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DESCRIPCION
Método para prevenir y/o tratar la resistencia a la insulina
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion esta en el campo de la medicina. La invencidn esta dirigida a bacterias de los
taxones Eubacterium halli et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel. que se usan opcionalmente en una composicion
farmacéutica, de alimentos o de piensos, para usar como un medicamento, en particular para prevenir y/o tratar la
resistencia a la insulina y/o las complicaciones relacionadas con la resistencia a la insulina, como el sindrome
metabdlico, la dislipidemia y la diabetes mellitus tipo 2.

Antecedentes de la invencion

[0002] La obesidad es principalmente una consecuencia de los habitos nutricionales y fisicos perjudiciales con
un contexto genético desfavorable. Es un factor de riesgo importante para el desarrollo de afecciones médicas
comunes como el sindrome metabdlico, la diabetes mellitus tipo 2 y las enfermedades cardiovasculares. Como érgano
metabdlicamente activo, el intestino humano contiene una densa y diversa comunidad de microorganismos, dominada
por mas de mil especies bacterianas diferentes. Existe una creciente evidencia del papel de la microbiota intestinal en
el metabolismo del huésped.

[0003] Los filos que representan la gran mayoria de la microbiota intestinal incluyen los Bacteroidetes,
Proteobacterias y Verrucomicrobia Gram negativos, asi como los Firmicutes y Actinobacteria Gram positivos.
Anteriormente se demostré que la microbiota intestinal contribuye al desarrollo de la obesidad inducida por la dieta en
ratones. La microbiota col6nica en ratones obesos parecia estar caracterizada por una menor diversidad microbiana
y un enriquecimiento en usuarios de carbohidratos y de lipidos. Supuestamente, el acetato de acidos grasos de cadena
corta, el propionato y el butirato producidos por bacterias intestinales especificas podrian servir como una sefial que
influye directamente en la sensibilidad de la insulina hepatica y periférica del huésped. Por otro lado, investigaciones
recientes demostraron que una menor diversidad microbiana intestinal en ratones estaba asociada con la inflamacion
cronica inducida por endotoxemia y el desarrollo posterior de resistencia a la insulina.

[0004] El documento W02008/076696 se refiere a un método y composiciones para regular el balance de
energia en un sujeto, y describe que el balance de energia de un sujeto puede modularse alterando la poblacion de
microbiota intestinal del sujeto.

[0005] En los seres humanos, la microbiota coldnica alterada se ha correlacionado con la obesidad, pero no
existe consenso sobre los grupos bacterianos especificos de especies y la evidencia de un papel causal. Como existen
fenotipos metabolicos sanos y obesos poco saludables basados en la ausencia o presencia de resistencia a la insulina,
los informes publicados sobre las asociaciones entre la composicion de la microbiota intestinal y la obesidad humana
parecen estar comprometidos por la heterogeneidad en el fenotipo obeso, diversos factores de confusién (por ejemplo,
la dieta, el uso de medicamentos) y métodos en desarrollo para analizar la microbiota intestinal. Esto es
particularmente cierto para la microbiota del intestino delgado que es relativamente inaccesible pero esta expuesta a
una superficie grande. Se ha encontrado que la diversidad microbiana del intestino delgado es mas pequefia que la
del colon y esta notablemente enriquecida en bacterias que pertenecen a Lactobacillales y Veillonella spp. (Booijnk y
col. 2010 Env Microbiol 12: 3213-27). Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica de encontrar otros medicamentos
adecuados para tratar y/o prevenir la resistencia a la insulina y/o la diabetes mellitus tipo 2, preferiblemente
medicamentos que puedan incorporarse facilimente en el estilo de vida del paciente, por ejemplo en forma de
composiciones alimenticias para el consumo diario.

Breve descripcién de la invencion

[0006] La invencion se define por las reivindicaciones.

[0007] La presente invencion se relaciona con Eubacterium hallii o parientes que tienen al menos un 98 % de
identidad de secuencia con la secuencia ARNr 16S de Eubacterium hallii, y/o Alcaligenes faecalis o parientes que

tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de ARNr de Alcaligenes faecalis, para uso en
la prevencién y/o tratamiento de la resistencia a la insulina y/o complicaciones relacionadas con la resistencia a la
insulina seleccionadas de sindrome metabdlico, dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 y resistencia a la insulina en
enfermedades endocrinas, como en sujetos obesos con diabetes mellitus tipo 1, enfermedad de Cushing y sindromes
de lipodistrofia.

[0008] En un segundo aspecto, la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica, alimentaria
o de pienso que comprende Eubacterium hallii o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia
con la secuencia de ARNr 16S de Eubacterium hallii, y/o Alcaligenes faecalis o parientes que tienen al menos 98 %
de identidad de secuencia con la secuencia de ARNr 16S de Alcaligenes faecalis, para su uso en la prevencién y/o
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tratamiento de la resistencia a la insulina y/o complicaciones relacionadas con la resistencia a la insulina, en donde
las complicaciones relacionadas con la resistencia a la insulina se seleccionan de sindrome metabdlico, dislipemia,
diabetes mellitus tipo 2 y resistencia a la insulina en enfermedades endocrinas, como en sujetos obesos con diabetes
mellitus tipo 1, enfermedad de Cushing y sindromes de lipodistrofia.

Definiciones

[0009] Segun se usa en el contexto de la presente invencién, el término "resistencia a la insulina" tiene su
significado comun en la técnica. La resistencia a la insulina es una condicién fisiolégica en la que la hormona natural,
la insulina, se vuelve menos efectiva para reducir los niveles de azlcar en la sangre. El aumento resultante en la
glucosa en la sangre puede elevar los niveles fuera del rango normal y causar efectos adversos para la salud como el
sindrome metabdlico, la dislipidemia y, posteriormente, la diabetes mellitus tipo 2. El término "complicaciones
relacionadas con la resistencia a la insulina" y "afecciones relacionadas con la resistencia a la insulina", como se usa
en este documento, se seleccionan de sindrome metabdlico, dislipidemia y diabetes mellitus tipo 2, asi como
resistencia a la insulina en enfermedades endocrinas (por ejemplo, sujetos obesos con diabetes mellitus tipo 1,
enfermedad de Cushing y sindromes de lipodistrofia). El término “et rel.” utilizado en la descripcién significa "o
parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de ARNr 16S". La adicion "et rel."
detras del nombre de grupo de tipo género (nombre de grupo de nivel 2) significa “y parientes”(“et relatives" en inglés),
que indica a todos los parientes de este grupo filogenético, es decir, aquellos indicados en la Tabla 3 del documento
WO 2011/043654 (que se incorpora aqui como referencia), en la columna titulada "nivel 3". Esta informacion, incluidas
las secuencias genéticas indicadas de ARNr 16S, se puede usar para desarrollar cebadores de PCR especificos o
sondas LCR para detectar uno o mas miembros de estos grupos. En alguna literatura el término "et rel." se sustituye
por "de tipo" para indicar el hecho de que el grupo incluye mas de una especie relacionada. Sin embargo, esta es una
designacién bastante ambigua y, por lo tanto, todos los términos con "et rel." se definen claramente en la Tabla 3 del
documento WO 2011/043654, que también ha sido publicado por Rajilic-Stojaniovic y col. (2007. Environ. Microbiol.
9 (9): 2125-2136).

