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DESCRIPCION
Tratamiento del IBS con probisticos
Campo de la invencion

La invencion se refiere a preparaciones de probiodticos que contienen bacterias probioticas viables, metabolicamente
activas para su uso en el tratamiento del Sindrome de Colon Irritable.

Antecedentes de la invencion

El Sindrome de Colon Irritable es la mas comun de todas las enfermedades gastrointestinales y es prevalente en
alrededor del 10-15 % de la poblacion del RU en cualquier momento dado. Es la causa de aproximadamente el 40 %
de todas las visitas al hospital basandose en los gastroenterdlogos del RU (y en cualquier parte) y es preocupante
que, una vez que se hace el diagnéstico, mas del 90 % de los pacientes siguen teniendo sintomas cinco afios mas
tarde.

Afectando dos veces mas a las mujeres que a los hombres, el IBS habitualmente comienza al final de la pubertad
hacia la veintena y fluctda en intensidad. Debido a la naturaleza de los sintomas puede ser vergonzoso hablar de
ello y como resultado, el porcentaje de personas que padecen IBS en un momento dado probablemente es mayor
que el informado. Los sintomas clave incluyen, dolor célico de estémago y dolor, diarrea, estrefiimiento e hinchazén,
definiéndose muchos pacientes como que tienen IBS con ‘diarrea’ o ‘estrefiimiento’ predominantes.

El IBS produce muchas molestias y angustia en mucha gente y aunque no pone en peligro la vida, produce un
impacto grave en la calidad de vida de un individuo. La gente cada vez se da de baja laboral por periodos mas
largos debido al IBS y como mucha poblacion esta afectada la escala del problema sobre la economia y la carga
sobre los servicios sanitarios es considerable.

Los investigadores no han descubierto ain ninguna causa especifica del IBS. Las teorias incluyen las reacciones al
alimento, es estrés, la motilidad anormal o hiper-sensibilidad visceral, absorcién de demasiado fluido en el tracto
digestivo, sobre-crecimiento bacteriano y el abuso de antibiéticos, por nombrar unas cuantas. Como resultado, los
GP y gastroenterélogos encuentran dificil advertir un curso de accién. Las directrices recomiendan tratar los
sintomas mas que encontrar la causa. Las opciones de tratamiento disponibles que utilizan agentes psicotropos
existentes, agonistas y antagonistas del receptor de la serotonina, se limitan a los casos mas graves, y su uso no es
que no tenga efectos secundarios. Algunos farmacos que se prescriben para el IBS se sabe que producen adiccion,
nauseas o somnolencia extrema y en algunos casos, los agentes se han retirado del mercado por los fabricantes
farmacéuticos debido a los efectos secundarios adversos graves. Para los pacientes que no entran en la categoria
‘grave’ y cuando no hay una intolerancia alimentaria en los ensayos siguientes, los GP pueden ofrecer solo unas
directrices generales sobre la dieta, estilo de vida y posibles tratamientos sin prescripcion médica.

Esto deja a la mayoria de la poblacion que padece IBS con pocas opciones salvo intentar y encontrar una solucion
por si mismos. Para la mayoria de la gente, es comun intentar controlar sus sintomas con una combinacion de la
mejor dieta, manejo del estrés, y medicinas sin prescripcion o remedios alternativos. Sin embargo, muchos solo
encuentran un alivio limitado. No es poco habitual que una persona con sintomas de IBS compre y consuma
numerosos productos para su afeccion y que gaste cantidades de dinero significativas para intentar aliviarse. Estos
incluyen farmacos antiespasmadicos aunque muchos se asocian con efectos secundarios sustancialmente anti-
colinérgicos. La gente que padece IBS con estrefiimiento dominante habitualmente comienza con laxantes, y los de
diarrea predominante intentan los antidiarreicos. Sin embargo, casi todos estos tratamientos no tienen una eficacia
demostrada en el tratamiento del IBS, o se asocian con efectos secundarios significativos. Muchos pacientes, que
han intentado estos tratamientos repetidamente durante un periodo de tiempo, siguen estando insatisfechos y
muchos buscan estrategias alternativas tales como un cambio de dieta, o terapias complementarias.

Algunos pacientes intentan una nueva estrategia dietética tal como una dieta alta o baja en fibra, o la eliminacién de
ciertos alimentos, por ejemplo, el trigo. Nunca se ha demostrado convincentemente un papel del
desencadenamiento por la dieta, aunque muchos pacientes sienten un beneficio con el cambio de dieta. Los
resultados de un estudio en la ultima década, particularmente desde la introduccién de los criterios fundamentales
de referencia de Roma para evaluar el IBS, muestran que hacer estos cambios tiene un impacto imitado en los
pacientes con IBS. Muchos informan de un pequefio cambio en la defecacion pero un aumento de gas y distension
cuando se siguen dietas altas en fibra o se utiliza un suplemento de fibra. Otras dietas de exclusion incluyen el
gluten y la lactosa o las proteinas de la leche y aunque pueden mejorar a algunos, para la mayoria, siguen
existiendo los sintomas de IBS.

Como resultado, la mayoria de la gente tiene que vivir con sus sintomas, aunque en muchos estudios, la gente
menciona que el IBS les ha llevado a acortar la manera de vivir ‘normalmente’, o les produce la pérdida de sus
actividades sociales o familiares, les impide ir a trabajar, sufriendo también algunas personas de depresion.
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En la ultima década, el conocimiento de la poblaciéon sobre la salud intestinal, su importancia en relaciéon con el
sistema inmunitario y otras funciones corporales vitales, ha sufrido un cambio enorme. La proliferacion de articulos y
estudios disponibles en internet, las campafias de salud dirigidas por el NHS y las organizaciones no
gubernamentales, asi como las actuaciones en las publicaciones de consumo, han ayudado al entendimiento y
concienciacion de la poblacion sobre el papel de la flora intestinal. En un estudio publicado por un consorcio europeo
dirigido por MetaHit en 2010, los cientificos anunciaban que compartimos un grupo central (de varios cientos) de
genes microbianos diferentes que son responsables de al menos 600 funciones bioquimicas. El estudio demostraba
que la poblacion con enfermedades tiene un desequilibrio de la flora intestinal como pocos genes microbianos y esto
podria estar relacionado con los que se encuentran en las afecciones Gl.

Los probidticos se encuentran en varios formatos y el desafio principal es el suministro de las bacterias eficazmente
y documentar un beneficio clinico para la salud en ensayos disefiados apropiadamente. Es dificil calcular una
cantidad diaria especifica de unidades formadoras de colonias (UFC) viables a un nivel que pruebe que confiera un
beneficio para la salud. Sin embargo, incluso es mas dificil producir un producto que pueda superar los cambios de
temperatura ambiente, o los niveles de pH en el ambiente del huésped y mantener aun el mismo numero de
recuento viable — el punto en que se necesitan — y no en el momento de la fabricacion. En formatos de probioticos
en productos lacteos y secados por congelacion, esto supone particularmente un desafio ya que los yogures se
someten a digestion en el estdbmago, y los polvos y capsulas necesitan varias horas para rehidratarse antes de que
se activen.

Hasta la fecha, el formato puede ser una de las razones de por qué a las compafias de probidticos les cuesta
demostrar la eficacia en el IBS que esta soportada por fuertes evidencias.

Los organismos microbioldgicos se utilizan frecuentemente como suplementos alimentarios. Un ejemplo son las
bacterias probidticas que se sabe que tienen efectos beneficiosos en la flora intestinal aumentando la resistencia a
enfermedades infecciosas tales como la diarrea. Los probidticos también han demostrado que estan implicados en la
modificacion de la quimica sanguinea y en la inmunomodulacién (véase las referencias listadas como Beneficios
Potenciales para la salud en la seccién de referencias).

Las bacterias probioticas se pueden encontrar en productos lacteos tales como el yogur y las especies que se sabe
que tienen beneficios para la salud incluyen los de los géneros Enterococcus y Lactobacillus. Sin embargo, los
productos lacteos con probidticos tienen una vida corta en almacenamiento.

Los métodos actuales para almacenar cultivos bacterianos utilizan normalmente la liofilizacién, también denominada
secado por congelacion. En este proceso, el agua se elimina del organismo por sublimacién y el organismo se
puede revivir después de la adicion de agua. Sin embargo, las bacterias congeladas por vacio no son
metabdlicamente activas y se sabe bien que los productos secados por congelacion normalmente pierden mucha de
su resistencia después de varias semanas de almacenamiento a temperatura ambiente (Fonseca et al y Murga et
al).

Ademas, muchos probidticos comerciales parece que no contienen todas las especies mencionadas en la etiqueta, y
si estan presentes las bacterias el nUmero de bacterias viables a menudo es muy bajo (J. Hamilton-Miller).

Sumario de la invenciéon

Un estudio con ocultacion doble controlado por placebo se llevé a cabo en una cohorte de pacientes con Sindrome
de Colon Irritable particularmente grave utilizando una preparacion probiotica basada en un liquido no lacteo que se
caracterizaba por la presencia de una alta cantidad de bacterias probiéticas metabdlicamente activas viables. Este
estudio clinico demostré claramente una mejora estadisticamente significativa en el indice de gravedad de sintomas
de IBS, a continuacién de un periodo de tratamiento de 3 meses con la preparacién probidtica.

