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DESCRIPCION
Composicion

Campo técnico de la invencién

La invencién se refiere a una composicién probiotica y prebidtica que es util en el tratamiento de los niveles de
colesterol.

Antecedentes de la invencién

Los probiéticos son bacterias que confieren beneficios para la salud a un hospedador. Normalmente, los cultivos de
cepas bacterianas probiéticas son consumidos o administrados a individuos para suplementar la poblacion de
bacterias del intestino que existen de forma natural. Varios beneficios para la salud se han asociado a los
probidticos, que incluyen reducir la incidencia de cancer, diarrea y sindrome del intestino irritable, por nombrar
algunos. Los probioticos tienen el potencial de ayudar en el tratamiento de varias afecciones fisioldgicas y actian
reduciendo la absorcién de ciertas sustancias ingeridas, tales como los lipidos. Estudios preliminares también
indican que los probidticos pueden ser Utiles en reducir los niveles de colesterol en suero y la tension arterial y
ayudar a modular la diabetes y reducir el peso.

Los lactobacilus son probidticos comunes en los productos lacteos y constituyen aproximadamente el 75 % de los
probioticos actualmente comercializados. Sin embargo, se ha estimado que solo el 2 % de la dosis de lactobacilos
sobrevive para ser eficaz en el intestino.

Los prebidticos son ingredientes dietéticos que pueden potenciar selectivamente la microbiota intestinal nativa
beneficiosa, tales como los lactobacilos o las bifidobacterias, y estan encontrando una aplicacion muy elevada en el
sector alimentario. Los prebibticos son ingredientes alimentarios no digeribles que son selectivamente metabolizados
por bacterias colénicas que contribuyen a la salud mejorada. Como tal, su uso puede promover los beneficiosos
cambios dentro del medio microbiano intestinal nativo y, por tanto, pueden ayudar en la supervivencia de los
probidticos. Son distintos de la mayoria de las fibras dietéticas, como pectina, celulosas, xilano, que no son
selectivamente metabolizados en el intestino. Los criterios para la clasificacion como un prebiético es que deben
resistir a la acidez gastrica, hidrdlisis por enzimas de mamifero y absorcién gastrointestinal, se fermenta por la
microflora intestinal y estimula selectivamente el crecimiento y/o la actividad de las bacterias intestinales asociadas a
la salud y el bienestar.

Se ha demostrado que los fructo-oligosacaridos (FOS, inulina y oligofructosa) y los galacto-oligosacaridos (GOS)
satisfacen los criterios para la clasificacion de prebiéticos repetidamente en estudios de intervencion humana.
Actualmente, no existe prebibtico para lactobacilos.

El documento de patente WO2010124387 desvela una composicion oral para reducir el colesterol en suero, lipidos
en suero, grasa corporal o indice aterogénico, o para la profilaxis o el tratamiento de aterosclerosis, enfermedades
cardiovasculares o cerebrovasculares, que comprende una bacteria altamente activa para BSH, cepa aislada o
sobrenadante de la misma.

El documento de patente WO2004074496 desvela un proceso para la produccién de un novedoso oligosacarido,
comprendiendo el proceso combinar un sustrato con la enzima alfa-galactosidasa de lactobacillus.

El documento de patente US2011177044 desvela una composicién simbidtica que comprende el probibtico
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 y un prebidtico basado en hidrato de carbono, tal como fructo-oligosacaridos,
galacto-oligosacaridos, oligosacaridos de leche humana, o combinaciones de los mismos, y el uso de la composicién
para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedad alérgica.

El documento de patente US2011206649 desvela el uso de una cepa bacteriana probiética en la fabricacion de un
medicamento o composicion nutricional terapéutica para mejorar la maduracién de patrones del suefio en lactantes,
niflos jovenes o animales jévenes, y/o para reducir las alteraciones del suefio y/o mejorar los patrones del suefio en
seres humanos o animales en cualquier edad.

El documento de patente EP2216036 desvela el uso de probidticos en combinacion con prebioticos para tratar o
prevenir la obesidad.

PARK, YOO HEON ET AL (2007) (JOURNAL OF MICROBIOLOGY AND BIOTECNOLOGY, (2007), vol. 17, no. 4,
paginas 655 - 662) desvela el efecto de la inclusién dietética de Lactobacillus acidophilus ATCC 43121 sobre el
metabolismo del colesterol en ratas.

El documento de patente US2004115179 desvela cepas aisladas de Lactobacillus resistentes a acidos y sales
biliares que tienen la capacidad de reducir el colesterol.
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El documento de patente US2013089633 desvela medios y métodos de mejora del metabolismo de los lipidos, y un
medio o método para el tratamiento o la prevencién de enfermedades o trastornos asociados al trastorno del
metabolismo de los lipidos.

El documento de patente US2012213753 desvela una composicion que comprende una cantidad eficaz de al menos
una de las cepas seleccionadas del grupo que consiste en Lactobacillus plantarum CECT 7527, Lactobacillus
plantarum CECT 7528 y Lactobacillus plantarum CECT 7529.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar una combinacion de un probidtico de lactobacillus y prebidtico
especifico para los lactobacilos que fuera adecuado para su uso en la modificacion de la absorcién del colesterol en
un individuo. También seria beneficioso si la composicion de probidtico también se pudiera usar para tratar otras
afecciones fisiolégicas, tales como enfermedad cardiaca, diabetes u obesidad.

Sumario de la invencién

La presente invencién se describe en las reivindicaciones adjuntas.

La invencion reivindicada se refiere a una composicion que comprende una cepa de lactobacilo que tiene una
elevada actividad de hidrolasa de sales biliares y un agente modificador de colesterol; en donde la cepa es
Lactobacillus plantarum 2830 (ECGC 13110402).

Segun un aspecto adicional de la invencién reivindicada, se desvela una composicién para su uso en la modificacién
de la absorcién de colesterol en un individuo que comprende una cepa de lactobacilo que tiene una elevada
actividad de hidrolasa de sales biliares y un agente modificador de colesterol; en donde la cepa es Lactobacillus
plantarum 2830 (ECGC 13110402).

Segun otro aspecto mas, se desvela una composicién para su uso en el tratamiento de colesterol alto, enfermedad
cardiaca, diabetes u obesidad que comprende una cepa de lactobacilo que tiene una elevada actividad de hidrolasa
de sales biliares y un agente modificador de colesterol; en donde la cepa es Lactobacillus plantarum 2830 (ECGC
13110402).

El término "cepa mutante" en el contexto de la presente solicitud de patente pretende significar cualquier cepa que
derive directamente de las cepas desveladas, pero que sea fenotipicamente diferente debido a la introduccion de
una o mas mutaciones genéticas (tanto por ingenieria genética como por seleccion).

El agente modificador de colesterol comprende oligosacaridos. Preferentemente, el oligosacarido se produce a partir
de uno o mas de los siguientes: B-galactosidasas, a-galactosidasas, a- y B-glucosidasas, a-manosidasas, o B-
xilosidasas. Mas preferentemente, la cepa bacteriana es capaz de producir los oligosacaridos por reacciéon
enzimatica inversa.