[0010] En el contexto de la invencién, un sujeto puede ser un animal o un ser humano. Preferiblemente, el
sujeto es un ser humano. Un "sujeto sano" como se menciona en este documento no sufre de resistencia a la insulina
y/o diabetes mellitus, y preferiblemente no sufre de ninguna afeccién o enfermedad del tracto gastrointestinal, y mas
preferiblemente no sufre de ninguna afeccion o enfermedad conocida. Preferiblemente, un "sujeto sano" como se
menciona aqui tiene un indice de Masa Corporal (IMC) del orden de entre 18,5 y 24,9 kg/m2.

[0011] Tal como se usa en este documento, el nivel de bacterias de los taxones Eubacterium halli et rel. y/o
Alcaligenes faecalis et rel. en una muestra, por ejemplo, una muestra intestinal (por ejemplo, duodenal o fecal),
aumenta cuando es significativamente mas alta que el nivel de dichas una o mas bacterias en una muestra de control,
por ejemplo, una muestra de control intestinal (por ejemplo, duodenal o fecal). También se considera aumentado
cuando el nivel de bacterias de los taxones Eubacterium halli et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel. en una muestra es
de al menos el 5 %, tal como un 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 % mas alto que las bacterias
de los taxones Eubacterium halli et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel. en la muestra control. La "muestra de control"
como se usa en el presente documento se refiere a una muestra tomada de un sujeto que recibe tratamiento mediante
la administracion de bacterias de los taxones Eubacterium halli et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel. antes de la
administracion de bacterias de los taxones Eubacterium halli et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel., opcionalmente en
una cantidad efectiva.

[0012] Tal como se usa en el presente documento, el término "cantidad efectiva" se refiere a una cantidad
suficiente para lograr un efecto terapéutico y/o profilactico deseado, por ejemplo, una cantidad que resulta en el
tratamiento y/o prevencién de la resistencia a la insulina y/o complicaciones relacionadas como la dislipidemia y la
diabetes mellitus tipo 2, asi como la resistencia a la insulina en enfermedades endocrinas (p. €j., sujetos obesos con
diabetes mellitus tipo 1, enfermedad de Cushing y sindromes de lipodistrofia. En el contexto de las aplicaciones
terapéuticas o profilacticas, la cantidad de bacterias administradas al sujeto dependera del tipo y la gravedad de la
enfermedad o afeccion y de las caracteristicas del sujeto, como la salud general, la edad, el sexo, el peso corporal y
la tolerancia a los farmacos. También dependera del grado, la gravedad y el tipo de enfermedad o afeccion. El experto
en la materia podra determinar las dosis apropiadas dependiendo de estos y otros factores. Las bacterias también
pueden administrarse en combinacién con uno o0 mas compuestos terapéuticos adicionales. Por ejemplo, con la frase
una "cantidad terapéuticamente efectiva" de las bacterias se hace referencia a los niveles de las bacterias que
conducen a una mejora de los efectos fisiol6gicos de una enfermedad o afeccién asociada con la resistencia a la
insulina y/o complicaciones relacionadas como la dislipidemia y la diabetes tipo 2 mellitus asi como resistencia a la
insulina en enfermedades endocrinas (p. €j., sujetos obesos con diabetes mellitus tipo 1, enfermedad de Cushing y
sindromes de lipodistrofia. El experto en la materia sera capaz de determinar cuando se ha tratado o prevenido dicha
enfermedad o afeccion.

[0013] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se utilizan en

su sentido no limitativo para indicar que se incluyen los elementos que siguen a la palabra, pero no se excluyen los
elementos que no se mencionan especificamente. Ademas, el verbo "consistir" puede ser reemplazado por "consistir
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esencialmente en" lo que significa que una composicion de la invencion puede comprender componentes adicionales
a los identificados especificamente, dichos componentes adicionales no alteran las caracteristicas Unicas de la
invencion.

[0014] Ademas, la referencia a un elemento por el articulo indefinido "un" o "una" no excluye la posibilidad de
gue haya mas de uno de los elementos, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y solo uno de los
elementos. El articulo indefinido "un" o "una" por lo general significa "al menos uno".

Descripcion detallada de la invencion

[0015] Los presentes inventores han encontrado un papel causal de la microbiota del intestino delgado en la
resistencia a la insulina y la dislipidemia. Dieciocho sujetos varones con sindrome metabdlico recién diagnosticado se
sometieron a biopsias del intestino delgado y al posterior lavado intestinal con polietilenglicol a través de la insercién
del tubo duodenal, seguido de una asignacion aleatoria a trasplantes fecales alogénicos o autélogos. En el grupo
alogénico de trasplante fecal que se realizé en 9 sujetos, el material fecal se derivo de un donante sano y magro. El
grupo de trasplante aut6logo incluy6 los otros 9 sujetos y estos recibieron su propio material fecal.

[0016] Se encontré que los sujetos del grupo alogénico se caracterizaban por una microbiota intestinal
sigmoidal diferente en comparacion con los del grupo autélogo segin se determind mediante analisis con un
microarray filogenético (el chip humano del tracto intestinal, HITChip) (Rajilic-Stojanovic. 2009. Environ. Microbiol. 11
(7): 1736-1751). Los niveles de ayuno de lipoproteinas ricas en TG (relacion TG/ApoB) se redujeron significativamente
en los sujetos en el grupo alogénico sin efecto después de la infusion de heces autélogas. Aungue el peso de los
sujetos permanecio estable, 6 semanas después del trasplante de heces, se observd una mejoria en la sensibilidad a
la insulina tanto periférica (Rd) como hepatica (supresién de EGP) 6 semanas en el grupo alogénico, mientras que no
se observaron cambios significativos en el grupo de tratamiento autélogo.

[0017] Los presentes inventores han identificado cambios en la microbiota del intestino delgado entre sujetos
que reciben trasplantes fecales alogénicos o autélogos. La comparacion de la composicién de la microbiota del
intestino delgado al inicio del estudio y después de 6 semanas en el grupo alogénico mostré un aumento de la
abundancia de bacterias relacionadas con el ileon: el habitat de Alcaligenes faecalis y Eubacterium halli, que produce
butirato. En particular, el Gltimo productor de butirato se redujo casi el doble después de la infusién en el grupo
autélogo. Bacterias pertenecientes a Eubacterium hallii et rel. incluyen anaerobios de crecimiento relativamente
rapido. Tienen la capacidad metabdlica para convertir el lactato en butirato en un proceso que necesita acetato (Munoz-
Tamayo y col. 2011 FEMS Microbiol Ecolo 76: 615-624). El lactato y el acetato son metabolitos abundantes en el
tracto intestinal superior que esta colonizado por, entre otros, estreptococos y lactobacilos que pueden producir estos
compuestos (Booijink y col. 2010, vide supra). Sin embargo, puede ser una realizacién especifica de la presente
invencion incluir los sustratos de lactato y acetato en la formulacién que contiene bacterias que pertenecen al taxén
Eubacterium hallii et rel. Las bacterias relacionadas con Alcaligenes faecalis (que pertenecen al taxén Alcaligenes
faecalis y col.) son bacterias anaerobias facultativas que degradan una variedad de sustratos: tienen la capacidad
inusual de producir 6xido nitroso y nitrico en condiciones de bajo oxigeno en presencia de amoniaco (Anderson y col.
1993 Appl Environ Microbiol 95: 3525-33). Como estas condiciones se cumplen en el intestino superior, es posible que
AlAlcaligenes faecalis produzca 6xido nitrico. Se ha propuesto que el 6xido nitrico es una terapia para el tratamiento
de pacientes con diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico (Ahanchi y col. 2008). Am J Physiol Heart Circ Physiol 295:
H2388-98). Sin embargo, el suministro de 6xido nitroso a través de su produccion por bacterias intestinales no se ha
descrito.