Por lo tanto, de acuerdo con un primer aspecto de la invenciéon se proporciona una preparacion probidtica, que
comprende bacterias probiéticas metabdlicamente activas, viables en un sustrato liquido no lacteo, para su uso en el
tratamiento del Sindrome de Colon Irritable.

En una realizacion, la preparacion probiética es capaz de un suministro de bacterias probiéticas metabolicamente
activas viables en el tracto intestinal de un sujeto humano sin originar su digestion.

En una realizacion, las bacterias probidticas de la preparacion probidtica son estables cuando se mantienen en un
cultivo a pH 3,0 durante un periodo de al menos 6 horas.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invenciéon se proporciona una preparacion probiodtica que comprende
bacterias probidticas metabdlicamente activas, viables en un sustrato liquido no lacteo que comprende una mezcla
de carbohidratos complejos y azucares simples, donde la relacion del contenido de carbohidratos total respecto al
contenido de azucares reducidos de la preparacion probidticas esta en el intervalo de desde 8:1 a 2:1, para su uso
en el tratamiento del Sindrome de Colon Irritable.
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La preparacion probidtica que se utiliza en el tratamiento de IBS como se describe en el presente documento se
puede preparar cultivando una o mas cepas de bacterias acidolacticas probioticas en un sustrato de cultivo derivado
de granos de cereales malteados. Mas especificamente, la preparacion probidtica se puede preparar cultivando una
0 mas cepas de bacterias acidolacticas probidticas en un extracto de cebada germinada.

Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencién proporciona una preparacion probidtica que comprende bacterias
probidticas metabolicamente activas viables en un sustrato liquido no lacteo, para su uso en el tratamiento del
Sindrome de Colon Irritable, donde la preparacion probiética se prepara cultivando una o mas cepas de bacterias
probidticas en un extracto de cebada germinada.

La invencién proporciona adicionalmente el uso de una preparacion probiética que comprende bacterias probiodticas
metabdlicamente activas viables en un sustrato liquido no lacteo en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento o prevencion del Sindrome de Colon Irritable.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra las unidades formadoras de colonias totales por mililitro (ufc/ml) durante el tiempo (en
minutos) durante una comparacion entre un producto probiético secado por congelacion multicepa disponible en
el comercio (MS-FD1 y MS-FD2 en la figura), un popular producto probidtico basado en leche con una Unica
cepa disponible en el mercado (SS-MB1 y SS-MB2 en la figura) y la preparacion probidtica del ejemplo 3
(Symprove™ que contiene multiples cepas de bacterias) (SYM en la figura). La comparacion se llevé a cabo a un
pH de 3.

La Figura 2 muestra las unidades formadoras de colonias totales por mililitro (ufc/ml) durante el tiempo (en
minutos) durante una comparacion entre el producto probidtico secado por congelacion multicepa (MS-FD1 y
MS-FD2 en la figura), un producto probiético basado en leche de una unica cepa (SS-MB1 y SS-MB2 en la
figura) y la preparacion probiotica del ejemplo 3 (Symprove™ que contiene multiples cepas de bacterias) (SYM
en la figura). La comparacion se llevé a cabo a un pH de 6.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion proporciona un tratamiento eficaz del Sindrome de Colon Irritable (IBS) utilizando una preparacion
probidtica que se ha demostrado, en un estudio con ocultacién doble controlado por placebo, que proporcionan una
reduccion sin precedentes estadisticamente en la gravedad de los sintomas del IBS, medida con el indice de
gravedad de sintomas de IBS.

La preparacion probiotica que se utiliza en el tratamiento eficaz del IBS es un producto basado en un liquido (y
normalmente un producto basado en agua) que no es lacteo y no esta secado por congelacion. La preparacion
probidtica contiene bacterias probidticas metabdlicamente activas viables en un sustrato liquido que es capaz de
suministrar las bacterias probidticas metabdlicamente activas viables en el tracto intestinal, donde las bacterias
probidticas comienzan a establecerse y multiplicarse rapidamente. Las bacterias probioticas de la preparacion por
tanto estan “vivas” y listas para funcionar inmediatamente después de la ingestion de la preparacion.

Los productos probiéticos de la técnica anterior estan disponibles predominantemente en formatos lacteos o
secados por congelacion tales como polvos o capsulas. Con el fin de que los probidticos trabajen eficaz mente y en
su punto optimo, se tienen que dirigir a los sitios especificos en el tracto intestinal sin provocar la digestion asi como
evitando los extremos. Si se produce la digestion, los acidos del estémago pueden debilitar o destrozar las bacterias
probidticas. Para algunos probidticos esto es un desafio ya que como estan contenidos en bebidas tipo yogur el
estdmago inicialmente los ‘ve’ como un alimento. Por otro lado, los probidticos secados por congelacion se han
sometido a una temperatura de alrededor de menos 80 °C y las fimbrias se pueden romper durante el proceso de
congelacion. Los probidticos secados por congelacion tienen que rehidratarse antes de que sean capaces de
funcionar adecuadamente. Esto puede llevar varias horas. El hallazgo de un “sistema de transporte” eficaz para las
bacterias probidticas es un objetivo clave para los fabricantes que producen suplementos probiéticos o alimentos
funcionales.

La preparacion probidtica que se describe en el presente documento y que han demostrado ser eficaces
clinicamente en el tratamiento de IBS grave no padecen estos inconvenientes, ya que las bacterias probidticas se
transportan en un sustrato basado en liquido, normalmente un sustrato basado en agua, que protege y transporta las
bacterias probidticas con seguridad a través del estdmago (sin desencadenar la digestion) hasta los intestinos donde
rapidamente comienzan a establecerse y multiplicarse. Sin el deseo de quedar ligados por teoria alguna, se cree
que la naturaleza viable de las bacterias probioticas en la preparacion que se describe en el presente documento y
que muestran ser clinicamente eficaces en el tratamiento del IBS les permiten establecerse rapidamente en el tracto
gastrointestinal del paciente, quiza a los 15 a 20 minutos de la ingestion. Se cree que dicho rapido establecimiento
contribuye a la eficacia sin precedentes que se observa en el tratamiento clinica del IBS, dando como resultado una
reduccion significativa de la gravedad de los sintomas del IBS.
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Definiciones

“Probiético” — como se utiliza en el presente documento el término “probidtico” se va a interpretar de acuerdo con el
informe conjunto de la FAO/OMS y las directrices para el uso de probidticos, en los que los probidticos se definen
como “microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas confieren un beneficio para la
salud del huésped”. La expresion “bacterias probidticas” se refiere a cualquier cepa bacteriana que cumple esta
definicion de un “probidtico”.

“Bacterias acidolacticas (LAB)” — como se utiliza en el presente documento la expresion “bacterias acidolacticas
(LAB)” se refiere a un grupo de bacterias Gram positivas, catalasa negativa, no mdviles, anaerobias que fermentan
los carbohidratos a acido lactico. Este grupo incluye los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus,
Bifidobacterium y Enterococcus.

“Bacterias acidolacticas probioticas — como se utiliza en el presente documento, la expresion “bacterias acidolacticas
probidticas” se refiere a bacterias acidolacticas que también satisfacen la definicién de un “probiético” como se utiliza
en el presente documento. Las bacterias acidolacticas probioticas incluyen, pero no se limitan a, las de los géneros
Lactobacillus y Enterococcus.

“Sindrome de Colon Irritable” — el Sindrome de Colon Irritable es un trastorno con sintomas célicos crénicos o
recurrentes. El trastorno se manifiesta por una variedad de sintomas, que pueden variar de un paciente a otro. Los
sintomas clave incluyen, dolor cdlico estomacal y dolor, diarrea, constipacion e hinchazoén, definiéndose muchos
pacientes como que tienen un IBS predominantemente ‘diarreico’ o ‘con estrefiimiento’. La expresiéon “Sindrome de
Colon Irritable” como se utiliza en el presente documento pretende englobar todas las formas de esta afeccion. Se
pueden utilizar los Criterios de Roma del IBS con fines diagndsticos.

Criterios de Roma del IBS

La fundacién Roma es una organizacion independiente sin animo de lucro que proporciona soporte para actividades
disefiadas para crear datos cientificos e informaciéon educacional para ayudar al diagnéstico y tratamiento de
trastornos funcionales gastrointestinales. Los criterios de Roma del IBS | y Il se definieron y se han actualizado
recientemente por gastroenterdlogos internacionales punteros para ayudar a los clinicos a mejorar el diagnéstico y el
manejo de IBS. Los criterios de Roma Il permiten la presencia de sintomas de IBS durante un espacio de tiempo
corto.

Los criterios de Roma definen el IBS por la presencia de dolor abdominal asociado con defecaciones alteradas, en
ausencia de un trastorno bioquimico o estructural identificable. Los sintomas clave incluyen, dolor célico estomacal y
dolor, diarrea, estrefiimiento e hinchazén, definiéndose muchos pacientes como que tienen IBS predominantemente
‘diarreico’ o ‘con estrefiimiento’.