El agente modificador de colesterol puede comprender un medio de crecimiento selectivo para la cepa de
lactobacilo.

La composicion puede comprender ademas un prebiético o un prebidtico secundario si el agente modificador de
colesterol comprende un prebidtico.

La composicion probiética estara preferentemente presente en la composicién en una cantidad eficaz para provocar
un cambio en el perfil de absorcién de colesterol en el intestino delgado. Preferentemente, los cultivos se
administraran a un individuo en una cantidad en el intervalo de 10° ufc/g a 10" ufc/g. Mas preferentemente, la cepa
bacteriana probiotica esta en una cantidad en el intervalo de 108 ufc/g a 10° ufc/g. Aunque se apreciara que se
pueden administrar diferentes dosificaciones dependiendo de la afeccion del individuo.

La cepa se puede encapsular. Muchas técnicas de encapsulacién seran evidentes para el destinatario experto y la
empleada sera adaptada a la estabilidad requerida del cultivo probidtico durante el transito digestivo. El encapsulado
puede comprender un prebiotico especificamente adaptado al probiotico.

La composicién probiética puede comprender ademas un compuesto de excipiente o vehiculo para permitir que se
libere en el momento mas apropiado para reducir la absorcién de colesterol. Normalmente, el cultivo debe sobrevivir
relativamente intacto hasta que llegue a los enterocitos intestinales del intestino delgado.

La composicion puede estar en varios formatos de alimento, tales como un liquido bebible, un untable y/o polvo que
se puede mezclar con un alimento sélido o liquido.

La composicion se puede combinar con uno o mas principios activos, tales como vitaminas, minerales, productos
fitoquimicos, antioxidantes, y combinaciones de los mismos.

Las vitaminas pueden incluir vitaminas liposolubles tales como vitamina A, vitamina D, vitamina E, y vitamina y
combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, las vitaminas pueden incluir vitaminas solubles en agua
tales como vitamina C (acido ascérbico), las vitaminas B (tiamina o B1, riboflavina o B25, niacina o B3, piridoxina o
B6, acido félico o B9, cianocobalamina o B12, acido pantoténico, biotina), y combinaciones de las mismas.
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Los minerales pueden incluir, pero no se limitan a, sodio, magnesio, cromo, yodo, hierro, manganeso, calcio, cobre,
fluoruro, potasio, fésforo, molibdeno, selenio, cinc, y combinaciones de los mismos.

Los antioxidantes pueden incluir, pero no se limitan a, acido ascérbico, acido citrico, aceite de romero, vitamina A,
vitamina E, fosfato de vitamina E, tocoferoles, fosfato de di-alfa-tocoferilo, tocotrienoles, acido alfa-lipoico, acido
dihidrolipoico, xantéfilos, beta-criptoxantina, licopeno, luteina, zeaxantina, astaxantina, beta-caroteno, carotenos,
carotenoides mixtos, polifenoles, flavonoides, y combinaciones de los mismos.

Los productos fitoquimicos pueden incluir, pero no se limitan a, carotenoides, clorofila, clorofilina, fibra, flavonoides,
antocianinas, cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina, petunidina, flavanoles, catequina,
epicatequina, epigalocatequina, galato de epigalocatequina, teaflavinas, tearubiginas, proantocianinas, flavonoles,
quercetina, kaempferol, miricetina, isoramnetina, eshesperetina de flavonona, naringenina, eriodictiol, tangeretina,
flavonas, apigenina, luteolina, lignanos, fitoestrogenos, resveratrol, isoflavonas, daidzeina, genisteina, gliciteina,
isoflavonas de soja, y combinaciones de los mismos.

Alternativa (o adicionalmente) a un farmaco o medicamento, la composiciéon se usa como suplemento dietético, un
nutracéutico, o un alimento funcional. Ademas, la composicion se podria incorporar en un alimento existente, tal
como yogurt, alimento untable, o como un polvo que puede ser facilmente combinado con alimentos o preparado en
una bebida liquida. La composicién también se puede formular en un suplemento dietético.

Segun un aspecto adicional, se desvela un método de produccion de la composicidn como se describe
anteriormente en el presente documento, que comprende mezclar una cepa de lactobacilo que tiene una elevada
actividad de hidrolasa de sales biliares con un agente modificador de colesterol en una cantidad biolégicamente
eficaz; en donde la cepa es Lactobacillus plantarum 2830 (ECGC 13110402).

Sera evidente para el destinatario experto que el método de produccion de la composicién también puede incorporar
etapas adicionales e incorporar o mezclar la composicién con componentes adicionales como se ha descrito
anteriormente.

Descripcidon detallada de la invencién

En la siguiente descripcién detallada y los experimentos, se debe considerar que las realizaciones que se
encuentran fuera del alcance de la invencion reivindicada como se explica en la reivindicacién 1 y sus aspectos
adicionales explicados en las reivindicaciones 2-13 se interpretan como ilustrativas y/o comparativas a la invencion
reivindicada. Las realizaciones se describiran ahora, a modo de ejemplo solo, en las que:

La Figura 1A es un gréfico del recuento bacteriano con el tiempo usando 0,1 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. plantarum en el Experimento 1;

la Figura 1B es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 0,1 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. casei en el Experimento 1;

la Figura 1C es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 0,1 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. salivarius en el Experimento 1;

la Figura 1D es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 0,1 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. fermentum en el Experimento 1;

la Figura 1E es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 0,1 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. rhanmosus en el Experimento 1;

la Figura 1F es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 0,1 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. delbrueckii en el Experimento 1;

la Figura 2A es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 5 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. plantarum en el Experimento 1;

la Figura 2B es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 5 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. casei en el Experimento 1;

la Figura 2C es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 5 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. salivarius en el Experimento 1;

la Figura 2D es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 5 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. delbrueckii en el Experimento 1;

la Figura 2E es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 5 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. rhanmosus en el Experimento 1;
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la Figura 2F es un grafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 5 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. acidophilus en el Experimento 1;

la Figura 2G es un gréafico de recuento bacteriano con el tiempo usando 5 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. helveticus en el Experimento 1;

la Figura 3 es un gréafico que muestra los resultados de diferentes cepas bacterianas durante 14 horas (DOeoo
medida cada hora) en 0,4 % de bilis de buey y 100 mg/L de concentracién de colesterol en medio MRS en el
Experimento 1;

la Figura 4 es un grafico que muestra los resultados de diferentes cepas bacterianas durante 2 dias antes de la
prueba (DOsoo medida cada hora) en 0,4 % de bilis de buey y 100 mg/L de concentracién de colesterol en
medio MRS en el Experimento 1;

la Figura 5 es una fotografia de cepas de lactobacilo cultivadas en MRSA sobre una placa de 96 pocillos en
condiciones aerobias en el Experimento 2;

la Figura 6 es una fotografia de cepas de lactobacilo cultivadas sobre una placa de 96 pocillos en condiciones
anaerobias, siendo las cepas cultivadas en MRSA solo (control), MRSA + 0,5 % de GDCA, MRSA + 0,5 % de
TDCA, MRSA + 0,5 % de bilis de buey; y MRSA + 2 % de bilis de buey en el Experimento 2;