[0018] Por lo tanto, la presente invencién se refiere a bacterias del taxdn Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias
del taxén Alcaligenes faecalis et rel. para uso en la prevencién y/o tratamiento de la resistencia a la insulina y/o
complicaciones relacionadas con la resistencia a la insulina seleccionadas de entre sindrome metabdlico, dislipidemia
y diabetes mellitus tipo 2, asi como resistencia a la insulina en enfermedades endocrinas (p. €j., sujetos obesos con
diabetes mellitus tipo 1, enfermedad de Cushing o sindromes de lipodistrofia. En otra realizacién, la presente invencién
se refiere a bacterias del taxon Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxon Alcaligenes faecalis et rel. para su uso
en la prevencion y/o el tratamiento de una afeccion clinica en un mamifero, como el humano, que resulta de que la
insulina, la hormona endégena, se vuelve menos efectiva para reducir los niveles de azlcar en la sangre y los perfiles
subsiguientes de colesterol en plasma. Las condiciones clinicas incluyen sindrome metabdlico, dislipidemia y diabetes
mellitus tipo 2, asi como resistencia a la insulina en enfermedades endocrinas (p. €j., sujetos obesos con diabetes
mellitus tipo 1, enfermedad de Cushing y sindromes de lipodistrofia). Las bacterias de cualquiera de los taxones se
pueden usar solas como medicamento para los fines indicados, o las bacterias del taxdn Eubacterium hallii et rel. y
bacterias del taxon Alcaligenes faecalis et rel. pueden usarse juntas como un medicamento. Ademas, se puede usar
una combinacién de cualquiera de estos taxones de bacterias 0 bacterias de su taxén en conjunto con los agentes
terapéuticos utilizados actualmente en la préactica clinica (por ejemplo, biguanidas, derivados de sulfonuro, agonistas
de gamma PPAR, inhibidores de DPPIV y medicamentos inyectables como agonista de GLP1 y/o insulina exégena de
accion corta/larga).
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[0019] La presente invencion también se refiere a una composicién farmacéutica, alimentaria o de pienso que
comprende Eubacterium hallii et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel. para uso en la prevencion y/o tratamiento de la
resistencia a la insulina y/o complicaciones relacionadas como dislipidemia y diabetes mellitus tipo 2. La composicion
farmacéutica, de alimentos o piensos comprende preferiblemente una cantidad eficaz de Eubacterium hallii et rel. y/o
Alcaligenes faecalis et rel. Preferiblemente, la composicion farmacéutica, de alimentos o piensos comprende en total
entre aproximadamente 10° y aproximadamente 10%2, preferiblemente entre aproximadamente 108 y aproximadamente
102, bacterias del taxdn Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxdn Alcaligenes faecalis et rel. Preferiblemente,
dichas bacterias estan contenidas en un cierre diario.

[0020] En otro aspecto, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica, alimentaria o de
piensos que comprende Alcaligenes faecalis et rel., opcionalmente para uso como medicamento. Dicha composicion
puede comprender un portador, tal como un portador inerte.

[0021] Preferiblemente, la posicion mencionada en este documento es para administracion enteral u oral. Una
composicion para administracion enteral u oral puede ser una composicién alimenticia, una composicién de pienso o
una composicion farmacéutica. Dicha composicién alimenticia, composicién de pienso o composicién farmacéutica no
incluye composiciones fecales o composiciones derivadas de composiciones fecales.

[0022] Una composicion farmacéutica comprendera habitualmente un portador, tal como un portador
farmacéutico, ademas de las bacterias del taxdn Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxdn Alcaligenes faecalis
et rel. El portador es preferiblemente un portador inerte. La forma preferida depende del modo de administracién
previsto y de la aplicacion (terapéutica). Un portador farmacéutico puede ser cualquier sustancia compatible, no toxica,
adecuada para administrar bacterias del taxdon Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxén Alcaligenes faecalis et
rel. al tracto gastrointestinal de un sujeto. Por ejemplo, se puede usar agua estéril o solidos inertes como un portador
que suele complementarse con un adyuvante, un agente de tamponamiento, un agente dispersante y similares
farmacéuticamente aceptables. Una composicién estara en liquido, por ejemplo, una suspensién estabilizada de
bacterias del taxén Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxén Alcaligenes faecalis et rel., o en formas sdélidas,
por ejemplo, un polvo de bacterias liofilizadas del taxon Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxén Alcaligenes
faecalis et rel. En el caso de la liofilizacion, puede preverse un crioprotector como la lactosa, la trehalosa o el
glucégeno. Por ejemplo, para administracion oral, bacterias del taxon Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxén
Alcaligenes faecalis et rel. se pueden administrar en formas de dosificacién sélidas, como capsulas, pastillas y polvos,
o en formas de dosificacion liquidas, como elixires, jarabes y suspensiones. Bacterias del taxén Eubacterium hallii et
rel. y/o bacterias del taxdn Alcaligenes faecalis et rel. se pueden encapsular en capsulas como capsulas de gelatina,
junto con ingredientes inactivos y portadores en polvo, como por ejemplo glucosa, lactosa, sacarosa, manitol, almidén,
celulosa o derivados de celulosa, estearato de magnesio, acido estearico, sacarina de sodio, talco, carbonato de
magnesio y similares.