Estos criterios son valiosos para el manejo preciso de ensayos clinicos.
Criterios de Roma Il del Sindrome de Colon Irritable

El dolor de estdmago o las molestias durante 12 semanas consecutivas en los ultimos 12 meses en el que estan
presentes dos o tres caracteristicas:

e alivio por un movimiento intestinal
e aparicién asociada con un cambio en la frecuencia de defecacion
e aparicién asociada con un cambio en la apariencia o forma de las heces

Lo siguiente apoya acumulativamente el diagndstico de IBS:

frecuencia de defecacion anormal
forma anormal de las heces
eliminacion de heces anormales
eliminaciéon de mucosa

Criterios de Roma lll del Sindrome de Colon irritable
Criterio diagnostico *

Dolor abdominal recurrente o molestias ** al menos 3 dias/mes en los Ultimos 3 meses asociados con uno o mas de
los siguientes:

e Mejoran con la defecacion
e Aparicién asociada con un cambio en la frecuencia de defecacion
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e Aparicion asociada con un cambio en la forma (apariencia) de las heces

* Criterio cumplido durante los ultimos 3 meses con apariciéon de sintomas al menos 6 meses antes del
diagndstico

** “Molestias” significa una sensacion molesta no descrita como dolor. En investigacion patofisiologica y ensayos
clinicos, una frecuencia de dolor/molestias de al menos 2 dias a la semana durante la exploracion de evaluacion
se recomienda para la elegibilidad del sujeto.

“Tratamiento” de IBS — como se utiliza en el presente documento en el contexto especifico de IBS, el término
“tratamiento” se refiere a una mejora en uno o mas sintomas asociados con IBS. Esto se puede medir en términos
de valoracion de sintomas para una mejora en la calidad de vida o una mejora del indice de gravedad de los
sintomas de IBS (es decir, la reduccion de la gravedad de los sintomas), o ambos.

“Carbohidratos complejos” — como se utiliza en el presente documento la expresion “carbohidratos complejos”
incluye tanto oligosacaridos como polisacaridos. “Oligosacaridos” son polimeros de sacaridos que contienen de 3 a
10 unidades de sacarido; mientras que el término “polisacaridos” incluye estructuras poliméricas mas largas, tales
como las formadas por unidades de sacaridos (o disacaridos) repetidas.

“Azucares simples” — como se utiliza en el presente documento la expresion “azlcares simples” se refiere a
monosacaridos y disacaridos a menos de que se establezca otra cosa.

“Azucares reductores” — como se utiliza en el presente documento, la expresion “azicares reductores” se refiere a
azucares que tienen un grupo aldehido o son capaces de formar un grupo aldehido en solucién mediante
isomerizacion. La presencia de azlcares reductores se puede determinar mediante el método de Nelson-Somogyi
utilizando glucosa como referencia convencional (Somogyi, M. (1052) Journal of Biological Chemistry., Vol. 195., p.
19; reproducido en muchos libros de texto convencionales de quimica de carbohidratos). Aunque ciertos
carbohidratos complejos (por ejemplo, los almidones) pueden contener extremos reductores, y por lo tanto cumplen
la definicion de “azucares reductores”, una determinacion del contenido de “aztlicares reductores”, en una muestra
determinada (por ejemplo, una muestra de una preparacion probiotica como se describe en el presente documento)
utilizando el método de Nelson-Somogyi puede tomarse como una aproximacion de la cantidad de azucares simples
en la muestra, aunque los azlcares simples contengan una mayor proporcioén de extremos reductores por unidad de
peso que los carbohidratos complejos.

“Contenido total de carbohidratos” — como se utiliza en el presente documento, las expresiones “carbohidratos
totales” o “contenido total de carbohidratos” se refiere a la cantidad total de carbohidratos complejos y azucares
simples presentes en un producto determinado (por ejemplo, en una preparacion probiédtica como se describe en el
presente documento). El contenido total de carbohidratos se puede medir utilizando un ensayo de acido sulfurico-
fenol, utilizando glucosa como referencia convencional (Dubois, M., Gilles, K. A., Hamilton, J. K., Rebers, P. A. y
Smith, F. (1956) Analytical Chemistry, vol. 28., p. 350).

Cuando se hace referencia en el presente documento a la relacién de contenido total de carbohidratos respecto a
contenido de azucares reductores de un producto basado en un liquido (por ejemplo, en una preparacion probidtica)
esta se va a determinar calculando la relacién del contenido total de carbohidratos del producto, medido por el
método de acido sulfurico-fenol descrito en el presente documento (con el resultado expresado en mg/ml), respecto
al contenido de azucares reductores del producto, medido por el método de Nelson-Somogyi descrito en el presente
documento (con el resultado expresado en mg/ml).

“No lacteo” — como se utiliza en el presente documento la expresion “no lacteo” se refiere a productos que no
contienen y no se basan en leche de un mamifero. En consecuencia, los productos no lacteos no contienen y no se
basan en leche, mantequilla, queso (incluyendo queso vegetariano), yogur, nata, leche en polvo, suero de leche,
lactosa, lactoproteinas (incluyendo caseinas y caseinatos), grasa de leche anhidra o kéfir.

Cepas bacterianas probiéticas

Las bacterias probiéticas incluidas en la preparacion probiética comprenden al menos las especies seleccionadas de
entre el grupo que consiste en: Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus rhamnosus.

La referencia a Lactobacillus casei pretende incluir cualquier cepa bacteriana clasificada originalmente como
Lactobacillus casei pero re-clasificada ahora como Lactobacillus rhamnosus. En consecuencia, la referencia a
Lactobacillus rhamnosus puede incluir cepas bacterianas que se habian clasificado previamente como Lactobacillus
casei. Se utiliza una combinacion de Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, y
Lactobacillus casei o Lactobacillus rhamnosus o ambos Lactobacillus caseiy Lactobacillus rhamnosus.

El producto Symprove™ (que contiene Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus ha demostrado que es particularmente eficaz en la reducciéon de la gravedad de los
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sintomas de IBS, y también que mejora las valoraciones de calidad de vida en pacientes de IBS, en el estudio clinico
descrito en el presente documento. La cepa de Lactobacillus casei en el Symprove™ se caracterizé originalmente
como Lactobacillus casei pero ahora se ha re-clasificado como que esta estrechamente relacionada con
Lactobacillus rhamnosus.

Un factor clave para conseguir una eficacia terapéutica en el tratamiento del IBS, como se mide por la reduccion en
la gravedad de los sintomas de IBS segun el indice de gravedad de sintomas de IBS, es la capacidad para
suministrar una alta cantidad de bacterias probidticas metabdlicamente activas viables en el tracto gastrointestinal
del paciente que se somete a tratamiento. Con el fin de conseguir esto, en realizaciones ejemplares, la poblacion
total de bacterlas metabdlicamente activas de la preparacion probidtica puede estar en el |ntervalo de desde 1,0 x
10% a 1,0 x 10° células viables por mililitro, preferentemente en el intervalo de desde 1,0 x 10" a 1,0 x 10° células
viables por mililitro. Cada cepa individual de bacterias metabollcamente actlvas presentes en la preparacion
probidtica puede estar presentes en el intervalo de desde 1 0 x 10° a 1,0 x 10° células viables por mililitro, mas
preferentemente en el intervalo de desde 1,0 x 10" a 1,0 x 10° células viables por mililitro.

En el caso de Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus casei o Lactobacillus rhamnosus o
ambos Lactobacillus caseiy Lactobacillus rhamnosus, se prefiere que eI menos uno g preferentemente cada una de
estas cepas estén presentes en el intervalo de desde 1 0 x 10° a 1,0 x 10° células viables por mililitro,
preferentemente en el intervalo de desde 1,0 x 10" a 1,0 x 10° células viables por mililitro.

La poblacién de L. acidophilus, puede ser menor de 1,0 x 10° células viables por mililitro.

En una realizacion ejemplar, la preparacion puede comprender una combinacion de Enterococcus faecium,
Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus casei o Lactobacillus rhamnosus o ambos Lactobacillus casei y
Lactobacillus rhamnosus, donde la cantldad de bacterias de cada una de estas cepas bacterianas esta en el
|ntervalo de desde 1,0 x 10° a 1,0 x 10° células viables por mililitro, mas preferentemente en el intervalo de desde 1,0
x 10" a 1,0 x 10° células viables por m|||||tr0 y contiene adicionalmente Lactobacillus acidophilus. La poblacion de L.
acidophilus puede ser menor de 1,0 x 10° células viables por mililitro.

Aunque la cantidad total de bacterias en la preparacién descrita en el presente documento puede parecer que es
mas baja que la de las preparaciones probiodticas tipicas secadas por congelacion, es importante sefialar que las
bacterias son viables. Como se sefial6 en otra parte del presente documento, se cree que la naturaleza viable de las
bacterias en la preparacion probidtica descrita en el presente documento y que han demostrado ser eficaces en el
tratamiento del IBS les permite establecerse mas rapidamente en el tracto gastrointestinal de un paciente, quiza a
los 15 a 20 minutos de la ingestion. Se cree que dicho establecimiento rapido contribuye a los efectos beneficiosos
de la preparacion en el tratamiento del IBS.