la Figura 7 es una fotografia de cepas de lactobacilo cultivadas sobre una placa de 96 pocillos en condiciones
aerobias, siendo las cepas cultivadas en MRSA solo (control), MRSA + 0,5 % de GDCA, MRSA + 0,5 % de
TDCA, MRSA + 0,5 % de bilis de buey; y MRSA + 2 % de bilis de buey en el Experimento 2;

la Figura 8 es un grafico de sectores que muestra el diverso intervalo de cepas de lactobacilo que se
sometieron a cribado de alta resolucion;

la Figura 9 es un grafico de sectores que muestra los resultados de las 24 cepas que se identificaron para
andlisis adicional de su capacidad reductora de colesterol;

la Figura 10 es un grafico de sectores que muestra los resultados de las 24 cepas mostradas en la Figura 5
después de normalizar la asimilacion de colesterol a la densidad éptica;

la Figura 11 es un grafico de barras que muestra el recuento de polvo de varias cepas durante los
experimentos de liofilizacién;

la Figura 12 es un gréfico de barras que muestra la supervivencia a la liofilizaciéon de varias cepas durante los
experimentos de liofilizacién;

la Figura 13 es un gréafico de barras que muestra la supervivencia in vitro en el estbmago de varias cepas que
habian sido liofilizadas;

la Figura 14 es un grafico de barras que muestra la actividad de hidrolasa de las sales biliares a GDC 200 yM
para las cepas B4321, B2828 y B2830; y

la Figura 15 es un grafico de barras que muestra la actividad de hidrolasa de las sales biliares (bilis de buey)
para las cepas B4321, B2828 y B2830.

EXPERIMENTO 1

Las bases de estos experimentos eran usar reversiblemente B-galactosidasas en microorganismos para producir un
GOS novedoso. En general, las B-galactosidasas digeririan lactosa. Sin embargo, cambiando las condiciones de
reaccion, en términos de sustrato y temperatura, la enzima actda reversiblemente y genera una version de
oligosacaridos de la lactosa (GOS).

Los lactobacilos se usan mas frecuentemente como probidticos que las bifidobacterias, todavia no existe prebiético
selectivo para lactobacilos. Como estos probioticos también alojan actividad de B-galactosidasa, los experimentos
indujeron la produccién de GOS que era especifica para estos probioéticos. El metabolismo de los prebidticos como
GOS son especificos de especie (como se evidencia por bacterias Bi-lmmuno y bifidobacterias), por lo que un GOS
de lactobacilo tiene el potencial de potenciar el crecimiento, supervivencia y beneficios para la salud de los
lactobacilos.

Los experimentos realizados fueron del siguiente modo:

1. Ensamblar y probar un intervalo de lactobacilos probiéticos para su capacidad para generar GOS y medir
actividades de B-galactosidasa;

2. Generar un GOS prebiético usando el procedimiento de enzima inversa;
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3. Aumentar de escala la novedosa molécula para permitir la prueba in vitro;

4. Comparar la supervivencia y el crecimiento de lactobacilos en ausencia y presencia del prebiético en una
serie de experimentos de 'modelo intestinal' que prueban los probidticos y simbidticos;

5. Evaluar la posibilidad de usar GOS como material de encapsulacion para los lactobacilos; y
6. Probar las propiedades de administracion del material de encapsulacion.

Las cepas bacterianas inicialmente investigadas durante la primera etapa de los experimentos se muestran a
continuacion en la Tabla 1:

Tabla 1

Cepa Numero Origen
Lactobacillus acidophilus NCIMB 30184 Humano
Lactobacillus rhamnosus NCIMB 30188 Humano
Lactobacillus plantarum NCIMB 30187 Col fermentada
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus NCIMB 30186 Yogurt
Lactobacillus casei NCIMB 30185 Queso
Lactobacillus salivarius ssp. salivarius NCIMB 30225 Humano
Lactobacillus fermentum NCIMB 30226 Lacteo
Lacobacillus helveticus NCIMB30224 Lacteo
Lactobacillus fermentum ATCC11976 Humano
Lactobacillus salivarius ATCC 11741 Humano

Se realiz6 la determinacion de la curva de crecimiento bacteriana muestreando cultivos a intervalos de 0 h, 3 h, 5 h,
8 y 24 h usando una serie de dilucion de 100 pL de cultivo en 900 pL de PBS. Se extendieron 20 uL de cada serie
sobre un frasco y se evaluaron con un control negativo y crecimiento.

Se evalud el recuento bacteriano de varias de las cepas usando 0,1 % de lactosa como medio de crecimiento. Las
Figuras 1A - 1F muestran que el recuento bacteriano con el tiempo usando 0,1 % de lactosa como medio de
crecimiento para L. plantarum, L. casei, L. salivarius, L. fermentum, L. rhanmosus 'y L. delbrueckii todos produjeron
una curva de crecimiento estacionario desde aproximadamente 6,5 log10 UFC/mL hasta por encima de
9,5 log10 UFC/mL en aproximadamente 13 horas y el crecimiento fue disminuyendo ya que no aumenté en 25 horas.

Se evalud el recuento bacteriano de varias de las cepas usando 5 % de lactosa como medio de crecimiento. Las
Figuras 2A-2G muestran el recuento bacteriano con el tiempo usando 5 % de lactosa como medio de crecimiento
para L. plantarum, L. casei, L. salivarius, L. delbrueckii, L. rhanmosus, L. acidophilus'y L. helveticus. Otra vez, todos
produjeron una curva de crecimiento estacionaria desde aproximadamente 6,5 log10 UFC/ml hasta por encima de
9,5 log10 UFC/ml en aproximadamente 13 horas y el crecimiento fue entonces plano ya que no aument6 en 25
horas.

Entonces se incluyo colesterol en el medio de cultivo de las cepas bacterianas y se probo cada cepa para la cantidad
de colesterol después de la incubacién.

El ensayo de colesterol usado se basa en la siguiente férmula:
% de colesterol x peso seco (g) ' = (B-T/B x 100)/ W

donde B= contenido de colesterol en el control sin inocular mg/l -!, T= colesterol en medio de cultivo mg/l ' y W=
células (peso seco g después de 12 h de inc).

Se midié el peso del sedimento del cultivo independientemente del sobrenadante y también se midié el caldo
gastado (residuos evaporados). El ensayo de colesterol se realizé por triplicado en varias series.

La Figura 3 muestra el crecimiento de diferentes cepas bacterianas durante 14 horas (DOsoo medida cada hora) en
0,4 % de bilis de buey y 100 mg/L de concentracion de colesterol en medio MRS y muestra que algunas cepas
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bacterianas fueron mucho mas eficaces en crecer en este medio. L. plantarum mostré el mejor perfil de crecimiento,
seguido por L. delbrueckii, L. caseiy L. fermentum.