[0023] Una composicion preferida de acuerdo con la invencion es adecuada para el consumo por parte de un
sujeto, que es preferiblemente un animal humano o no humano. Dichas composiciones pueden estar en forma de un
complemento alimenticio o una composicidon alimenticia o alimentaria (en este documento, conjuntamente, se
denomina "composicion alimenticia"), que ademas de las bacterias del taxdn Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del
taxon Alcaligenes faecalis et rel. también contiene una base alimenticia adecuada. Alternativamente, dicha
composicion puede estar en forma de un suplemento alimenticio 0 un pienso o composicion alimenticia (en este
documento, conjuntamente, se denomina “"composicion alimenticia"). Una composicién de alimento o comida o
composicion de pienso se entiende aqui que incluye un liquido para consumo humano o no humano, es decir, una
bebida o brebaje. Un alimento o una composicién de alimentos o una composicion de pienso puede ser un alimento o
composicion de alimentos so6lido, semisoélido y/o liquido, y en particular puede ser un producto lacteo, tal como un
producto lacteo fermentado, que incluye, entre otros, un yogur, una bebida a base de yogur o suero de leche. Tal
alimento o composicion de alimento o composicion de pienso puede prepararse de una manera conocida, por ejemplo,
afnadiendo bacterias del taxén Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxén Alcaligenes faecalis et rel. a un alimento,
base alimenticia o base de pienso adecuado, en una cantidad adecuada. De manera similar, esto puede incluir el uso
de estas bacterias en forma encapsulada como se describié anteriormente, ya que tienen que pasar el bajo pH del
estomago. Esta también puede ser una forma preferida de reducir las trazas de butirato que estan asociadas con el
crecimiento de bacterias que pertenecen al taxén Eubacterium hallii et rel. y puede producir un sabor desagradable en
un alimento o en una composicion de alimentos. En otra realizacion, las bacterias del taxdn Eubacterium hallii et rel.
y/o bacterias del taxén Alcaligenes faecalis et rel. se pueden usar en 0 para la preparacién de un alimento o
composicion de alimento o composicién de pienso, por ejemplo, por fermentacion. Al hacerlo, las bacterias del taxén
Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxon Alcaligenes faecalis et rel. se puede usar de una manera conocida per
se para la preparacion de tales alimentos fermentados o composiciones alimenticias fermentadas o composiciones de
piensos fermentados, por ejemplo, de una manera conocida per se para la preparacion de productos lacteos
fermentados usando bacterias de acido lactico. En tales métodos, las bacterias del taxén Eubacterium hallii et rel. y/o
bacterias del taxén Alcaligenes faecalis et rel. se pueden usar ademas de un microorganismo que se usa
generalmente, y/o puede reemplazar uno o mas o parte de un microorganismo que se usa habitualmente.
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[0024] Preferiblemente, las composiciones anteriores contendran bacterias del taxdn Eubacterium hallii et rel.
y/o bacterias del taxén Alcaligenes faecalis et rel. en cantidades que permitan una administracion (oral) conveniente
como se indicé anteriormente, por ejemplo, como una o mas dosis por dia o por semana. En particular, una preparacion
puede contener una dosis unitaria de bacterias del taxén Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxdn Alcaligenes
faecalis et rel.

[0025] En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un método para prevenir y/o tratar la
resistencia a la insulina y/o complicaciones relacionadas como dislipidemia y diabetes mellitus tipo 2. En un sujeto que
lo necesite, dicho método comprende la etapa de aumentar el nivel de Eubacterium hallii et rel. y/o Alcaligenes faecalis
et rel. en el intestino delgado.

[0026] El nivel de dichas bacterias del taxdn Eubacterium hallii et rel. y/o bacterias del taxén Alcaligenes faecalis
et rel. se puede medir determinando los niveles de secuencias de acido nucleico, secuencia de aminoacidos y/o
metabolitos especificos para dicha una o mas bacterias, preferiblemente el nivel de secuencias de acido nucleico
especificas para dicha una o mas bacterias.

[0027] El nivel de dicha una o mas bacterias puede medirse preferiblemente determinando el nivel de
secuencias especificas de acido nucleico en una muestra de prueba derivada del intestino delgado, cuyas secuencias
de acido nucleico son preferiblemente secuencias de genes de ARNr 16S de bacterias del taxén Eubacterium hallii et
rel. y/o bacterias del taxdn Alcaligenes faecalis et rel., mas preferiblemente una o mas regiones variables de dichas
secuencias de genes de ARNr 16S, por ejemplo, una o mas de las regiones variables V1 y/o V6 de dichas secuencias
de genes de ARNTr 16S.

[0028] El nivel de Eubacterium hallii et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel. en el intestino delgado se puede
aumentar mediante un método seleccionado del grupo que consiste en administrar una cantidad eficaz de Eubacterium
hallii et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel. a dicho sujeto, y administrando una cantidad efectiva de un compuesto capaz
de aumentar el nivel de Eubacterium hallii et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel. en el intestino delgado.

[0029] Los compuestos capaces de aumentar el nivel de Eubacterium hallii et rel. en el intestino delgado
pueden incluir, sin limitacion, lactato y acetato. Alternativamente, Eubacterium hallii et rel. se pueden administrar en
combinacion con bacterias productoras de acido lactico, como Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp. Las bacterias
productoras de &cido lactico pueden estar presentes en un producto alimenticio fermentado como el yogur o una
bebida de yogur per se, y se puede afiadir Eubacterium hallii et rel. Los compuestos capaces de aumentar el nivel de
Alcaligenes faecalis et rel. en el intestino delgado pueden incluir, sin limitacién, sustratos que permiten la produccion
de 6xido nitroso y nitrico en condiciones de bajo oxigeno en presencia de amoniaco.

[0030] En una realizacion, las bacterias del taxén Eubacterium hallii et rel. son bacterias de la cepa L2-7 de
Eubacterium hallii. La cepa Eubacterium hallii L2-7 (DSM 17630) esta disponible en la Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen (DSMZ). Las bacterias del taxén Alcaligenes faecalis et rel. pueden, por ejemplo, cultivarse de
acuerdo con Annamalai y col. (Ann Microbiol. Diciembre 2011; 61 (4): 801-807).

[0031] El experto en la materia serd capaz de seleccionar una cantidad eficaz de un compuesto capaz de
aumentar el nivel de Eubacterium hallii et rel. y/o Alcaligenes faecalis et rel. en el intestino delgado usando métodos
gue son rutinarios en la técnica.

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Métodos

[0032] Se realizé un ensayo controlado aleatorio doble ciego en el que se investigé el efecto de una infusién
fecal microbiana alogénica (donante magro) en el metabolismo de la glucosa en relaciéon con la composicion de
microbiota intestinal en sujetos obesos.

Sujetos

[0033] Se examinaron sujetos caucasicos machos obesos para detectar las caracteristicas del sindrome
metabdlico que comprende circunferencia de la cintura> 102 cm y glucosa plasmatica en ayunas> 5,6 mmol/l. Se
excluyeron 17 sujetos con colecistectomia y/o que usaron cualquier medicamento, probiéticos y/o antibidticos en los
3 meses precedentes. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los sujetos. El estudio fue aprobado
por la Junta de Revision Institucional y se llevo a cabo de conformidad con los principios de la Declaracion de Helsinki
(1996). El estudio se registro en el registro de ensayos holandés en linea (NTR1776).

Seleccion de donantes magros
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[0034] Los machos caucasicos magros (IMC <23 kg/m?) también fueron reclutados por anuncios en los
periédicos. Completaron un cuestionario sobre habitos intestinales, antecedentes de viaje, comorbilidad y uso de
medicamentos. Se examinaron en busca de la presencia de enfermedades infecciosas segun una versién adaptada
del cuestionario del servicio holandés de transfusiéon de sangre (Sanquin) (Langeveld y col. 2008. J Clin Endocrinal
Metab; 93 (3): 845-851). La sangre se analiz6 en busca de la presencia de anticuerpos contra el virus de
inmunodeficiencia humana; virus tinfagotropico humano; Hepatitis A, B y C; citomegalovirus, virus de Epstein-Barr,
Strongyloides; y amebiasis. Los donantes también se excluyeron si el examen de sus heces revelaba la presencia de
parasitos (por ejemplo, Blastocystis hominis o Dietamoeba fragilis), Clostridium difficile y otras posibles bacterias
patégenas (Shigella, Campylobacter, Yersinia, Salmonella).