Otra ventaja clave de la preparacion probiotica descrita en el presente documento, y que ha demostrado ser util en el
tratamiento del IBS, es que las cepas probidticas son significativamente mas estables a pH 3 que los productos
probidticos de propiedad basados en leche o secados por congelacion, y por lo tanto sera mas probablemente capaz
de tolerar las duras condiciones que se encuentran en el tracto Gl humano. En particular, se ha demostrado que las
bacterias probioticas descritas en la preparacion del presente documento son estables tanto a pH 6 como a pH 3. En
realizaciones ejemplares las bacterias probioticas de la preparacion probidtica son estables cuando se mantienen en
cultivo a pH 3 durante un periodo de al menos 6 horas. En este contexto “estable” se considera que significa que
cuando las bacterias se cultivan a pH 3, 37 °C, en un medio de cultivo convencional (por ejemplo, en caldo MRS)
durante un periodo de al menos 6 horas, el recuento bacteriano (ufc/ml) no baja mas de 0,5 logio unidades por
debajo del recuento bacteriano (ufc/ml) en el tiempo cero. En realizaciones especificas el recuento bacteriano
deberia mantenerse por encima de 10° ufc/ml durante al menos 6 horas cuando se cultiva a un pH 3, 37 °C, en caldo
MRS convencional. De hecho, puede observarse que el recuento bacteriano aumenta cuando se cultiva en estas
condiciones.

Composicién de la preparacién probidtica

La preparacion probiotica descrita en el presente documento y que ha demostrado ser clinicamente eficaz en el
tratamiento del IBS comprende bacterias probidticas metabdlicamente activas viables en un sustrato liquido no
lacteo. La funcion del sustrato es sustentar y mantener la viabilidad de las bacterias probiética, particularmente
durante el almacenamiento de la preparacion, de manera que se puede mantener las bacterias probidticas, y luego
suministrarse al paciente, en una forma viable, metabdlicamente activa. Para conseguir este objetivo, el sustrato
liquido contiene normalmente una mezcla de carbohidratos complejos y aztcares simples. En particular, el sustrato
puede comprender una mezcla de polisacaridos, oligosacaridos, disacaridos y monosacaridos.

En ciertas realizaciones, la preparacion probidtica se puede caracterizar por la relacion de contenido total de
carbohidratos respecto al contenido de azucares reductores de la preparacion, que refleja la mezcla compleja de
polisacaridos, oligosacaridos, disacaridos y monosacaridos presentes. En realizaciones ejemplares, la relacion de
contenido total de carbohidratos respecto al contenido de azucares reductores de la preparacion esta en el intervalo
de desde 8:1 a 2:1, mas tipicamente en el intervalo de desde 5:1 a 2,5:1, o en el intervalo de desde 4:1 a 3:1. Los
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medios de medicidon del contenido total de carbohidratos y contenido de azicares reductores, y el calculo de la
relaciéon entre ellos, se ha definido anteriormente.

En realizaciones adicionales ejemplares de la preparacion probidtica, el contenido total de carbohidratos de la
preparacion puede estar en el intervalo de desde 20 ng/ml a 40 ng/ml, o en el intervalo de desde 20 mg/ml a 30
mg/ml y el contenido total de azucares reductores puede estar en el intervalo de desde 5 mg/ml a 20 mg/ml, o en el
intervalo de desde 5 mg/ml a 10 mg/ml.

La preparacion probiotica comprende también preferentemente componentes proteicos y peptidicos. Normalmente la
cantidad total de proteinas y péptidos presentes en la preparacion probidtica esta en el intervalo de desde 1 mg/ml a
2 mg/mly la cantidad total de péptidos de alto peso molecular (de peso molecular mayor de 5000 Daltons) esta en el
intervalo de desde 100 ug/ml a 300 pg/ml. En una realizacion especifica, la concentracion de proteinas y péptidos
puede ser aproximadamente de 2 mg/ml y la concentracion de péptidos de alto peso molecular puede ser
aproximadamente de 250 ug/ml.

La preparacion probittica puede contener componentes adicionales tales como, por ejemplo, celulosa, almidén, B-
glucanos, pentosanos, polifenoles, acidos ribonucleicos, lipidos, fosfatos, flavonoides, aminoacidos, vitaminas (B,
B, Cy E), silicatos y elementos traza.

La preparacion probiética puede comprender un extracto de cebada germinada que contiene las cepas bacterianas
probidticas.

Una realizacion ejemplar de la preparacion probidtica comprende un extracto de cebada germinada y una
combinacién de Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus casei o Lactobacillus rhamnosus o
ambos Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus, donde el recuento bacteriano de cada una de estas cepas
bacterianas esta en el intervalo de desde 1,0 x 10°a 1,0 x 10° células viables por mililitro, mas preferentemente en el
intervalo de desde 1,0 x 10" a 1,0 x 10° células viables por mililitro, y contiene adicionalmente Lactobacillus
acidophilus.

Se pueden afiadir componentes adicionales a la preparacion probidtica, tales como saborizantes y/o colorantes, para
mejorar la palatabilidad en pacientes humanos.

El pH de la preparacion puede controlarse convenientemente por la adicion de un tampdén adecuado o una
combinacion de agentes tampon. Los tampones preferidos incluyen, por ejemplo, citrato tri-sédico o tampones
fosfato. El pH de la preparacion basada en liquido que se describe en el presente documento se mantienen
normalmente en el intervalo de desde 3,8 a 4,5, y en particular a un pH de aproximadamente 4,0, durante el
almacenamiento a largo plazo. La preparacion probidtica se puede almacenar a cualquier temperatura desde 4 °C
hasta una temperatura ambiente (de aproximadamente 25 °C). El producto Symprove™ descrito en el presente
documento ha demostrado que se mantienen estable (en términos de recuento bacteriano) durante un periodo de al
menos 6 meses cuando se almacena a aproximadamente 4 °C, y durante al menos 4 meses cuando se almacena a
25 °C.

La preparacion puede comprender adicionalmente un agente anti-fungico, tal como por ejemplo, sorbato potasico
esterilizado y/o un anti-oxidante, tal como la vitamina C.

En una realizacion preferida, el sustrato de cultivo puede contener material particulado, por ejemplo, particulas que
no excedan 1 mm de diametro.

La realizacion mas preferida de la preparacion probidtica, que ha demostrado ser eficaz en el tratamiento del IBS en
el estudio clinico descrito en el presente documento, es el producto denominado Symprove™, que contiene células
metabdlicamente activas, viables de Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus, que se puede preparar de acuerdo con los ejemplos proporcionados en el presente
documento. La cepa de Lactobacillus casei en el Symprove™ se caracteriz6 originalmente como Lactobacillus casei
pero ahora se ha re-clasificado como el Lactobacillus rhamnosus estrechamente relacionado.

El producto Symprove™ esta basado en agua, con un contenido tipico de agua de aproximadamente un 95 % (v/v).
El alto contenido en agua es ventajoso ya que puede dar como resultado que el producto se perciba en el sistema Gl
humano como una bebida mas que como una “comida”, evitando asi que se desencadene la digestion.

La preparacion probiotica también puede estar libre de lactosa, ya que no esta basada en leche, y libre de gluten. En
particular el producto Symprove™ ha demostrado que cumple los criterios aceptados para la clasificacion como
“libre de gluten” basados en ELISA de Gliadina. Los lotes del producto contienen tipicamente menos de 10 ppm de
gluten cuando se miden por ELISA de Gliadina.
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Tratamiento del IBS

Preferentemente, el tratamiento del Sindrome de Colon Irritable comprende la mejora de los sintomas asociados con
la afeccion. Por lo tanto, el tratamiento del IBS puede incluir la mejora de uno o mas de dolor estomacal, dolores
célicos de estdomago, diarrea, estrefiimiento o hinchazén. El tratamiento de IBS incluye el tratamiento de ambas
formas de la afeccién dominante en diarrea y dominante en estrefiimiento. Como se demuestra en el presente
documento, el tratamiento de los pacientes con IBS establecida, incluyendo los individuos con un diagnéstico de
acuerdo con los criterios de Roma Il en los que han fallado los tratamientos de primera y segunda linea, puede dar
como resultado una mejoria significativa de la gravedad de los sintomas de IBS.

La dosificacion precisa dependera de muchos factores, no solo el minimo de la gravedad de una afeccion del
paciente individual. La dosis mas apropiada puede determinarla un médico encargado y en general deberia ser una
dosis que dé como resultado un efecto beneficioso, por ejemplo, una mejora de los sintomas del IBS. Normalmente,
la dosificacion del producto Symprove™ que se prepara de acuerdo con los ejemplos podria ser de 1 mil/kg de peso
corporal por dia o 50 ml por dia para un paciente adulto. La frecuencia y la duracién del tratamiento variaran de un
paciente a otro. Un periodo de tratamiento tipico es de 12 semanas, pero el periodo puede ser mas largo o mas
corto. Normalmente, la frecuencia de dosificacion sera diariamente, aunque también se pueden utilizar otras
frecuencias de dosificacion.

En una realizacion, el Sindrome de Colon Irritable es un Sindrome de Colon Irritable clasificado por Roma lll. En otra
realizacion preferida, el paciente que necesita tratamiento es un paciente en el que han fallado los tratamientos de
primera y segunda linea.

Para el tratamiento de pacientes humanos con IBS, la preparacién probiética se administra normalmente por via
oral, por ejemplo, como una bebida. Si es conveniente, la preparaciéon probidtica se puede incorporar a productos
alimentarios o bebidas para consumo humano a condicién de que no afecte la viabilidad de las bacterias en la
preparacion.