La Figura 3 muestra el crecimiento de diferentes cepas bacterianas durante 12 horas (DOsoo medida cada hora) en
0,4 % de bilis de buey y 100 mg/L de concentracion de colesterol en medio MRS y muestra que algunas cepas
bacterianas fueron mucho mas eficaces en crecer en este medio. L. plantarum mostr6 el mejor perfil de crecimiento,
seguido por L. delbrueckii, L. caseiy L. fermentum.

La Figura 4 es un grafico que muestra los resultados de diferentes cepas bacterianas durante 2 dias antes de la
prueba (DOeoo medida cada hora) en 0,4 % de bilis de buey y 100 mg/L de concentracién de colesterol en medio
MRS. L. fermentum mostr6 el mejor perfil de crecimiento, seguido por L. rhamnosus, L. helveticus, L. helveticus y L.
salivarius.

Entonces se realizaron pruebas de ensayo directo en placa sobre las cepas para medir adicionalmente la actividad
de colesterol. Se midi6 la actividad de hidrolasa de sales biliares (BSH) de células en reposo para evaluar la
liberacion de aminoacidos de la hidrélisis de acidos biliares conjugados. Se midi6 la desconjugacién de sales biliares
(basada en la liberacién de acido colico libre) y finalmente se evalu6 la co-precipitacion de colesterol con bilis
desconjugada. La Tabla 2 a continuacién muestra los resultados del ensayo directo en placa.

Tabla 2
Bacterias 12 serie | 22 serie | 32 serie
L. casei Y Y Y
L. delbrueckii Y Y Y
L. acidophilus Y Y Y
L. fermentum X Y Y
L. salivarius X X X
L. halveticus Y X X
L. rhamnosus X X X
L. plantarum X Y Y
L. salivarius* X X X
L. fermentum* X X Y

Se puede observar que L. casei, L. delbrueckii y L. acidophilus tuvieron todos actividad de BSH fiable. Sin embargo,
L. fermentum y L. plantarum también tuvieron crecimientos satisfactorios (2 de las 3 series) y se demostrd
previamente que L. plantarum fue particularmente eficaz en el crecimiento sobre 0,4 % de bilis de buey y 100 mg/L
de colesterol como se ilustra en las Figuras 3 y 4.

Comparando los resultados de las cepas que son capaces de crecer en medios que contienen colesterol y las cepas
que tienen actividad de BSH, L. casei, L. delbrueckii, L. fermentum y L. plantarum parecieron ser candidatos
adecuados para producir e identificar un GOS prebiotico especifico.

El GOS prebiotico generado por una cepa especifica tiene metabolismo optimizado no solo para producir el GOS,
sino también para metabolizarlo (como se genera a partir de un procedimiento enzimatico inverso). El GOS se puede
incorporar, por tanto, con el probiético en un simbidtico que crearia un entorno altamente selectivo para el probiético.
Como un probidtico puede tener un beneficio especifico para la salud, entonces se puede generar una férmula
simbidtica que se adapta a un beneficio especifico para la salud.

EXPERIMENTO 2

En paralelo con el Experimento 1, se realiz6 un cribado de alto rendimiento (HTS) inicial de 718 cepas de lactobacilo
para evaluar la resistencia a diferentes tipos de sales biliares. Entonces se realizaron experimentos adicionales para
investigar la precipitacion de la bilis en 286 cepas resistentes para establecer la actividad de hidrolasa de sales
biliares.

Las cepas probadas fueron: Lactobacilli acidophilus, Lactobacilli helveticus, Lactobacilli alimentarius, Lactobacilli
brevis, Lactobacilli buchneri, Lactobacilli casei (incluyendo las subespecies: rhamnosus, casei, tolerans,
pseudoplantarum, paracasei, alactotsus y rhamnosus), Lactobacilli crispatus, Lactobacilli curvatus (incluyendo la
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subespecie: curvatus), Lactobacilli delbrueckii (incluyendo las subespecies: bulgaricus y lactis), Lactobacilli
fermentum, Lactobacilli panis, Lactobacilli paracasei (incluyendo la subespecie: paracasei), Lactobacilli pentosus,
Lactobacilli plantarum, Lactobacilli rhamnosus, Lactobacilli sakei, Lactobacilli salivarius (incluyendo la subespecie:
salivarius).

Se cultivaron las cepas durante la noche en MRS a 37 °C. De estos cultivos se prepararon reservas de glicerol y se
almacenaron a -80 °C. Se inocul6 una placa de microtitulacién y se dispusieron todas las cepas por cuadruplicado en
placas maestras.

Las sales biliares usadas en estos experimentos se compraron de Sigma® y fueron del siguiente modo:
glicodesoxicolato de sodio (GDCA) (producto de Sigma numero G3258, CAS: 16409-34-0); taurodesoxicolato de
sodio hidratado (TDCA) (producto de Sigma numero T0875, CAS: 207737-97-1) y bilis bovina (bilis de buey)
(producto de Sigma numero B3883, CAS: 8008-63-7). Las concentraciones de las sales biliares usadas en los
experimentos fueron del siguiente modo: 0,5 % de GDCA; 0,5 % de TDCA; 0,5 % de bilis de buey; y 2,0 % de bilis de
buey. Se cree que es mas probable que los datos in vitro usando glicodesoxicolato reflejen la probabilidad de la
eficacia de producto y que imite mas estrechamente el entorno humano in vivo.

Se cultivaron los cultivos durante la noche en placas de 96 pocillos en MRSA a 37 °C. Entonces se depositaron 5 pL
de los cultivos en pocillos que contenian 150 uL de agar de MRSA con sales biliares anadidas en placas de 96
pocillos y se incubaron durante 48 horas en condiciones aerobias/anaerobias. Se monitorizaron las condiciones de
pH para garantizar el apropiado crecimiento de las cepas.

Los resultados mostraron que ciertas cepas crecen sobre las placas de MRSA en tanto condiciones anaerobias
como aerobias. La Tabla 3 a continuacion muestra todos los resultados positivos del HTS inicial donde una cepa
particular es capaz de crecer (evaluado por medicion de DOsoo) en un intervalo de sales biliares en condiciones
anaerobias:

Tabla 3
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293 Y Y Y Y Y Y Y Y
306 Y Y Y Y Y Y Y Y
1692 Y Y Y Y Y Y Y Y
Lactobacillus casei Y Y Y Y Y Y Y Y
262 Y Y Y Y Y Y Y Y
1694 Y Y Y Y Y Y Y Y
Lactobacillus plantarum Y Y Y Y Y Y Y Y
1683 Y Y Y Y Y Y Y Y
2258 Y Y Y Y Y Y Y Y
2471 Y Y Y Y Y Y Y Y
2472 Y Y Y Y Y Y Y Y
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Promedio de 0,5 % de TDCA-24 h
Promedio de 0,5% de TDCA-72 h
Promedio de 0,5 % de GDCA-24 h
Promedio de 0,5 % de GDCA-72 h
Promedio de 0,5 % de bilis de buey-24 h
Promedio de 0,5 % de bilis de buey-72 h
Promedio de 2,0 % de bilis de buey-24 h
Promedio de 2,0 % de bilis de buey-72 h