Disefo experimental

[0035] El metabolismo de la glucosa se midi6 en el estado basal y durante una prueba de clamp euglucémico
hiperinsulinémico de dos pasos para medir la produccién de glucosa endégena (EGP), la sensibilidad a la insulina
hepéatica y periférica (tasa de eliminacion, Rd) usando glucosa [6,6 2H2]. Se registrd el peso corporal y se midi6 la
composicion corporal mediante andlisis de bioimpedancia. El gasto de energia en reposo (REE) y el cociente
respiratorio se midieron usando calorimetria indirecta (Langeveld, J Clin Endocrinol Metab 2008; 93 (3): 845-851).

[0036] Se permitié a los participantes mantener su propia dieta, pero se les pidié que mantuvieran un diario
nutricional en linea semanalmente (www.dieetinzicht.nl) para controlar la ingesta calérica. Después de una noche de
ayuno, los sujetos del estudio y los donantes trajeron heces frescas de la mafiana para su procesamiento; los sujetos
del estudio se asignaron al azar de forma doble ciego a infusién microbiana intestinal alogénica (de donantes magros
con IMC <23 kg/m2) o autologica (propias heces recolectadas) a través de infusion gastroduodenal (ver
procedimiento). Los sujetos del estudio se sometieron por primera vez a una gastroduodenoscopia y se tomaron
biopsias del intestino delgado (yeyuno) cerca del ligamento de Treitz. Las muestras de biopsia se recogieron en tubos
estériles, se congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido y se procesaron como se describié anteriormente
(Langeveld y col., supra). Se coloc6 un tubo duodenal y se realizé un lavado intestinal con solucién de macrogol
durante 5 horas para limpiar la contaminacion fecal externa seguida por la infusién microbiana intestinal. Las biopsias
asistidas por gastroduodenoscopia y el clamp euglucémico hiperinsulinémico se repitieron 6 semanas después del
trasplante.

Clamp euglucémico hiperinsulémico

[0037] Después de un ayuno de 12 horas, se insertd un catéter en una vena antecubital para la infusion de
trazador de isétopo estable [6,6-2H2] de glucosa (is6topos de Cambridge, Andover, MA), insulina y glucosa. Se inserté
un segundo catéter retrogrado en la vena de la mano contralateral y se mantuvo en una caja de plastico transparente
termorregulada (60 °C) para tomar muestras de sangre venosa arterializada. La solucién salina se infundié como NacCl
al 0,9 % a una velocidad de 50 ml/h para mantener los catéteres claros. A t = 0 h (0800), se extrajeron muestras de
sangre para la determinacion de los enriquecimientos de fondo. Luego, se inicié una infusién continua de is6topos
cebada: [6,6-2H2] glucosa (primer: 8,8 umol/kg; continuo: 0,11 pumol ¢ kg - 1 * min-1) y continué hasta el final del
clamp. Después de un periodo de equilibrio de 2 h, se extrajeron muestras de sangre para los enriquecimientos de
isétopos y muestras de hormonas glucorreguladoras, acidos grasos libres (FFA) e incretinas. Posteriormente (t = 2,0
h), se inicié un clamp euglucémico hiperinsulinémico de 2 pasos: el paso 1 incluia una infusion de insulina a una tasa
de 20 mU * m - 2 * min - 1 (Actrapid 200 Ul/ml; Novo Nordisk Farma BV, Alphen aan den Rijn, Paises Bajos) para
evaluar la sensibilidad a la insulina hepética. La glucosa al 20 % comenz6 a mantener una concentracion de glucosa
en plasma de 5 mmol/L. Las concentraciones de glucosa en plasma se midieron cada 5 minutos al lado de la cama
usando un medidor de glucosa Beckman. Después de 2 h (t = 4 h), se extrajeron muestras de sangre a intervalos de
5 minutos para medir las concentraciones de glucosa y los enriquecimientos isotépicos. Se extrajo otra muestra de
sangre para medir las hormonas glucorreguladoras y los FFA. En lo sucesivo, la infusion de insulina se incrementé a
una velocidad de 60 mU e+ m - 2 * min - 1 (paso 2) para evaluar la sensibilidad a la insulina periférica. Después de
otras 2 h (t = 6 h), se repitidé el muestreo de sangre.

[0038] La composicion corporal se midié al inicio y después de 6 semanas con un analisis de impedancia
bioeléctrica (Maltron BF906; Maltron, Rayleigh, Reino Unido). ElI consumo de oxigeno (V02) y la produccién de C02
(VCO2) se midieron continuamente durante los 20 minutos finales tanto del estado basal como del clamp euglucémico
hiperinsulinémico mediante calorimetria indirecta utilizando un sistema de campana ventilada (Sensormedics modelo
2900; Sensormedics, Anaheim, CA). Las tasas de REE, oxidacion de carbohidratos (CHO) y oxidacién de acidos
grasos (FAQO) se calcularon a partir del consumo de oxigeno y la produccion de diéxido de carbono. La tasa de
aparicion (Ra) y la tasa de desaparicion (Rd) de glucosa se calcularon utilizando la forma modificada de las ecuaciones
de Steele para mediciones en estado no estacionario como se describié anteriormente.38 La produccién de glucosa
enddgena (EGP) se calculé como la diferencia entre la glucosa Ra y la velocidad de infusion de glucosa. Tanto la
sensibilidad a la insulina periférica (Rd) como la hepatica (supresion de EGP) se calcularon y expresaron como
mediana con rango.
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Andlisis de microbiota intestinal

Aislamiento de ADN

[0039] El ADN se aisl6 y se purifico utilizando el método repetido de columna de golpeo de microesferas plus
como se describio anteriormente (Zoetendal, SystAppl Microbiol 2001; 24 (3): 405-410). Para el aislamiento de ADN
de las biopsias, utilizamos un protocolo diferente de golpeo de microesferas (Nadkarni y col. 2002. Microbiology 2002;
148 (Pt 1): 257-266). En resumen, se suspendieron 0,5 gramos (peso humedo) de las heces en tamp6n de lisis (NaCl
500 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 8,50 mM EDTA, SDS al 4 %) mas microesferas de zirconia y microesferas de vidrio. El
tubo se agité con Fastprep (en el ajuste 5.5) durante 3 minutos a 4 °C °C, seguido de incubacién a 95 °C durante 15
minutos. EI ADN en el sobrenadante se precipité con acetato de amonio e isopropanol, se lavé con etanol al 70 % y
luego se traté con proteinasa K y ARNasa libre de ADNasa. Finalmente, el ADN se purificd en una columna de
centrifugaciéon QlAamp (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion de ADN se
cuantifico utilizando el espectrofotometro NanoDrop 1000 (Nanodrop® Technologies, Wilmington, DE).

