulacion A2 contiene sélo 50 g/l.
La inhibicién del crecimiento de C. albicans se ha medido en los tres casos.

Disminucién en log1o
4h 24h 28h
Formulacién Al (0 g/l tiosulfato) 0 1 2
Formulacién A2 (50 g/l tiosulfato) 0 3 3
Formulacién A (113 g/l tiosulfato) 0 6 7

En esta tabla, los resultados se expresan como la disminucién logaritmica decimal (log10) del nimero de UFC
entre la numeracion a TO y en los diferentes puntos de extraccion (T4h, T24h y T28h).

Los resultados presentados anteriormente, en las tablas 6A-6C indican que:

* lainhibicién del crecimiento del patdgeno C. albicans es real a partir de 24h, ya sea por la cepa pura o por
la cepa en formulacién A. Sin embargo, solo la formulaciéon A permite una inhibicién completa al cabo de
24 horas.

* la inhibicién del crecimiento del patdgeno G. vaginalis es completa al cabo de 24 horas de co-cultivo, en
presencia de la cepa sola o en su formulacién A; la inhibicion del crecimiento del patégeno es, no
obstante, mas rapida con la cepa en su formulacién A (a partir de 4h).

* la presencia de tiosulfato de sodio en la formulaciéon A permite potencializar el efecto anti-patégeno de la
cepa IP174178. En efecto, cuando mas importante sea la concentracion de tiosulfato de sodio, mas fuerte
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sera la inhibicidon observada a 24h.

Resistencias gastricas

Segun los individuos y sobre todo el momento del dia, el pH gastrico varia entre 2,5 y 5. La resistencia de la cepa
IP174178, sola o en la formulacién A, se ha ensayado en medios a pH=2,5, 3 y 4. Los resultados se expresan en
disminucion de la cantidad de bacterias, a lo largo del tiempo.

Tabla 7. Resistencia de la cepa sola o en su formulacién A, a pH bajos

Resistencia a pH 2,5
Reduccién en Log10

Resistencia a pH 3
Reduccién en Log10

Resistencia a pH 4
Reduccién en Log10

45 min 90 min 45 min 90 min 45 min 90 min
Formulaciéon A -1,12 log -4,36 log -0,18 log -0,72 log -0,02 log -0,15 log
Cepa IP174178 -0,73log | -2,591og | -0,51log | -0,581log | -0,68log | -0,80log

Los resultados muestran que, al cabo de 90 minutos, a pH=3 o 4, la pérdida de bacterias es débil, de menos de
un logaritmo 10. La resistencia a pH=2,5 es mas baja, en particular cuando la cepa se utiliza en su formulacién A.

La resistencia a la bilis también se ha ensayado, a lo largo del tiempo (60, 120, 180 y 240 minutos), en presencia
de un 3% de bilis. Los resultados se expresan comparando la cantidad de bacterias supervivientes en el medio
control sin bilis, y en el medio que comprende un 3% de bilis.

Tabla 8. Resistencia de la cepa sola o en su formulacién A, a la presencia de bilis

Presencia de un 3% de bilis en el medio | Comparacion medio sin bilis/medio con bilis en log decimal
de cultivo 0 60mn | 120mn | 180 mn 240 mn

Cepa pura IP174178 -0,46 -0,50 -0,54 -0,63 -0,86

Formulacion A -0,56 -0,66 -0,58 -0,68 -0,79

Al cabo de 240 minutos, es decir 4 horas, la diferencia entre el control cultivado sin bilis y el medio con bilis es de
menos de un logaritmo decimal, lo cual significa que el crecimiento de la bacteria IP174178 esta poco afectado
por la presencia de bilis.

Resistencia a los antibidticos

Tabla 9. Resistencia a los antibiéticos de la cepa sola o en su formulacion A

Antibidticos Formulacion A Cepa pura Antibiéticos Formulacion A Cepa pura
ensayados IP174178 ensayados IP174178
Tetraciclina Sensible Sensible Acido nalidixico Resistente Resistente
Colistina Resistente Resistente Eritromicina Sensible Sensible
Acido fusidico Resistente Resistente Polimixina Resistente Resistente
Cloramfenicol Sensible Sensible | Acido pipemidico Resistente Resistente
Estreptomicina Resistente Resistente | Clindamicina 25 ug Sensible Sensible
Trimetoprim Resistente Resistente | Clindamicina 2 pg Sensible Sensible
sulfametoxazol
Metronidazol 50 pg Resistente Resistente

Los genes siguientes, conocidos por estar implicados en la resistencia a los antibiéticos enumerados en la tabla
10 siguiente, se han identificado como expresados en la cepa L. crispatus:

Antibidticos L. crispatus IP174178
Familia Nombre
Gentamicina
Aminoglicésido Neomlplpa aac3
Kanamicina
Estreptomicina
Diaminopirimidina Trimetoprima dfrA
Fusidanina Acido fusidico fusA
Quinolona Acido nalidixico gyrA,norA
Fluoroquinolona Ciprofloxacina gyrA,norA

10
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Adhesidn a las células epiteliales vaginales CRL-2616

Los resultados se presentan en la figura 3, y se refieren sélo a la cepa Unica IP174178.

A lo largo del tiempo, el porcentaje de adhesion de las bacterias IP174178 a las células CRL-2616 aumenta y
alcanza el 15% de adhesion al cabo de 3 horas, cuando la multiplicidad de la infeccién es de 10 o 1.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa aislada de Lactobacillus crispatus, identificada IP174178 y depositada en la CNCM con el nimero de
acceso 1-4646.

2. Composicion farmacéutica que comprende una cepa segun la reivindicacion 1.
3. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2, que comprende por lo menos 10° CFU de dicha cepa.

4. Composicién farmacéutica segun una de las reivindicaciones 2 o 3, que comprende, ademas, una matriz de
conservacion y opcionalmente otros principios activos.

5. Composicién farmacéutica seguin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, que comprende, ademas, tiosulfato
de sodio.

6. Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, formulada para una administracion
por via vaginal o por via oral.

7. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, para su utilizacién en el tratamiento y la
prevencion de infecciones genitales y urogenitales tales como las vaginosis y las candidiasis.

8. Dispositivo médico, en particular tampdn vaginal, que contiene una composicidon segun cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 6, para su utilizacion en el tratamiento y la prevencién de infecciones genitales y urogenitales
tales como las vaginosis y las candidiasis.

9. Composicion nutracéutica que comprende una cepa segun la reivindicacion 1.

10. Composicién farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, para su utilizacion en el
mantenimiento o la restauraciéon de una flora vaginal beneficiosa.

14
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Adhesion de la cepa IP174178 a las células epiteliales CRL-2616
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