Especie/cepa de lactobacilus

2475 Y Y Y Y Y Y Y Y
2478 Y Y Y Y Y Y Y Y
2480 Y Y Y Y Y Y Y Y
2481 Y Y Y Y Y Y Y Y
2487 Y Y Y Y Y Y Y Y
2490 Y Y Y Y Y Y Y Y
2491 Y Y Y Y Y Y Y Y
2492 Y Y Y Y Y Y Y Y
2534 Y Y Y Y Y Y Y Y
2536 Y Y Y Y Y Y Y Y
2819 Y Y Y Y Y Y Y Y
2826 Y Y Y Y Y Y Y Y
2828 Y Y Y Y Y Y Y Y
2830 Y Y Y Y Y Y Y Y
2831 Y Y Y Y Y Y Y Y
2832 Y Y Y Y Y Y Y Y
4038 Y Y Y Y Y Y Y Y
299 (1837) Y Y Y Y Y Y Y Y
AbBio Y Y Y Y Y Y Y Y
WCFS1 (1836) Y Y Y Y Y Y Y Y
Lactobacillus salivarius ssp. Salivarius Y Y Y Y Y Y Y Y
NCIMB 30225 Y Y Y Y Y Y Y Y

La Figura 5 ilustra que muchas cepas crecen bien en MRSA en condiciones aerobias. Como se muestra en la Figura
7, GDCA inhibe el crecimiento de las cepas en todos los casos en condiciones aerobias, pero como se muestra en la
Figura 6 en condiciones anaerobias, algunas cepas crecen en GDCA. Se encontré que 2,0 % de bilis de buey inhibia
el crecimiento de algunas cepas en tanto condiciones aerobias como anaerobias. Las placas en las Figuras 6 y 7
muestran un buen crecimiento para las siguientes cepas: (Lactobacillus plantarum NCIMB 8026, Lactobacillus
fermentum ATCC 11976, Lactobacillus plantarum NCIMB 8826, Lactobacillus plantarum AbBio, Lactobacillus
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helveticus LBK-16H, Lactobacillus plantarum WCF51 (1836), Lactobacillus plantarum NCIMB 30187, Lactobacillus
plantarum 299 (1837)). Cuando estos resultados se comparan con los datos de crecimiento de cepas comparativas
cultivadas en un medio que contiene 100 mg/L de colesterol en el Experimento 1 (y se ilustra en las Figuras 3 y 4),
parece que Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum tienen excelente crecimiento en presencia de
colesterol y son resistentes a las sales biliares y tienen actividad de hidrolasa de sales biliares.

La Tabla 4 a continuacidon muestra un breve resumen de los resultados de crecimiento:

Tabla 4
Medio Cepas cultivadas en 20 / 72 horas
0,5 % de TDCA 163 /208
0,5 % de GDCA 38/45

0,5 % de bilis de buey | 116/160

2,0 % de bilis de buey | 84 /103

Se encontré que un total de 41 cepas crecian en presencia de las tres sales biliares presentes a 0,5 %.

Entonces se evalud la actividad de hidrolasa de sales biliares en cepas resistentes aplicando 5 L en "placa de tubos
de PCR" (150 pL de agar en tubos de microcentrifugadora de paredes delgadas). Estos placas de tubos se
cultivaron en las mismas condiciones que las placas de 96 pocillos (MRS + 0,5 % de TDCA, MRS + 0,5 % de GDCA,
MRS + 0,5 % de bilis de buey, MRS + 2,0 % de bilis de buey, MRS sin bilis (control)).

Las placas se incubaron anaerébicamente a 37 °C y se evalud la precipitacion de bilis (relacionada con la actividad
de hidrolasa de sales biliares) después de 24 y 48 h usando el siguiente sistema de puntuacion: Crecimiento récord
como + 0 — para actividad de BSH. Entonces se seleccionaron los positivos para el posterior cultivo en linea sobre
placas de MRS que contenian 0,5 % de bilis de buey.

Después de 72 horas, se habian identificado cepas positivas. Los cultivos positivos solo mostraron la precipitacion
en GDCAy TDCA.

La Figura 8 muestra la variedad de cepas usadas en el ensayo de cribado de alto rendimiento inicial.

Después de reducir el numero de cepas hasta 24 basandose en la actividad de BSH anterior, se realiz6 el cribado
adicional de la asimilacion de colesterol en medio MRS complementado con 0,4 %.

La Tabla 3 a continuacion muestra los resultados de las cepas seleccionadas y su % promedio de reduccién de
colesterol.
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Tabla 3
Duplicado Duplicado Duplicado Duplicado Duplicado Duplicado
biologico 1 | biologico2 | biolégico1 | bioldgico2 | biolégico 1 biolégico 2 | Promedio
DO % de % de % de
después de | DO después reduccion reduccion reduccion
24 horas de 24 horas | Colesterol Colesterol de de de
Cepa crecimiento | crecimiento en myg/l en mg/l colesterol colesterol colesterol
306 1,58 1,45 21,0 19,6 5,7 12,0 8,9
2490 1,31 1,28 19,1 21,5 14,4 3,7 9,1
2471 1,55 1,53 19,7 19,4 11,4 13,1 12,2
2475 0,72 0,75 19,1 20,0 14,4 10,4 12,4
2478 1,56 1,5 19,0 19,2 14,7 14,0 14,3
2480 1,2 1,04 19,3 18,3 13,4 18,0 15,7
1708 2,2 1,9 18,1 19,4 18,7 13,1 15,9
2472 1,66 1,95 19,0 17,6 14,9 21,0 17,9
2260 3,52 3,62 11,5 11,3 48,2 49,1 48,7
ATCC 11976 1,37 1,44 2,63 6,77 71,5 26,8 49,2
293 3,54 3,27 10,8 11,4 51,7 48,7 50,2
1836 3,61 3,75 9,7 12,3 56,3 44,6 50,5
1837 3,6 3,72 10,1 10,0 54,4 54,9 54,7
24814 1,45 1,42 1,0 18,4 95,4 17,3 56,3
1683 4,28 3,92 10,6 8,6 52,4 61,3 56,9
2535 2,65 2,62 9,1 8,1 59,3 63,5 61,4
ATCC 11741 1,24 1,33 3,43 3,50 62,9 62,1 62,5
2826 3,28 4,36 7,3 6,8 67,0 69,4 68,2
2691 3,12 2,68 7,1 5,7 68,2 74,4 71,3
ATCC 43121 3,15 4,52 6,4 4.4 71,4 80,1 75,7
2831 3,75 3,81 4,5 5,5 79,6 75,4 77,5
2830 3,22 2,84 5,3 45 76,1 79,7 77,9
2828 3,4 3,02 na** 4,0 82,2 82,2
NCIMB30187 2,75 2,58 3,5 4,3 84,4 80,8 82,6

La Figura 9 muestra los resultados de la tabla en un diagrama de barras e ilustra que existe una gran diferencia
entre las primeras 8 cepas en comparacion con el resto de las cepas.