Perfil de microbiota HITChip

[0040] El HITChip se uso para el perfil filogenético de la microbiota en heces y biopsias de intestino delgado
como se describié anteriormente (Rajilic-Stovanojic. 2009, supra). En resumen, se utilizaron 10 ng de ADN para
amplificar los genes de ARNr 16S utilizando los cebadores T7prom-Bact-27-for y Uni-1492-seguidos de la transcripcién
y el marcado in vitro con Cy3 y Cy5, respectivamente, para muestras fecales. El cebador Prok-1369-rev se us6é como
cebador inverso para las muestras de biopsia porque Uni-1492-rev apuntaba principalmente al ADN humano
sobreabundante, dando como resultado su agotamiento para una amplificacion eficaz del gen ARNr 16S bacteriano
(datos no mostrados). Las mezclas equimolares de dianas de ARNr 16S marcadas con Cy3/Cy5 se fragmentaron y
posteriormente se hibridaron en las micromatrices a 62,5 °C durante 16 h en un horno de rotacion (Agilent
Technologies, Amstelveen, Paises Bajos) seguido del lavado y secado de los portaobjetos. Las muestras se
dispusieron en duplex (replicacién técnica). Después de escanear las diapositivas, los datos se extrajeron de las
imagenes de microarrays utilizando el software Agilent Feature Extraction, versiones 7.5 a 9.1
(http://www.agilent.com). Posteriormente, los datos de la micromatriz se normalizaron al minimo y se analizaron
mediante un conjunto de scripts basados en R (http://www.r—project.org/) en combinacién con una base de datos
relacional diseflada a medida que se ejecuta bajo el sistema de gestion de base de datos MySQL
(http://lwww.mysql.com). El agrupamiento jerarquico de los perfiles de sonda se llevé a cabo utilizando la distancia
basada en la correlacién y el método de enlace completo.

Procedimiento de trasplante fecal

[0041] El paciente y el donante entregaron heces recién producidas el dia de la infusién (aproximadamente
200 gramos, producidas dentro de las 6 horas anteriores al uso). Se tomaron muestras fecales (alogénicas o autélogas)
antes y después del procesamiento para estudiar los efectos del procedimiento en la composicién microbiana.
Después de su entrega, las heces se cubrieron con solucién salina estéril 50000 (NaCl al 0,9 %), se transfirieron a un
mezclador y se mezclaron durante 10 minutos. La solucidn homogeneizada se filtrd luego dos veces a través de un
tamiz metalico limpio. Posteriormente, el filtrado se transfirié a una botella de vidrio estéril de 1000 ml y se almacend
a temperatura ambiente hasta que el paciente hubo terminado el lavado intestinal. Finalmente, la solucién microbiana
fecal se repos6 gradualmente a través del tubo duodenal, en aproximadamente 30 minutos.

Bioguimica

[0042] Se obtuvieron muestras de plasma en ayunas para medir el colesterol total, el colesterol LDL (LDLc), el
colesterol HDL (HDLc) y los triglicéridos (TG), utilizando ensayos enzimaticos disponibles comercialmente (Randox,
EE. UU. Y Daiichi, Japon). Todos los andlisis se realizaron utilizando un autoanalizador Cobas Mira (Horiba, Francia).
La proteina de unién LPS (LBP) y la proteina reactiva C (CRP) se midieron utilizando un ELISA comercial (HyCult,
EE. UU. Y Roche, Suiza). Las concentraciones de acido graso de cadena corta fecal que comprenden acetato, butirato
y propionato se analizaron como se describié anteriormente (Wolever y col. 2000. BrJ Nutr; 84 (1): 57-61).

Andlisis de respuesta de microbiota intestinal y mucosa del anfitrién

[0043] Se obtuvo una muestra de heces de la mafiana recogida al inicio del estudio y después de 6 semanas,
respectivamente, del donante y de los sujetos del estudio para determinar la composicién de la microbiota. Las
muestras se recogieron en dos recipientes de plastico, se congelaron inmediatamente a -20 °C y se transfirieron a -
80 °C en una semana. La composicién de microbiota de las biopsias del intestino delgado y las muestras fecales se
determiné utilizando el chip del tracto intestinal humano (HITChip), un microarray de Agilent hecho a medida
(AgilentTechnologies, Palo Alto, CA, EE. UU.) Que contiene aproximadamente 5.500 pruebas oligonucleétidas que
cubren mas de 1.000 filotipos intestinales (Rajilic —Stojanovic y col. 2009, vide supra). La cuantificacién del total de
bacterias y metandgenos se realizé6 mediante la PCR cuantitativa del gen ARNr 16S con el mismo ADN utilizado para
el andlisis HITChip. Los datos en bruto del transcriptoma de la biopsia del intestino delgado que utilizan las matrices
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de expresién Human HT-12 v3 (lllumina, San Diego, EE. UU.) Se cargaron en Gene Expression Omnibus (nimero de
registro: GSE30854). Los detalles de la microbiota intestinal y el andlisis de la matriz se proporcionan en el Apéndice
Suplementario.

Andlisis estadisticos

[0044] Los andlisis estadisticos se realizaron con el software SPSS, version 16. Los datos se expresan como
medio | error estandar de media (distribucién normal) o media (distribucion sesgada). Para comparar los datos entre
grupos, se uso la prueba t de Student (distribuciéon normal) o la prueba de rango con signo de Wilcoxon (distribucién
sesgada). Todos los valores de P reportados son a dos caras. El analisis de expresion para las matrices HITChip y
llumina se llevé a cabo con métodos lineales mixtos y aleatorios random forest, asi como un andlisis de correlacion
canonica (CCA). Las pruebas estadisticas se realizaron con el software estadistico Microsoft Office Excel o R (http://r-

project.org/).

Andlisis estadistico de matriz HITChip y matriz de llumina

[0045] El andlisis de expresion para la matriz de HITChip e lllumina se llevé a cabo con el paquete NLME
(Pinheiro y Bates. Modelos de efectos mixtos en Sy S — plus. Saltador; 2000). Se construy6é un modelo lineal mixto
con efectos por tiempo (0 0 6 semanas), tratamiento (autélogo o alogénico) y un efecto cruzado de los dos efectos
principales. Se tuvo en cuenta el disefio de medidas repetidas del experimento al incluir un efecto aleatorio especifico
del paciente. Para cada unidad de medida (gen o bacteria), los contrastes se calcularon utilizando el paquete
multcomp, y los valores p obtenidos de este modo se corrigieron para multiples comparaciones por paquete de valor
g (Bretz. HTWP. Comparaciones multiples usando R. CRC Press, Boca Raton, 2010; Storey JA enfoque directo a
tasas de descubrimiento falso. Revista de la Royal Statistical Society Series B (metodologia estadistica) 2010; 64 (3):
479-498). La estabilidad temporal individual de la microbiota fecal en los pacientes de ambos grupos se determiné
calculando una correlacion de Pearson en el nivel de oligonucleétidos entre las muestras tomadas en el momento del
trasplante y las obtenidas después de 6 semanas.

[0046] En muestras yeyunales, los grupos bacterianos asociados con la diferencia entre los grupos alogénicos
y aut6logos se determinaron con el método de Random Forest utilizando los cambios en la composicién bacteriana
antes y 6 semanas después del trasplante como covariables. Promedio de arranque (embolsado) (Breiman. Bagging
predictors. Machine Learning 1996; 24 (2) combinado con el andlisis de redundancia para obtener una estimacién
sélida de los grupos que contribuyen a la diferencia, para estimar el valor de P de la separacion y para visualizar el
resultado. La asociacion entre la expresion génica y las muestras yeyunales se determindé mediante un analisis de
correlacion candnica escasa (CCA escasa). Para reducir el efecto del sobreajuste, el conjunto de genes a correlacionar
consistia en los diez mejores genes expresados diferencialmente. Los datos de microbiota consistieron en datos de
HITCHip en seis taxones que contribuyeron significativamente a la diferencia entre las muestras autélogas y
alogénicas en las muestras yeyunales. En el analisis de CCA, los parametros de regularizacién se estimaron primero
con la validacion cruzada de dejar uno fuera. Luego se repitid el modelo con todos los datos, y para cada variable se
calcularon las correlaciones a las variables canonicas.