Para su uso en seres humanos, en el tratamiento de IBS, puede ser conveniente formular la preparacion probidtica
en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en una alicuota de dosis Unica de la preparacion liquida que esté
lista para beber.

La preparacion probiética que se va a utilizar en el tratamiento del IBS como se describe en el presente documento
es una preparacion basada normalmente en un liquido que ventajosamente no se seca por congelacion.

Las preparaciones de bacterias secadas por congelacion que se utilizan actualmente contienen normalmente pocas,
si es que hay alguna, bacterias metabdlicamente activas. Ademas, las preparaciones de bacterias secadas por
congelacion pierden algunas de sus caracteristicas y actividad al rehidratarse. También, las bacterias reactivadas
tienen una vida de almacenaje corta y se pueden mantener en almacenamiento solo durante un corto espacio
tiempo. Las bacterias secadas por congelacion a menudo no se re-hidratan para su uso en el animal huésped. Si se
re-hidratan, entonces se tienen que utilizar el mismo dia, de otra manera pueden tener una pérdida de viabilidad
rapida y el deterioro por organismos contaminantes.

Un problema adicional con las preparaciones secadas por congelacion anterior es que son higroscépicas (atraen el
polvo del aire) y por lo tanto se tiene que utilizar un paquete en unos pocos dias de la apertura, de otra manera la
hidratacién parcial producira una perdida rapida de viabilidad.

La preparacion probiotica basada en un liquido que se proporciona en el presente documento para su uso en el
tratamiento del IBS evita los problemas enumerados anteriormente asociados con el uso de cultivos bacterianos
secados por congelacion. Ademas, también se ha demostrado que los cultivos bacterianos basados en un liquido
preparados como se describe en el presente documento son mas robustos que las bacterias preparadas por los
métodos conocidos en la técnica anterior, lo que posibilita que las bacterias se establezcan mas rapidamente en los
animales huéspedes y toleren el duro ambiente del tracto digestivo de los mamiferos.

Fabricacién de la preparacién probidtica

La preparacién probidtica para su uso en el tratamiento del IBS como se describe en el presente documento, se
puede preparar cultivando una o mas cepas bacterianas probidticas en un sustrato de cultivo, tal como por ejemplo,
un extracto de cebada germinada. El sustrato de cultivo puede prepararse comenzando con semillas de cebada o
malteando la muestra utilizando el procedimiento de fabricacion descrito posteriormente en el presente documento.
Este método es sustancialmente como se describe en el documento WO 2006/035218.

El sustrato de cultivo se puede preparar de acuerdo con un método que comprende:

someter el cereal malteado a una etapa de macerado en el que el cereal malteado se mezcla con liquido acuoso
y se somete a condiciones de tiempo y temperatura que limitan la extensidon de conversion de carbohidratos
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complejos en azucares simples de manera que se obtiene una mezcla de carbohidratos complejos, azucares
simples, proteinas y péptidos; y

separar la mezcla de carbohidratos complejos y azucares sencillos, proteinas y péptidos del cereal malteado
gastado para obtener un sustrato de cultivo

Las expresiones “cereal malteado” o “malta” como se utiliza en el presente documento se refiere al producto del
procedimiento de malteado aplicado a los granos de cereal. El malteado es un procedimiento bien conocido en la
técnica de la cerveza.

En un procedimiento tipico de malteado los granos de cereal (por ejemplo, semillas de cebada o muestras de
malteado) se germinan para inducir la movilizacion de los nutrientes almacenados. Las semillas germinadas
producen varias enzimas para movilizar los almacenes de proteinas y carbohidratos, que incluyen a-amilasas que
hidrolizan el almidon en maltosa. Un cereal ejemplar es la cebada, pero se pueden utilizar también otros cereales,
tales como arroz, trigo, maiz y avena o incluso mezclas de los mismos. El proceso de germinacion es bien conocido
en general. Se apreciara que el método puede llevarse a cabo proporcionando granos malteados o un sustrato
sintético que comprenda una mezcla de carbohidratos, proteinas y enzimas.

Normalmente, los granos malteados se pasan por un rodillo antes de procesarlos adicionalmente. La rotura de los
granos pasandolos por un rodillo facilita el acceso del agua y la extraccion de nutrientes durante la etapa de
macerado, mientras que evitando el aplastamiento de los granos ayuda a la separacion posterior del sustrato de
cultivo de los granos malteados gastados.

La malta preparada se somete a la etapa de macerado que se parece a la etapa de macerado utilizada en los
métodos cerveceros (véase por ejemplo, Kunze, W. Technology Brewing and Malting (1996)). El término “macerado”
es bien conocido en el campo de la cerveza y se refiere a un procedimiento en el que los granos se agitan en
presencia de agua calentada a temperaturas determinadas con el fin de preparar un mosto. Durante la etapa de
macerado los carbohidratos de los granos malteados se rompen dando lugar a maltosa.

El método descrito en el presente documento también implica una etapa de maceracion en la que los granos de
cereal malteados se mezclan con un liquido acuoso (normalmente agua) y la mezcla se calienta a temperaturas
determinadas. Esta etapa de maceracion, sin embargo, no es conforme al procedimiento de macerado tipico de los
cerveceros. Los cerveceros tienen como objetivo convertir tanto carbohidrato en azucares simples como sea posible,
para la posterior fermentacion en alcohol. Por el contrario, las condiciones de la etapa de maceracion descrita en el
presente documento se escogen especificamente para limitar la extension de la conversiéon en azucares simples,
dejando cantidades significativas de carbohidratos en formas mas complejas oligoméricas y poliméricas.

La extension de la conversion del carbohidrato se puede limitar de manera que la cantidad de azicares reductores
presentes en el sustrato de cultivo resultante, expresado como un porcentaje (p/p) del contenido total de
carbohidratos esté en el intervalo de desde un 10 % (p/p) a un 50 % (p/p). Como se ha sefialado anteriormente, el
contenido de azucares reductores medido por el método de Nelson-Somogyi es una buena aproximacion de la
cantidad total de azucares simples presentes.

El limite de conversion deseado de azucares complejos en simples se puede conseguir aumentado la temperatura
de la etapa de maceracién durante un corto periodo de tiempo, normalmente 30 minutos, sin permitir que la mezcla
de granos malteados/agua repose a temperaturas intermedias. Los procesos de cerveceros tradicionales incluyen un
reposo a 60-65 °C y 70-74 °C, ya que esto permite que las enzimas produzcan altas concentraciones de azucares
simples (principalmente maltosa). En consecuencia, la etapa de macerado descrita en el presente documento no
comprende reposos a temperaturas en el intervalo de desde 60 °C a 65 °C y/o a temperaturas en el intervalo de
desde 70 °C a 74 °C.

La etapa de maceracion puede comprender mezclar el cereal malteado con agua a una temperatura en el intervalo
de desde 30 °C a 45 °C, el reposo de la mezcla durante 1 a 2 horas, aumento de |la temperatura a una temperatura
en el intervalo de desde 75 °C a 85 °C durante un periodo de tiempo de desde 20 a 60 minutos, preferentemente 30
minutos, y después reposo de la muestra a una temperatura en el intervalo de desde 75 °C a 85 °C durante un
periodo de tiempo en el intervalo de desde 30 a 90 minutos. A la temperatura mas alta, cualquiera de las enzimas
presentes en la mezcla se inactiva y se pueden extraer los nutrientes. Las temperaturas mas altas en el intervalo de
desde 76 °C a 80 °C y especificamente 78 °C se prefieren en general. La temperatura en esta etapa tiene que ser lo
suficientemente alta durante un periodo lo suficientemente largo para inactivar todas las enzimas presentes en la
preparacion. Se apreciara que la temperatura precisa y los tiempos que se utilizan pueden variar de alguna manera
de acuerdo con el tipo de cereal que se utilice.

El procedimiento descrito en el presente documento limita especificamente la cantidad de conversion de azlcares
complejos en azucares simples. Ademas, el reposo inicial a una temperatura en el intervalo de 30 °C a 45 °C
proporciona una ventaja adicional ya que maximiza la liberacion de aminoacidos y péptidos. Las temperaturas hacia
el extremo mas alto de este intervalo, es decir, desde 40 °C a 45 °C o especificamente aproximadamente 45 °C se
prefieren en general. El fin de esta etapa es hidrolizar las proteinas almacenadas presentes en los granos de
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cereales en aminoacidos y péptidos disponibles. La combinacion 6ptima de tiempo y temperatura para conseguir la
hidrolisis deseada puede variar de alguna manera dependiendo del tipo de granos utilizado.

La presencia de altas concentraciones de proteinas, péptidos y aminoacidos es deseable en un sustrato de cultivo
que se va a utilizar para sustentar el crecimiento de microorganismos ya que proporciona una fuente util de
nitrégeno. Los procedimientos de macerado tipicos que se utilizan en la fabricacion de cerveza tradicional no
incluirian en general un reposo a una temperatura en este intervalo, ya que los cerveceros normalmente no buscan
conseguir un alto contenido en proteinas o aminoacidos en un mosto que se pretende para la fermentacion para
producir alcohol.