La Tabla 4 a continuacién y la Figura 10 muestran la asimilacion normalizada de colesterol con respecto a la
densidad optica.
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Tabla 4
Duplicado Duplicado Duplicado | Duplicado | Duplicado | Duplicado
biolégico 1 biologico 2 | biologico 1 | bioldgico 2 | biolégico 1 | biologico2 | Promedio
mg de
reduccion
DO después | DO después mg de mg de de
de 24 horas de 24 horas | Colesterol | Colesterol | reduccion | reduccion colesterol
Cepa crecimiento crecimiento en mg/l en mg/l por DO por DO por OD
306 1,58 1,45 21,0 19,6 0,8 1,8 1,3
2490 1,31 1,28 19,1 21,5 2,5 0,6 1,5
1708 2,2 1,9 18,1 19,4 1,9 1,5 1,7
2471 1,55 1,53 19,7 19,4 1,6 1,9 1,8
2478 1,56 1,5 19,0 19,2 2,1 2,1 2,1
2472 1,66 1,95 19,0 17,6 2,0 2,4 2,2
2260 3,52 3,62 11,5 11,3 3,1 3,0 3,0
1836 3,61 3,75 9,7 12,3 3,5 2,7 3,1
1683 4,28 3,92 10,6 8,6 2,7 3,5 3,1
2480 1,2 1,04 19,3 18,3 2,5 3,9 3,2
293 3,54 3,27 10,8 11,4 3.3 3,3 3,3
1837 3,6 3,72 10,1 10,0 3.4 3,3 3,3
2475 0,72 0,75 19,1 20,0 4,5 3,1 3,8
2826 3,28 4,36 7,3 6,8 4,6 3,5 4,0
ATCC
43121 3,15 4,52 6,4 4,4 5,0 3,9 4,5
2831 3,75 3,81 4,5 5,5 47 4.4 4.6
2535 2,65 2,62 9,1 8,1 5,0 5,4 5,2
2691 3,12 2,68 7.1 5,7 49 6,2 5,5
2830 3,22 2,84 5,3 4,5 53 6,3 5,8
2828 3,4 3,02 na* 4,0 6,1 6,1
NCIMB
30187 2,75 2,58 3,5 4,3 6,8 7,0 6,9
ATCC
11976 1,37 1,44 2,63 6,77 8,6 53 6,9
ATCC
11741 1,24 1,33 3,43 3,50 8,8 8,2 8,5
24817 1,45 1,42 1,0 18,4 14,7 2,7 8,7

Entonces se hizo una evaluacién comparando los resultados de las cepas basandose en el % de reduccion de
colesterol (Tabla 5 a continuacion) y la reduccién de colesterol normalizada a la DO (Tabla 6 a continuacién) en el
contexto de su posible eficacia de crecimiento en el intestino.
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Tabla 5 (los candidatos interesantes estan subrayados)

clasificado por "% de reduccion de colesterol"

Promedio | Promedio | Actividad de BSH; semana 27 (algunas Actividad de BSH - semana 30
cepas ho crecieron - ha)

Cepa % de mg de TDCA GDCA 0,5 bilis 2 bilis | TDCA | GDCA 0,5 2 bilis Especies

reduccion | reduccion de buey de bilis de | de buey de L.

de de buey buey
colesterol | colesterol
por DO
306 8,9 1,3 0 0 0 0 0 2 1 1 brevis
2490 9,1 1,5 0 2 0 0 0 2 0 0 plantarum
2471 12,2 1,8 0 2 0 0 0 0 1 1 plantarum
2475 12,4 3,8 0 0 0 0 0 3 1 1 plantarum
2478 14,3 2,1 0 0 0 0 0 2 1 1 plantarum
2480 15,7 3.2 0 0 0 0 0 2 1 1 plantarum
1708 15,9 1,7 0 1 0 0 0 3 0 0 brevis
2472 17,9 2,2 0 2 0 0 0 2 0 0 plantarum
2260 48,7 3,0 0 3 1 0 0 3 0 0 plantarum
293 50,2 3,3 0 0 1 0 0 3 3 3 brevis
1836 50,5 3,1 0 1 1 0 0 1 1 1 plantarum
1837 54,7 3,3 0 2 1 0 0 3 1 1 plantarum
2481 56,3 8,7 0 2 0 0 0 2 1 1 plantarum
1683 56,9 3,1 0 3 1 0 0 3 0 0 plantarum
2535 61,4 5,2 0 0 1 0 0 3 0 0 plantarum
ATCC
11976 67,3 6,9 0 0 0 0 0 0 0 0 fermentum
2826 68.2 4,0 0 3 1 0 0 3 0 0 plantarum
2691 71,3 55 0 0 1 0 0 3 0 0 plantarum
ATCC
43121 75.7 4,5 3 0 2 1 3 0 0 0 acidophilus
ATCC
11741 75,9 8,5 na na na na 0 0 0 0 salivarius
2831 77,5 4,6 na na na na 0 3 0 0 plantarum
2830 779 5.8 0 0 1 0 0 3 0 0 plantarum
2828 82,2 6.1 0 3 1 0 0 3 0 0 plantarum
NCIM
B

30187 82,6 6,9 na na na na na na na na plantarum
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clasificado por "mg reduccion de colesterol normalizada a DO"

Promedio Promedio Actividad de BSH; semana Actividad de BSH - semana
27 (algunas cepas no 30
crecieron- na)
Cepa % de mg TDCA | GDCA | 0,5 bilis 2 bilis TDCA | GDCA | 0,5 bilis 2 Especies
reduccion | reduccion de buey | de buey de buey bilis de L.
de de de
colesterol | colesterol buey
por OD
306 8,9 1,3 0 0 0 0 0 2 1 1 brevis
2490 9,1 1,5 0 2 0 0 0 2 0 0 plantarum
1708 15,9 1,7 0 1 0 0 0 3 0 0 brevis
2471 12,2 1,8 0 2 0 0 0 0 1 1 plantarum
2478 14,3 2,1 0 0 0 0 0 2 1 1 plantarum
2472 17,9 2,2 0 2 0 0 0 2 0 0 plantarum
2260 48,7 3,0 0 3 1 0 0 3 0 0 plantarum
1836 50,5 3,1 0 1 1 0 0 1 1 1 plantarum
1683 56,9 3,1 0 3 1 0 0 3 0 0 plantarum
2480 15,7 3,2 0 0 0 0 0 2 1 1 plantarum
293 50,2 3,3 0 0 1 0 0 3 3 3 brevis
1837 54,7 3,3 0 2 1 0 0 3 1 1 plantarum
2475 12,4 3,8 0 0 0 0 0 3 1 1 plantarum
2826 68,2 4,0 0 3 1 0 0 3 0 0 plantarum
ATCC
43121 757 45 3 0 2 1 3 0 0 0 acidophilus
2831 77,5 4.6 na na na na 0 3 0 0 plantarum
2535 61,4 5,2 0 0 1 0 0 3 0 0 plantarum
2691 71,3 55 0 0 1 0 0 3 0 0 plantarum
2830 77.9 5.8 0 0 1 0 0 3 0 0 plantarum
2828 822 6.1 0 3 1 0 0 3 0 0 plantarum
NCIMB
30187 82,6 6,9 na na na na na na na na plantarum
ATCC
11976 67,3 6,9 0 0 0 0 0 0 0 0 fermentum
ATCC
11741 75,9 8,5 na na na na 0 0 0 0 salivarius
2481 56,3 8,7 0 2 0 0 0 2 1 1 plantarum