Resultados

Caracteristicas iniciales

[0047] Se examinaron un total de 44 sujetos obesos masculinos para detectar las caracteristicas del sindrome
metabdlico y se incluyeron 20 sujetos elegibles. Dos sujetos se excluyeron de los andlisis debido al uso de antibioticos
durante el ensayo no relacionado con el trasplante microbiano. Por lo tanto, dieciocho sujetos estaban disponibles
para su analisis.

Efecto del trasplante fecal sobre la sensibilidad a la insulina, SCFA fecal y LBP

[0048] Se usaron siete donantes magros sanos, uno de los cuales proporcioné donaciones mudltiples, para el
trasplante alogénico de nueve sujetos obesos con sindrome metabdlico. Se infundieron cantidades iguales de heces
en los sujetos obesos de infusion fecal microbiana alégena o autéloga (190 +- 33 y 187 +- 47 gramos, ns). Ademas, el
tiempo de procesamiento entre la produccion de heces y la infusién no difirié (5.8+- 0.8 y 6.1+-1.2 horas en los grupos
alogénicos y autdlogos, respectivamente). Ninguno de los sujetos obesos experimentd ningun evento adverso durante
el ensayo o desarrollé. Sintomas del sindrome del intestino irritable segun los criterios Roma 1.

[0049] El peso corporal se mantuvo estable en ambos grupos entre el inicio y las 6 semanas (alogénico: de
122,7+- 19 a 122,5 +- 19 kg versus autélogo: 113,2 +- 20 a 113,4 +-20 kg, ns). No se observaron efectos en la ingesta
diaria de calorias, el gasto energético en reposo ni la oxidacién de carbohidratos/acidos grasos en ambos grupos
después de la infusion fecal microbiana (datos no mostrados). Hubo una mejoria notable en la sensibilidad a la insulina
periférica seis semanas después del tratamiento con heces alogénicas (Rd mediana: de 26,2 a 45,3 pmol/kg.min, p
<0,05), mientras que no se observo ningln cambio significativo en el grupo de tratamiento autélogo (Rd mediana: de
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21,0 a 19,5/ umol/kg.min, ns). Se observo una tendencia a la mejora de la sensibilidad a la insulina hepatica, expresada
como supresion de EGP basal (supresion de EGP mediana: de 51,5 a 61,6 %, p = 0.08), mientras que no se observé
efecto en el grupo de tratamiento autélogo (supresion de EGP mediana: de 53.8 a 52,4 %, ns). No hubo cambios en
las hormonas glucorreguladoras en el estado basal o durante la hiperinsulinemia (datos en archivo) en ninguno de los
dos grupos.

[0050] Los donantes magros se caracterizaron por un aumento en la cosecha fecal de butirato y propionato en
comparacion con los participantes obesos, un rasgo que también se observé en la infusion fecal microbiana alogénica.
Ademas, encontramos una disminucion significativa de la proteina de unién a lipopolisacaridos (LBP) seis semanas
después del trasplante de donante magro (mediana de LBP: de 19,9 a 18,6 umol/kg.min (p <0,05 y CRP mediana de
1,5 a 1,6 mg/L, ns) sin cambios significativos en el grupo autélogo (LBP mediana: de 23,0 a 22,3 pumol/kg.min y CRP
mediana de 3,1 a 2,5 mg/L, ns).

Efecto del trasplante fecal sobre microbiota intestinal en heces

[0051] La microbiota fecal de los sujetos obesos se caracteriz6 por una menor diversidad microbiana intestinal,
mayores cantidades de bacteroidetes y menores cantidades de bacterias Clostridium cluster XIVa en comparacion
con sujetos magros donantes (datos no mostrados). Para determinar el impacto del trasplante microbiano,
comparamos la microbiota fecal al inicio del estudio y después de 6 semanas. El nUmero total de bacterias fecales no
cambi6 después de la infusion fecal microbiana. A las 6 semanas, el andlisis en el nivel de mismo género mostré una
clara separacion de las muestras pertenecientes a grupos alogénicos y autélogos. Un total de once grupos de bacterias
bacterianas aumentaron significativamente (1,5-2,5 veces) en la infusién fecal microbiana alogénica y contribuy6
significativamente a la separacién de los grupos. Estos incluyen aquellos relacionados con el bien conocido butirato,
el productor de Roseburia intestinalis, el oxalato, que convierte a Oxalobacter formigenes, varios Ruminococos y otros
Firmicutes.

Efecto del trasplante fecal sobre la microbiota intestinal en el intestino delgado

[0052] Los numeros totales de bacterias del intestino delgado no cambiaron después de la infusion fecal
microbiana. Se detectd un conjunto de siete bacterias significativamente asociadas con la diferencia en las biopsias
del intestino delgado entre los grupos alogénicos y autélogos a las seis semanas (Tabla 1). En analisis adicionales, se
encontré una asociacion significativa (r = 0,8, p <0,01) entre las concentraciones de Eubacterium hallii del intestino
delgado y la mejoria en la sensibilidad a la insulina (Rd) en sujetos humanos con sindrome metabdlico 6 semanas
después del trasplante fecal de donante magro. Ademas, se encontré una correlacion significativa (r = 0,6, p <0,05)
entre las concentraciones de Alcaligenes faecalis del intestino delgado y la mejora en la sensibilidad a la insulina (Rd)
en sujetos humanos con sindrome metabodlico 6 semanas después del trasplante fecal de donante magro. En
particular, E. hallii fue casi dos veces menor después de la infusion en el grupo autélogo. Otras bacterias que se
incrementaron especificamente en el grupo autélogo en comparacion con el grupo alogénico incluyen habitantes del
ileon, como Lachnobacillus bovis, Streptococcus bovis y Prevotella ruminicola. Corynebacterium spp. se redujeron en
el alogénico pero aumentaron en el grupo autélogo. Finalmente, las bacterias relacionadas con la Escherichia coli
Gram-negativa produjeron una disminucion de casi 2 veces en el grupo alogénico y un aumento de 2 veces en el grupo
autologo (Tabla 1).

Tabla 1. Cambio en la microbiota de la mucosa yeyunal después de un trasplante fecal alogénico (n = 9 por grupo).