Cuando se completa la etapa de maceracion, por ejemplo, cuando se han extraido todos los nutrientes deseados de
los ahora granos malteados “gastados”, la mezcla resultante que comprende carbohidratos complejos y azucares
simples, proteinas y péptidos se puede separar de los granos gastados para obtener un sustrato de cultivo utilizando
medios adecuados. Normalmente, esto implica la filtracion grosera, por ejemplo utilizando un filtro de 1 mm tal como
una cesta de hilo trenzado, dando lugar a una solucién que contiene particulas gruesas. Una caracteristica del
procedimiento descrito en el presente documento es que el sustrato de cultivo no se clarifica, lo que seria en general
el caso de del mosto preparado durante la fabricacion de cerveza tradicional. En la fabricacién de cerveza tradicional
el mosto se clarifica en general para retirar todas las particulas groseras, produciendo de esta manera un liquido
claro.

La presencia de alguna materia particulada en un sustrato de cultivo que se prepara de acuerdo con el
procedimiento descrito en el presente documento es ventajosa con respecto al uso posterior en el sustento del
crecimiento de bacterias ya que proporciona tanto nutrientes de liberacion lenta como superficies particuladas para
la adhesion de los cultivos bacterianos.

Si fuera necesario, el sustrato de cultivo que se prepara de acuerdo con el procedimiento descrito en el presente
documento se puede esterilizar antes de su uso posterior. Como se apreciara esto se puede llevar a cabo cociendo
durante una hora o por autoclave a 120 °C durante aproximadamente 20 minutos.

Se puede afadir un tampdn o varios componentes tampoén al sustrato de cultivo si es necesario. Los tampones
preferidos son tampones de citrato tri-sédico, o fosfato. Si el sustrato de cultivo se va a esterilizar, el tampon(es) se
puede anadir antes, durante o después de la esterilizacién como sea conveniente.

El sustrato de cultivo preparado se inocula con las cepas bacterianas probiéticas deseadas y se cultivaron hasta que
alcanzaron el recuento bacteriano deseado necesario para la preparacion probidtica. En una realizacion especifica,
las bacterias probiéticas se cultivan en el sustrato de cultivo hasta que alcanzan una concentracién de entre 1 x 10°
y 1 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro. En este punto el cultivo (o la fermentacion) se puede enfriar
hasta aproximadamente 4 °C y la combinacion de temperatura, pH, fase de crecimiento y composicion de sustrato
residual proporciona las condiciones de equilibrio que permiten el mantenimiento de un estado de crecimiento cerca
del equilibrio durante el almacenamiento a largo plazo. En este estado cercano al equilibrio, que se puede mantener
durante un periodo de al menos 5-6 meses, se mantiene la poblacién de bacterias probiéticas metabdlicamente
activas, normalmente en un intervalo de 10° a 10° células viables por mililitro. Se apreciara que el numero preciso de
células viables en un estado cercano al equilibrio puede variar de alguna manera dependiendo de las especies de
bacterias probidticas utilizadas. Normalmente, que el recuento bacteriano (ufc/ml) sea “estable” significa que no
varian mas de 1 unidad de logi, 0 mas preferentemente mas de 0,5 unidades logiy, cuando el producto se
almacena a 4 °C durante 5 meses y/o cuando se almacenan a 25 °C durante 4 meses.

El método de fabricacion implica una etapa de cultivo en el que las bacterias probiéticas se cultivan en un sustrato
de cultivo hasta que alcanzan una concentracion que hace posible que se consiga la condicién cercana al equilibrio
durante el almacenamiento posterior. Una caracteristica importante del método es que el sustrato que se utiliza
proporciona un suministro equilibrado de nutrientes que contiene una mezcla de carbohidratos complejos y aztcares
simples donde una alta proporcion del contenido de carbohidratos esta en forma de carbohidratos complejos que se
pueden utilizar como fuente de energia por las bacterias probidticas. Esta mezcla ayuda a limitar la energia
disponible inmediata durante la etapa de cultivo. La composicion y las caracteristicas preferidas del sustrato de
cultivo es/son preferentemente como se ha descrito anteriormente. El sustrato de cultivo se prepara preferentemente
de granos de cereales malteados utilizando el método de fabricacion descrito en el presente documento, y es
normalmente un extracto de cebada germinada. Se apreciara, sin embargo, que no es estrictamente necesario
utilizar un sustrato de cultivo preparado de acuerdo con este método. Se pueden conseguir resultados similares
utilizando un sustrato de cultivo preparado sintéticamente mezclando las proporciones necesarias de carbohidratos
complejos y azlcares simples, proteinas y péptidos.

La etapa de cultivo se debe llevar a cabo de tal manera que se tenga cuidado de no cultivar bacterias durante mucho
tiempo, para evitar la produccién de condiciones acidas que inhibirian de otra manera el crecimiento posterior asi
como limitaria el periodo de almacenamiento de la preparacion resultante. Por otra parte, si la etapa de cultivo se
termina prematuramente, esto limitara la produccion de biomasa. El pH de la preparacion durante el cultivo de las
bacterias probidticas se puede utilizar como un indicador del estado cercano al equilibrio. En una realizacién tipica,
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los cultivos de bacterias acidolacticas se pueden cultivar hasta que se alcanza un pH de 4,5 +/- 0,3 unidades.

Se apreciara que el pH del sustrato de cultivo puede variar de alguna manera dependiendo del intervalo de pH
optimo de la bacteria probidtica que se utilice. En una realizacion tipica (adecuada para bacterias acidolacticas) el
pH se deberia mantener en el intervalo de desde 3,8 a 4,5 durante el almacenamiento. Se afiaden preferentemente
tampones, tales como de citrato tri-sédico y fosfatos al sustrato de cultivo para controlar el pH durante el crecimiento
de la bacteria probidtica y el almacenamiento posterior.

Se apreciara que el tiempo exacto de la etapa de cultivo de la bacteria probiética hasta un estado cercano al
equilibrio depende de la especie utilizada. El cultivo de las bacterias probiodticas se puede llevar a cabo en cualquier
aparato de cultivo adecuado. En realizaciones especificas la etapa de cultivo se puede llevar a cabo mediante la
fermentacion en un matraz de fermentacion. Las bacterias probiéticas utilizadas son bacterias acidolacticas de los
géneros Enterococcus y Lactobacillus, y mezclas de los mismos, como se ha descrito anteriormente. Si dichas
especies se van a cultivar utilizando un medio de cultivo “convencional” que consista en muchos azucares simples
fermentables el exceso de suministro de energia daria lugar a un exceso de la produccién de acido por las bacterias
acidolacticas, que limitaria la produccién de biomasa y la vida de almacenamiento del cultivo resultante. Por el
contrario, la mezcla de carbohidratos complejos y azlcares simples presentes en el sustrato de cultivo utilizado en el
método de fabricacion descrito en el presente documento suministra la energia para el crecimiento en la etapa inicial
de cultivo y también para el mantenimiento durante el almacenamiento del producto.

La etapa de cultivo se puede llevar a cabo utilizando una Unica especie de bacteria probidtica, y se pueden cultivar
dos o0 mas especies bacterianas independientemente en medios de cultivo separados y luego mezclarlas antes o
después de la etapa de enfriamiento. Los sustratos de cultivo utilizados para el cultivo independiente de dos o mas
especies bacterianas diferentes pueden ser de la misma o diferente composicién. Por tanto, es posible optimizar las
condiciones de cultivo para los cultivos de especies bacterianas individuales y luego combinar los cultivos para el
almacenamiento en condiciones que permitan el mantenimiento del crecimiento en equilibrio para cada una de las
especies individuales en el cultivo.

En otros métodos de fabricacién, se pueden cultivar dos o mas especies bacterianas diferentes en un Unico cultivo
en el mismo sustrato de cultivo, a condicién de que sus tasas de crecimiento sean comparables de manera que una
especie no domine la poblacion.

A continuacién de la etapa de cultivo, la preparacién probidtica se puede analizar por métodos convencionales para
determinar la pureza microbioldgica y el recuento de bacterias probiodticas. También es posible cultivar dos o mas
combinaciones diferentes de bacterias probidticas juntas en sustratos de cultivo separados y luego combinar los
cultivos en una preparacion probiética final. Un cultivo de combinacién se podria mezclar de manera similar con un
cultivo de especies bacterianas Unicas.

Los cultivos de partida para la etapa de cultivo del método incluyen, por ejemplo, bacterias secadas por congelacion
o cultivos liquidos.

Se apreciara que la preparacion probidtica se puede utilizar inmediatamente pero mas habitualmente la preparacion
se almacenara antes de su uso. La temperatura 6ptima para el almacenamiento con el fin de mantener el estado de
crecimiento cercano al equilibrio en los cultivos es aproximadamente de 4 °C pero el lector experto apreciara que la
temperatura podria variar de alguna manera. Como se ha sefalado anteriormente, la preparacion probidtica es
estable durante al menos 4 meses incluso cuando se almacena a temperatura ambiente (a aproximadamente 25 °C).
Por conveniencia, se pueden dispensar alicuotas de la preparacion probidtica producida por el método en un envase
estéril adecuado antes del almacenamiento a largo plazo.