Las cepas 2828 (ECGC 13110403), 2830 (ECGC 13110402), 2691 (ECGC 13110401) y ATCC43121 muestran alta
reduccion del colesterol y buena actividad de BSH en ambos analisis anteriores en las Tablas 5 y 6. Las pruebas in
vitro realizadas sugieren fuertemente que estas cepas, tanto en combinacién entre si como individualmente, serian
adecuadas para su uso en modificar la absorcion de colesterol o en el tratamiento de enfermedad cardiaca, diabetes
u obesidad en un individuo. Estas cepas se podrian usar conjuntamente con prebidticos especificos del crecimiento

para incentivar y soportar el crecimiento.
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Entonces se realizaron experimentos para mirar como de bien se las arreglaron varias cepas con ser liofilizadas y
también la posterior actividad de BSH hacia sales biliares especificas de tres cepas seleccionadas.

La primera etapa era fermentar varias cepas. Se encontré que las cepas acidificaron todos los vehiculos y
crioprotectores elegidos. Se evalué que las formulaciones deberian trabajar en frio durante la produccion. La
eleccion de vehiculos y sus concentraciones finales fueron del siguiente modo: 82 % de MD + 14 % de sorbitol (MD
= maltodextrina) (resto del medio, y bacterias) y 82 % de MD + 14 % de sacarosa. Todas las cepas crecieron bien
sobre las fuentes de nitr6geno seleccionadas con una mezcla de extracto de levadura y peptona de soja. No se
sugirieron ingredientes animales para la validacién, pero se evalu6 que la peptona de soja puede provocar
precipitado insoluble, que podria impedir el procesamiento aguas abajo en el futuro. Idealmente, se evalué que el
medio que se iba a usar en la produccion se basa en 100 % de YE, sin otras fuentes de nitr6geno. La Tabla 7 a
continuacion muestra el resumen de los resultados de las tasas de fermentacién y viabilidad para las tres cepas
elegidas (B4321, B2828 y B2830) en los medios. En los siguientes datos, B4321 se refiere a la misma cepa que
B2691 denominado antes.

Tabla 7
Cepa B4321 (B2691) B2828 B2830
Medio Sorbitol | Sacarosa | Sorbitol | Sacarosa | Sorbitol | Sacarosa
Coagulacién Si NO NO
DOmaéx-fermentacion 9,5 12,9 15,7
UFC-fermentacion 7,5E+09 1,4E+10 1,6E+10
Células/DO 8E+08 1E+09 1E+09
Factor de conversion en vehiculo 24% 24% 18% 17% 14% 14%
g'l\:/l()) en disolucién de vehiculo (30 % de | 3,9E+09 | 4,1E+09 | 2,1E+09 | 2,5E+09 1,8E+09 | 2,2E+09
UFC en polvo 3,24E+09 | 4,12E+09 | 2,35E+09 | 2,82E+09 | 1,38E+09 | 2,62E+09
Supervivencia a la liofilizacion 28% 34% 39% 39% 27% 41%

La Figura 11 muestra los recuentos de polvo para varias cepas, mientras que la Figura 12 muestra la supervivencia
a la liofilizacién de las mismas cepas.

La Figura 13 muestra la supervivencia de las cepas en el estdmago. La cepa B4321 (B2691) sobrevive claramente
mejor en las condiciones probadas ~109 UFC/mL de células estacionarias incubadas durante 60 min a pH 2,45 en
una disolucion de Na/K/HCI con pepsina y lipasa.

Las Figuras 14 y 15 muestran la actividad de hidrolasa de sales biliares en las cepas elegidas. B2828 y B2830
convirtieron casi 100 % del sustrato en 3 horas. Por tanto, no aparecié discriminacion que fuera posible entre estas
cepas.

Depdsito de material biol6gico

Se hizo un deposito de material bioldégico a efectos de una solicitud de patente de Reino Unido en la Coleccién
Nacional de Cultivos Tipo (NCTC) en el R. U. La NCTC es una Autoridad Internacional de Depésito (IDA) reconocida
en virtud del Tratado de Budapest.

Cada una de las cepas depositadas en la NCTC en el R. U. ha sido asignada con un numero con el prefijo ECGC.
ECGC representa la Coleccion General de Cultivos Europeos.

Se debe observar que B2691 (ECGC 13110401) fue originalmente fenotipicamente clasificada como L. reteri tras el
depdsito en la NCTC. Se ha encontrado posteriormente que es un L. plantarum basado en andlisis genético y esta
cepa se denomina en la presente solicitud B2691 y se renombr6 B4321 en experimentos posteriores.
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Para

OptiBiotix Health Ltd

2 Hann Road

Rownhams DECLARACION DE VIABILIDAD

Southampton concedida segun la Regla 10.2 por la
Hampshire AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
SO16 8LN identificada en la siguiente pagina

NOMBRE Y DIRECCION DE LA PARTE A LA QUE SE
CONCEDE LA DECLARACION DE VIABILIDAD

I. DEPOSITANTE Il. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Nombre: OptiBiotix Health Ltd Numero de acceso dado por la

AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL

Direccion: 13110401
2 Hann Road
Rownhams Fecha del depésito o de la transferencia:
Southampton 04 de noviembre de 2013
Hampshire
SO16 8LN

lll. DECLARACION DE VIABILIDAD

La viabilidad del microorganismo identificado en Il. anteriormente se prob6 el 04 de noviembre de 20132. En esa
fecha, dicho microorganismo fue:

X3 viable

(1% ya no era viable

1 Indicar la fecha del depdsito original o, si se ha hecho un depédsito nuevo o una transferencia, la fecha
relevante mas reciente (fecha del nuevo depdsito o fecha de la trasferencia).

2 En los casos citados en la regla 10.2(a)(ii) y (iii), referirse a la prueba de viabilidad més reciente.

3 Marcar con una cruz el recuadro aplicable
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IV. CONDICIONES BAJO LAS CUALES SE HA REALIZADO LA PRUEBA DE VIABILIDAD*

El depésito de patente NIZO 2691 numero de acceso 13110401 se probd segun el propio protocolo del
depositante y se mostré que era viable

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: Supervisor de patentes de NCTC Firma(s) de las persona(s) que tienen las facultades
para representar a la Autoridad Internacional de
Depésito

Direccion: Public Health England
Culture Collections €\\) . /

Porton Down

SALISBURY SP4 0JG )
Reino Unido Fecha: 21 de noviembre de 2013
4 Rellenar si se ha solicitado la informacién y si los resultados de la prueba fueron negativos.