Nivel de philo Grupo bacteriano Grupo alogénico Grupo autélogo
Cambio de plegado Cambio de plegado
después/antes del | después/antes del
trasplante trasplante
Firmicutes Eubacterium halliietrel. | 1,09 0,61
Proteobacteria Alcaligenes faecalis et | 1,18 0,97
rel.
Firmicutes Streptococcus bovis et | 0,89 1,23
rel.
Firmicutes Lachnobacillus bovis et | 0,63 0,98
rel.
Actinobacteria Corynebacterium spp. 0,87 1,34
Proteobacteria Escherichia coli et rel. 0,58 2,21
Bacteroidetes Prevotella ruminicola et | 0,99 1,01
rel.
Ejemplo 2
[0053] Eubacterium hallii L2-7 como se describe por Barcenilla y col. (2000, Appl. Environ. Microbiol, abril; 66

(4): 1654-61; DSM 17630; obtenido del laboratorio del Prof. Harry Flint, Rowett Research Institute, Aberdeen, Escocia,
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Reino Unido, se cultivé en 2 botellas de cada 500 ml de medio Wilkins-Chalgren (1976, Antimicrob. Agents Chemother.
10. 926-928) en condiciones anaerdbicas hasta aproximadamente 2x10° de células por ml. Posteriormente, los cultivos
se centrifugaron (10.000 rpm en 15 minutos a 4 °C), se lavaron dos veces con PBS anaerébico (20 mM, pH 7, como
se detalla en http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphate_buffered_saline) y se resuspendieron en 20 ml de glicerol al 10 %
en PBS 20 mM con glucosa 20 mM y maltodextrina 20 mM y se congelan a -80 °C en alicuotas de 100 pl que contienen
aproximadamente 1011 células por ml. Todas las manipulaciones se realizaron bajo condiciones anaerdbicas.

Ejemplo 3

[0054] Se adquirieron ratones machos db/db de ocho semanas de edad sobre un fondo C57BL6 asi como
ratones C57BL6 machos del Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EE. UU.) y se les permitié aclimatarse en la
instalacion de animales AMC (ARIA) durante 2 semanas antes de comenzar los experimentos. Los ratones se
encontraban en un ciclo constante de luz-oscuridad de 12 horas con temperatura y humedad controladas y se les dio
acceso a alimentos (dieta normal) y agua a voluntad. El peso corporal se midié una vez a la semana. Comenzando a
la edad de 10 semanas, se administré por via oral E. hallii a 10°, 108 0 10'° UFC en 100 pl de vehiculo con alto
contenido de glucosa (20 mM). La solucién se administré por sonda oral diaria por la mafiana con una jeringa de
calibre 21 durante 14 dias (n = 8 por grupo). La administracion de un solo vehiculo sirvi6 como control. El E. hallii
cultivado se administré por via oral a ratones db/db (n = 8 por grupo) durante 2 semanas en dosis crecientes (10
XE10/100 pl 10X E8/100 pl y 10 x E6/100 pl o dissolvens (solucidn salina + glicerol), respectivamente). Su efecto en
los perfiles lipidicos (medicién del colesterol total, LDLc, HDLc y TG en muestras de plasma en ayunas como se
describe en el Ejemplo 1), glucosa en plasma en ayunas y niveles de insulina para la resistencia a la insulina (HOMA),
asi como la glucosa posprandial (prueba de tolerancia a la glucosa oral) se determinan como se describe anteriormente
en el Ejemplo 1. Los niveles de acetato de acidos grasos de cadena corta, butirato y propionato se determinan en
sangre periférica y portal mediante Espectrometria de masas (ver Vrieze y col., Gastroenterology 2012, 20 de junio,
Epub antes de la impresién). Ademas, después de sacrificar a los ratones, se estudian las muestras de intestino
delgado y fecal para determinar las concentraciones de E. hallii.

[0055] En este experimento, encontramos distintos efectos de la suplementacion oral a corto plazo de E. hallii
L2-7 en el intestino delgado en la normalizacion de la resistencia a la insulina (segun lo detectado por el calculo de
HOMA y el metabolismo posprandial de la glucosa por el AUC de la curva de tolerancia a la glucosa oral) asi como
perfiles lipidicos en ayunas en ratones db/db.
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REIVINDICACIONES

1. Eubacterium hallii o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia
de ARNr 16S de Eubacterium hallii, y/o Alcaligenes faecalis o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de
secuencia con la secuencia de ARNr 16S de Alcaligenes faecalis, para uso en la prevencion y o el tratamiento de la
resistencia a la insulina y/o las complicaciones relacionadas con la resistencia a la insulina seleccionadas de sindrome
metabdlico, dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 y resistencia a la insulina en enfermedades endocrinas, tales como
en sujetos obesos con diabetes mellitus tipo 1, enfermedad de Cushing y sindromes de lipodistrofia.

2. Eubacterium hallii o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia
de ARNr 16S de Eubacterium hallii, y/o Alcaligenes faecalis o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de
secuencia con la secuencia de ARNr 16S de Alcaligenes faecalis, para uso segun la reivindicacién 1, en los que
Eubacterium hallii o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de ARNr 16S
de Eubacterium hallii, y/o Alcaligenes faecalis o parientes que tienen al menos un 98 % de secuencia de identidad con
la secuencia de ARNr 16S de Alcaligenes faecalis, estd comprendido en un alimento o pienso 0 una composicion
farmacoldgica.

3. Eubacterium hallii o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia
de ARNTr 16S de Eubacterium hallii, y/o Alcaligenes faecalis o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de
secuencia con la secuencia de ARNr 16S de Alcaligenes faecalis, para uso segln cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3, en los que dichos Eubacterium hallii o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la
secuencia de ARNr 16S de Eubacterium hallii son bacterias de Eubacterium hallii cepa L2-7 (DSM 17630).

4. Composicion farmacéutica, alimentaria o de piensos que comprende Eubacterium hallii o parientes que
tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de ARNr 16S de Eubacterium hallii, y/o
Alcaligenes faecalis o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de ARNr
16S de Alcaligenes faecalis para uso en la prevencion y/o tratamiento de la resistencia a la insulina y/o las
complicaciones relacionadas con la resistencia a la insulina, en la que las complicaciones relacionadas con la
resistencia a la insulina se seleccionan de sindrome metabdlico, dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 y resistencia a
la insulina en enfermedades endocrinas, tales como en sujetos obesos con diabetes mellitus tipo 1, enfermedad de
Cushing y sindrome de lipodistrofia.

5. Composicién para uso segun la reivindicacion 4, en la que dicha composicién que comprende
Eubacterium hallii o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de ARNr 16S
de Eubacterium hallii,

6. Composicién para uso segun la reivindicacion 5, en la que dichos Eubacterium hallii o parientes que
tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de ARNr 16S de Eubacterium hallii, son bacterias
del Eubacterium hallii cepa L2-7 (DSM 17630)

7. Composicidn para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, siendo dicha composicién un
alimento o una composicién alimenticia 0 un complemento alimenticio.

8. Composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, que es una bebida.

9. Composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, que es un producto lacteo
fermentado.

10. Composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que es una composicion

farmacéutica.
11. Composicidén para uso segun la reivindicacion 10, que esta en forma de dosificacion sélida.

12. Composicion para uso segun la reivindicacion 11, cuya forma de dosificacion sélida es una capsula, una
pastilla o un polvo.

13. Composicion para uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en la que los Eubacterium
hallii o parientes que tienen al menos un 98 % de identidad de secuencia con la secuencia de ARNr 16S de
Eubacterium hallii estan liofilizados.

14. Composiciéon para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 13, que comprende entre
aproximadamente 108 y aproximadamente 10'? bacterias.
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