Es una ventaja clave de la preparacion descrita en el presente documento que el producto mantiene la viabilidad e
integridad [de las bacterias probidticas] cuando se almacena por periodos extensos, normalmente durante al menos
5 0 6 meses. Sin embargo, se apreciara que no es esencial para el método que la preparacion probidtica se tenga
que almacenar actualmente durante 5-6 meses antes de su uso.

Para evitar el crecimiento de hongos o levaduras, se puede afiadir un agente antifungico tal como sorbato potasico
estéril, antes del almacenamiento de la preparacion probidtica. Los agentes antifingicos son en primer lugar para
evitar el deterioro por levaduras u hongos durante el uso por los usuarios finales, una vez que el envase del producto
se ha abierto. Ademas, se puede afiadir un antioxidante, por ejemplo, vitamina C para ayudar a prevenir el deterioro
del producto durante el almacenamiento. Se apreciara que también se pueden utilizar otros agentes bien conocidos
en la técnica como agentes antifingicos o antioxidantes.

Un método alternativo de produccion de la preparacion probidtica que no necesita una etapa de cultivo activa implica
simplemente inocular el sustrato de cultivo (por ejemplo, el extracto de cebada germinada preparado como se
describe en el presente documento) con un cultivo(s) de bacterias probiéticas. Los cultivos de partida para el método
incluyen, por ejemplo, bacterias secadas por congelacion o cultivos liquidos. El sustrato de cultivo se puede inocular
con una o mas especies bacterianas. Preferentemente, la concentracion de las células viables en el cultivo de
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partida es un exceso de 10° células viables por mililitro.

La invencion se entendera adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos experimentales no limitantes:
Ejemplo 1. Produccion de un sustrato de cultivo, utilizando un medio basado en cebada

(A) Germinacion (malteado)

Dia 1

La cebada (semillas o granos de una muestra malteada) se empaparon con agua durante 2 a 24 horas, dependiendo
del lote del grano. Se puede incluir en el agua un 0,1 % (p/v) de hipoclorito sédico (lejia) para inhibir el crecimiento
de contaminantes durante la fase de germinacion. Después de 4 horas, el agua se drena de los granos y se dejan
los granos en reposo a temperatura ambiente de 10 a 30 °C durante aproximadamente 1 dia.

Dia 2

Los granos se empapan en agua limpia durante otro periodo de 4 horas. Se puede afiadir al agua peroxido de
hidrégeno (un 0,1 % p/v) para este y los remojos posteriores. El peroxido de hidrégeno proporciona oxigeno a los
granos geminados, y actia como un desinfectante. De manera alternativa, se puede utilizar hipoclorito sodico.
Después de 4 horas, se drena el agua de los granos y se dejan los granos en reposo durante aproximadamente 1
dia. El agitado ocasional (por ejemplo, cada 4 horas) de los granos puede mejorar la germinacion aumentando el
intercambio gaseoso, proporcionando oxigeno y retirando el diéxido de carbono.

Dia 3 en adelante

El ciclo de empapado, drenaje y reposo se continla hasta que las raicillas que emergen de los granos en
germinacion tiene 2 a 4 mm de longitud. Este estado de crecimiento indicaba que los granos habian producido
enzimas para la movilizacién de nutrientes almacenados. Estas enzimas son centrales para la produccién posterior
del medio de cultivo, durante el ‘macerado’. Se podria permitir una modificacién mas extensa de los granos, dejando
la fase de germinacidon hasta que las raicillas tienen varios milimetros de longitud. Sin embargo demasiado
crecimiento simplemente convertira los nutrientes en raices y brotes vegetales, que no se pueden utilizar en la
fermentacion.

(B) Paso del rodillo

Cuando los granos habian germinado suficientemente, se molieron con una moledora de rodillo. El molido se ajusto
de manera que los granos se abran por rotura pero no se destruyan ni se aplanen completamente. La rotura de los
granos permite el acceso del agua y la extraccién de nutrientes durante el macerado, mientras que evitando la
destruccion de los granos ayuda en las etapas de filtracion.

(C) Preparacion de un sustrato de cultivo

Los granos geminados molidos, se mezclaron con agua suficiente para cubrirlos, a 45 °C, y se dej6 la mezcla a
45 °C durante 1 hora.

Después de 1 hora a 45 °C, la temperatura se aumenté hasta 78 °C durante un periodo de 30 minutos.

Se permitid que la muestra reposara a 78 °C durante 1 hora. Después del reposo a 78 °C, los granos gastados se
separaron por filtracion. Se utilizé un filtro relativamente grueso (por ejemplo, una cesta de hilo trenzado de 1 mm de
hueco) dando lugar a una solucién que contenia cantidades significativas de solidos suspendidos. Los granos
gastados se desecharon y el liquido se tratdé entonces por calor para pasteurizarlo o esterilizarlo. En este
experimento particular el liquido se cocid durante 45 minutos. Se afiadié entonces un tampdn (un 0,5 % (p/v) de
citrato tri-sddico) y la mezcla se coci6 durante 15 minutos adicionales para dar lugar al sustrato de cultivo final.

Ejemplo 2: Analisis del sustrato de cultivo

(a) Analisis de carbohidratos:

El contenido total de carbohidratos se determiné utilizando el ensayo de acido sulfurico-fenol, con glucosa como
referencia convencional (Dubois, M., Gilles, K. A., Hamilton, J. K., Rebers, P. A. y Smith, F. (1956) Analytical
Chemistry, vol. 28., p. 350).

Los azUcares reductores se determinaron utilizando el método de Nelson-Somogyi, de nuevo con glucosa como

referencia convencional (Somogyi, M. (1952) Journal of Biological Chemistry., vol. 195., p. 19). Ambos azucares
complejos y simples tienen extremos reductores, pero los azucares simples tienen un nimero mayor de extremos
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reductores por unidad de masa. Por lo tanto, mientras que el método de Nelson-Somogyi detecta azicares
complejos, la sefial es tan baja que es insignificante. EI método de Nelson-Somogyi da por lo tanto una buena
aproximacion del nivel de azucares simples en una muestra.

Resultados:

Los azucares totales en el sustrato estan en el intervalo de 20 a 40 mg/ml (miligramos por mililitro)

Los azucares reductores estan en el intervalo de 5 a 20 mg/ml.

(b) Analisis de proteinas y péptidos:

La proteina total se determind utilizando dos ensayos, con albumina sérica bovina como referencia convencional:
(i) El reactivo Biuret (Itzhaki, R. F y Gill, D. M. (1964) Analytical Biochemistry, Vol. 9., p. 401-410.
(ii) El método Lowry, modificado por Ohnishi y Barr. (Ohnishi, S. T. y Barr, J. K. (1978) Journal of Biological
Chemistry, Vol. 193, p. 265).

Los péptidos con peso molecular por encima de 5000 daltons se determinaron utilizando el reactivo de Bradford
(Bradford, M. M. (1976) Analytical Biochemistry, Vol. 72, p. 248-254).

Resultados:
La proteina total y los péptidos estan en el intervalo de 1 a 2 miligramos por mililitro.

Los péptidos de alto peso molecular (mayores de 5000 daltons) estan en el intervalo de 100 a 300 microgramos por
mililitro.

Ejemplo 3: Produccion de un cultivo bacteriano metabolicamente activo
(A) Fermentacion

El sustrato de cultivo preparado de acuerdo con el ejemplo 1 se enfri6 a 37 °C y se afadieron los cultivos
bacterianos. Ejemplos de un indculo adecuado son bacterias secadas por congelacion o cultivos de partida liquidos
(normalmente un 1 % (v/v) de un cultivo de una noche en caldo de nutrientes).

En este ejemplo se cultivaron las siguientes bacterias en dos matraces:

(i) Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum;
(ii) Una cepa de Lactobacillus casei que ahora se ha re-clasificado como Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus.

Se llevé a cabo la fermentacién durante 16-20 horas, hasta que el pH alcanzé 4,5 +/- 0,3 unidades. La mezcla de
fermentacion se enfrio a 4 °C y se sometié a técnicas convencionales para evaluar la calidad (para determinar la
pureza y el recuento de las bacterias).

En este punto, se puede afiadir sorbato potasico estéril (un 0,005 % p/v de concentracion final) al caldo fermentado.
Esto actua para inhibir el crecimiento de cualquier hongo o levadura que pueda aparecer debido a contaminacion
durante el manejo por el usuario final. También se puede afiadir vitamina C (un 0,01 % p/v de concentracién final)
como antioxidante.

A continuacion de los ensayos para asegurar la calidad, se pueden mezclar diferentes lotes para dar los productos
con mezclas complejas de especies bacterianas, si fuera necesario.

En el ejemplo que se presenta aqui, la mezcla de dos lotes de bacterias daba lugar a un producto final que contenia
las bacterias Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus y la cepa de Lactobacillus
casei que se ha re-clasificado ahora como Lactobacillus rhamnosus.

Los lotes de este producto final contienen normalmente 2,3 g de carbohidratos por 100 ml, de los cuales 0,7 g son
azucares y 1,6 g son de almidén. El recuento bacteriano en el producto final es normalmente menor de 1,0 x 10° de
L. acidophilus y normalmente al menos 1,0 x 10" de cada uno de L. plantarum, E. faeciumy la cepa de Lactobacillus
casei que ahora se ha re-clasificado como Lactobacillus rhamnosus.