Para

OptiBiotix Health Ltd

2 Hann Road DECLARACION DE VIABILIDAD

Rownhams concedida seglin la Regla 10.2 por la
Southampton AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
Hampshire identificada en la siguiente pagina

SO16 8LN

NOMBRE Y DIRECCION DE LA PARTE A LA QUE SE
CONCEDE LA DECLARACION DE VIABILIDAD

I. DEPOSITANTE Il. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
Nombre: OptiBiotix Health Ltd Numero de acceso dado por la
Direccion: AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL
2 Hann Road 13110402
Rownhams
Southampton Fecha del depésito o de la transferencia:
Hampshire 04 de noviembre de 2013
SO16 8LN
lll. DECLARACION DE VIABILIDAD
La viabilidad del microorganismo identificado en Il. anteriormente se probd el 04 de noviembre de 20132. En esa
fecha, dicho microorganismo fue:
X3 viable
(1% ya no era viable

1 Indicar la fecha del deposito original o, si se ha hecho un depésito nuevo o una transferencia, la fecha
relevante mas reciente (fecha del nuevo deposito o fecha de la trasferencia).

2 En los casos citados en la regla 10.2(a)(ii) y (iii), referirse a la prueba de viabilidad mas reciente.

3 Marcar con una cruz el recuadro aplicable
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IV. CONDICIONES BAJO LAS CUALES SE HA REALIZADO LA PRUEBA DE VIABILIDAD*

El depésito de patente NIZO 2830 numero de acceso 13110402 se probd segun el propio protocolo del
depositante y se mostré que era viable

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: Supervisor de patentes de NCTC Firma(s) de las persona(s) que tienen las facultades
para representar a la Autoridad Internacional de
Depésito

Direccion: Public Health England —
Culture Collections DY S
Porton Down
SALISBURY SP4 0JG

Reino Unido Fecha: 21 de noviembre de 2013

4 Rellenar si se ha solicitado la informacién y si los resultados de la prueba fueron negativos.
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Para

OptiBiotix Health Ltd

2 Hann Road

Rownhams DECLARACION DE VIABILIDAD

Southampton concedida segun la Regla 10.2 por la
Hampshire AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
SO16 8LN identificada en la siguiente pagina

NOMBRE Y DIRECCION DE LA PARTE A LA QUE SE
CONCEDE LA DECLARACION DE VIABILIDAD

I. DEPOSITANTE Il. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Nombre: OptiBiotix Health Ltd Numero de acceso dado por la

AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL

Direccion: 13110403
2 Hann Road
Rownhams Fecha del depésito o de la transferencia:
Southampton 04 de noviembre de 2013
Hampshire
SO16 8LN

lll. DECLARACION DE VIABILIDAD

La viabilidad del microorganismo identificado en Il. anteriormente se prob6 el 04 de noviembre de 20132. En esa
fecha, dicho microorganismo fue:

X3 viable

(1% ya no era viable

1 Indicar la fecha del depdsito original o, si se ha hecho un depédsito nuevo o una transferencia, la fecha
relevante mas reciente (fecha del nuevo depdsito o fecha de la trasferencia).

2 En los casos citados en la regla 10.2(a)(ii) y (iii), referirse a la prueba de viabilidad mas reciente.

3 Marcar con una cruz el recuadro aplicable
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IV. CONDICIONES BAJO LAS CUALES SE HA REALIZADO LA PRUEBA DE VIABILIDAD*

El depésito de patente NIZO 2828 numero de acceso 13110403 se probd segun el propio protocolo del
depositante y se mostré que era viable

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: Supervisor de patentes de NCTC Firma(s) de las persona(s) que tienen las facultades
para representar a la Autoridad Internacional de
Depésito

Direccion: Public Health England Vs
Culture Collections
Porton Down Q \ /
SALISBURY SP4 0JG
Reino Unido Fecha: 21 de noviembre de 2013

4 Rellenar si se ha solicitado la informacién y si los resultados de la prueba fueron negativos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una cepa de Lactobacilli que tiene una elevada actividad de hidrolasa de sales
biliares y un agente modificador de colesterol; en donde la cepa es Lactobacillus plantarum 2830 (ECGC 13110402).

2. La composicién segun la reivindicacién 1, para su uso en modificar la absorcion de colesterol en un individuo.

3. La composicién segun la reivindicacion 1, para su uso en el tratamiento de colesterol alto, enfermedad cardiaca,
diabetes u obesidad.

4. La composicion segun cualquier reivindicacion precedente, en donde el agente modificador de colesterol
comprende un oligosacarido, y opcionalmente en donde el oligosacarido se produce a partir de uno o mas de los
siguientes: B-galactosidasas, a-galactosidasas, a- y B-glucosidasas, a-manosidasas, o B-xilosidasas.

5. La composicion segun la reivindicacién 4, en donde la cepa bacteriana es capaz de producir los oligosacaridos por
reaccion enzimatica inversa.

6. La composicion segun cualquier reivindicacion precedente, en donde el agente modificador de colesterol
comprende un medio de crecimiento selectivo para la cepa de Lactobacilli.

7. La composicion segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la cepa estéa en una cantidad en el intervalo
de 105 ufc/g a 102 ufc/g.

8. La composicién segun cualquier reivindicacion precedente, en donde la composicion esté encapsulada.

9. La composicion seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, o0 4 a 8 cuando es dependiente de las
reivindicaciones 1 0 2, en forma de un alimento.

10. Uso de la composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, 0 4 a 9 cuando es dependiente de las
reivindicaciones 1 0 2, como suplemento dietético.

11. La composicion segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas uno 0 mas principios activos
seleccionados de vitaminas, minerales, productos fitoquimicos, antioxidantes, y combinaciones de los mismos.

12. La composicion segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas un prebidtico o un prebidtico
secundario si el agente modificador de colesterol comprende un prebidtico.

13. Un método de produccién de la composicién de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende mezclar una cepa de

Lactobacilli que tiene una elevada actividad de hidrolasa de sales biliares con un agente modificador de colesterol en
una cantidad bioldgicamente eficaz; en donde la cepa es Lactobacillus plantarum 2830 (ECGC 13110402).
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Recuentos de polvo
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Reduccion en la viabilidad

Tasa de conversion
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Supervivencia in vitro en el estomago

Tiempo de incubacion (min)

FIG. 13

Actividad de hidrolasa de sales biliares
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—L1 — *';b {I:I
—&— WCFS1

—{— B4321

\\ —A\— B2828
—>X— B2830

\ .I. Estomago hasta intestino
4 Ay _L 1
30 60 ) 120

T

\

\

Q

1
| B4321

[ ]B2828

B2830

Control neg.

Cepa

FIG. 14

35




ES 2760 256 T3

Gl old

SaJel|iq S9[es ap UQISIaAUOY)

0d <- 209 WM 001 DA <- 0a09 M 0g

~ 0<- 09 WM 05¢

Bau josuog []

7

HH

0egza [ ]
gz87a [ ] \ / ) \/./
veeva [] -

ooueig [ ]
[

% 00| SSUOISISAU0D :0peINjes 0Aesug

(Aanq ap sl|iq) se1elliq sejes ap esejoIpIY 3P PEPIAIOY

%0¢-

%0

%0¢

%0

%09

%08

%001

OPIJBAUOD 0]eJISNS 3P %,

36



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