Los lotes del producto final se ensayaron en cuanto a la presencia utilizando el ensayo ELISA de Gliadina y se

determiné que contenian menos de 15 ppm de gluten, y mas habitualmente menos de 10 ppm de gluten,
satisfaciendo la definicion del Codex Alimentarius de libre de gluten.
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El producto Symprove™ descrito en el presente documento esta disponible en el mercado en Multigerm UK
Enterprises Ltd.

Ejemplo 4: Efectos beneficiosos de la preparacion en el tratamiento del Sindrome de Colon Irritable

Un estudio de 186 pacientes con IBS clasificado como Roma lll, demostraba que un producto preparado de acuerdo
con el ejemplo 3 (al que se hace referencia en el presente documento como Symprove™, disponible en el mercado
en Multigerm UK Enterprises Ltd.), que comprende una mezcla de Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum y una cepa de Lactobacillus casei que ahora se ha re-clasificado como Lactobacillus
rhamnosus, puede mejorar incluso los sintomas de IBS mas graves.

Este ensayo estaba controlado por placebo, aleatorizado, con ocultacion doble en un Unico centro que implicaba el
tratamiento con Symprove™ (1 ml/kg de peso corporal) frente a un placebo durante 3 meses. Los pacientes se
reclutaron de dos grandes GP practicos de Londres y de las referencias de los GP al Departamento del King’'s
College Hospital, Londres. En todos los pacientes habian fallado los tratamientos de primera y segunda linea
convencionales para los GP. Se exploraron 391 pacientes iniciales para el ensayo y 186 eran elegibles y
consintieron al ensayo (cumplian los criterios de ROMA |Il, exclusion de enfermedad organica por extensa
investigacion incluyendo permeabilidad intestinal, calprotectina fecal, endoscopia, endoscopia de capsula sin cables,
colonoscopia y radiologia cuando estaba indicada). Utilizando un protocolo de aleatorizacién por computadora de
dos estadios, simple no estratificado (el generador de niumeros pseudo-aleatorio tornado Mersenne) 124 recibieron
el tratamiento activo y 62 el placebo. La medicion del resultado principal era la reduccion de la valoracion de
gravedad de sintomas de IBS (IBS-SSS) a los 3 meses. Todos los pacientes eran sintomaticos con una IBS-SSS >
150.

No habia diferencias significativas entre los dos grupos de tratamiento con respecto a los detalles demograficos
(relacion masculino/femenino, edad media, duracién de la enfermedad o tratamientos previos). No habia diferencias
significativas (p > 0,1) en las valoraciones IBS-SSS pre-tratamiento entre los pacientes tratados con el activo 303 +
68 de la media + SD) y el placebo (306 + 80) (p = 0,841). Durante la ultima semana de tratamiento (la semana 12)
habia una mejora mayor estadisticamente significativa (p < 0,027) en la media de IBS-SSS (230 + 109) en los
pacientes tratados con Symprove™ en comparacion con el placebo 270 + 103). El numero de salidas durante el
estudio no se diferenciaba significativamente entre los 2 grupos y no fueron evidentes eventos adversos graves.

Los datos recopilados de este estudio dirigido por investigadores con doble ocultaciéon utilizando un comparador
enmascarado, demuestra una mejoria estadisticamente significativa en la gravedad de los sintomas de IBS (pre-
ensayo frente a las dos Ultimas semanas de tratamiento; medida por el indice de gravedad de sintomas de IBS) con
el producto preparado de acuerdo con el ejemplo 3 (al que se hace referencia en el presente documento como
Symprove ™) cuando se comparaba con el placebo (p = 0,012). El estudio era mas robusto que la mayoria de otros
estudios de probiéticos en IBS, e implicaba un periodo de tratamiento de 3 meses en pacientes con IBS en los que
habian fallado los tratamientos de primera y segunda linea y en los que los sintomas eran suficientemente graves
para que los GP los refirieran al hospital. Esos pacientes constituyen el tope del 1 % de gravedad de sintomas.

El éxito de este ensayo indica que la patologia subyacente del IBS — cualquiera que sea su naturaleza exacta — se
afrontd por tratamiento con el producto del ejemplo 3.

Ejemplo 5: Comparacion del producto del ejemplo 3 con otros probioéticos a pH fisiolégico

Se compararon un producto probiético secado por congelacion multi-cepa de propiedad (al que se hace referencia
en el presente documento como MS-FD), un producto probiético basado en leche de una Unica cepa (al que se hace
referencia en el presente documento como SS-MB) y el producto final del ejemplo 3 (identificado en el presente
documento como Symprove™, un probiético de multiples cepas que contiene células bacterianas metabdlicamente
activas, viables), inoculando un caldo MRS de pH conocido mantenido a 37 °C con cada producto de acuerdo con
las instrucciones de los fabricantes. Se colocaron en placas entonces alicuotas de cada uno en gel de agar cada 30
minutos durante 6 horas, se incubaron y se llevé a cabo el recuento de las ufc.

AunpH®6 ambos probidticos de multiples cepas alcanzaban recuentos de ufc estables, el MS-FD alcanzaba el pico
a22x10°%y el SymproveT’V' alcanzaba 1,1 x 10° ufc sobre Ias seis horas, el probiotico de una unica cepa (SS-MB)
daba lugar a un recuento mas bajo con como mucho 2,4 x 10° ufc detectable sobre las 6 horas. A un pH 3 tanto MS-
FD como SS-MB presentaban un rapido descenso de los recuentos de ufc en cada punto de datos sucesivo de 30
minutos, ambos cayeron por debajo de las 1000 ufc a las 6 horas. El producto Symprove™ mantenia recuentos de
ufc estables por encima de 10° en todos los puntos de datos con un aumento de las ufc que se volvia aparente
después de 4 horas y alcanzaba 4,8 x 10’ a las seis horas. Los resultados se representan en las figuras 1y 2.

En este modelo, el producto Symprove™ era el unico probidtico que demostraba la capacidad de suministrar
recuentos de ufc consistentes inmediatamente después, y durante seis horas a continuacion de la inoculacién a dos
niveles de pH fisiologicos. En este experimento, el producto Symprove™ suministraba el recuento final de ufc mas
alto tanto a pH 3 como a pH 6.
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacion probiética que comprende bacterias probidticas metabdlicamente activas, viables en un sustrato
liquido no lacteo, para su uso en el tratamiento del Sindrome de Colon Irritable, donde la preparacién probiotica
comprende una mezcla de Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, y Lactobacillus
casei o Lactobacillus rhamnosus o ambos Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus.

2. La preparacion probidtica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la preparacion probidtica
comprende una mezcla de carbohidratos complejos y azucares simples, donde la relacion de contenido de
carbohidratos totales respecto al contenido de azucares reductores de la preparacion probidtica esta en el intervalo
de desde 8:1 a 2:1.

3. La preparacion probidtica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde
el recuento total de bacterias metabdlicamente activas en la preparacion esta en el intervalo de desde 1,0 x 10%a 1,0
x 10° células viables por mililitro.

4. La preparacion probidtica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 donde el recuento total de al menos uno
de, y mas preferentemente de cada uno de Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus casei o
Lactobacillus rhamnosus o una combinacién de Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus en la preparacion es
al menos de 1,0 x 10° células viables por mililitro.

5. La preparacion probiotica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 donde el recuento total de al menos uno
de, y mas preferentemente de cada uno de Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus casei o
Lactobacillus rhamnosus o una combinacion de Lactobacillus casei y Lactobacillus rhamnosus en la preparacion es
al menos de 1,0 x 107 células viables por mililitro.

6. La preparacion probidtica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde
la preparacioén probidtica tiene un contenido total de carbohidratos en el intervalo de desde 20 mg/ml a 40 mg/ml y
un contenido de azucares reductores en el intervalo de desde 5 mg/ml a 20 mg/ml.

7. La preparacion probiotica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que
comprende adicionalmente proteinas y péptidos, donde la cantidad total de proteinas y péptidos esta en el intervalo
de desde 1 mg/ml a 2 mg/ml y donde la cantidad total de péptidos de alto peso molecular esta en el intervalo de
desde 100 pg/ml a 300 pg/ml.

8. La preparacion probidtica para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde
el pH de la preparacion se mantiene en el intervalo de desde 3,8 a 4,5.

9. La preparacién probiética para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la
preparacion probiotica se prepara cultivando la cepa(s) bacteriana probidtica en un extracto de cebada germinada.

10. La preparacién probiética para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde
la preparacion comprende adicionalmente un agente antifungico preferentemente donde el agente antifingico es
sorbato potasico esterilizado.

11. La preparacién probiética para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde
la preparacion comprende adicionalmente un antioxidante preferentemente donde el antioxidante es vitamina C.

12. La preparacion probidtica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para su
uso en el tratamiento de pacientes diagnosticados con Sindrome de Colon Irritable clasificado como Roma 1.

13. La preparacion probidtica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para su
uso en el tratamiento de pacientes diagnosticados con Sindrome de Colon lIrritable en los que han fallado los
tratamientos de primera y segunda linea para el Sindrome de Colon Irritable.

14. La preparacion probidtica para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para el

tratamiento de pacientes con una valoracion de gravedad de los sintomas del Sindrome de Colon Irritable mayor de
150.
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Figura 2
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