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DESCRIPCION
Microbiomarcador para la celiaquia y producto relacionado
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la celiaquia. De forma mas precisa la invencidén se refiere a un producto
microbioldgico para su uso en la mejora del estado de salud intestinal de individuos que padecen celiaquia. Ademas,
la invencion se refiere a un método para identificar a una persona que tiene celiaquia mediante un biomarcador de
salud intestinal especifico, el indice intestinal celiaco (CGl).

Antecedentes de la invencion

La celiaquia (CD) es un trastorno autoinmunitario del intestino delgado que se produce en personas genéticamente
predispuesta de todas las edades desde la infancia en adelante. La celiaquia esta provocada por una reaccién frente
a las gliadinas, una familia de proteinas relacionadas ricas en prolina y glutamina en la proteina del gluten, que se
encuentran en el trigo (y proteinas similares de la tribu Triticeae, tales como cebada y centeno). Tras la exposicion a
gliadina, la enzima transglutaminasa tisular modifica la proteina, y el sistema inmunitario de los sujetos propensos a
celiaquia reacciona y reacciona de forma cruzada con el tejido del intestino delgado, provocando una reaccion
inflamatoria. La inflamacion conduce posteriormente a la atrofia de las vellosidades e interfiere con la absorcién de
nutrientes, incluyendo minerales y vitaminas liposolubles. Los otros factores causantes en la celiaquia aparte del
gluten implican contexto genético del huésped (HLA-DQ2 o DQ8 y otros genes distintos de HLA) y cofactores
ambientales, tales como patégenos intestinales, composicion de la microbiota intestinal alterada, practicas de
alimentacion infantil y algunos farmacos inmunomoduladores.

La composicion de la microbiota intestinal ha demostrado tener numerosos efectos sobre el bienestar y la salud del
huésped (Hooper L.V., Gordon J. Science 2001; y Backhed, F et al. 2005, Science). El desequilibrio del microbioma
intestinal se ha asociado con varias enfermedades, incluyendo autismo, enfermedad y cancer intestinal, artritis
reumatoide, diabetes y obesidad. Estudios recientes han senalado el posible papel de la microbiota intestinal en el
desarrollo de la celiaquia (Calabrd A. et al. Autoimmune Dis. 2014). Se ha demostrado que los mecanismos
homeostaticos que permiten la coexistencia del organismo huésped y la microbiota comensal estan alterados en la
celiaquia. Se ha notificado desequilibrio en la composicion de la microbiota duodenal de nifios con celiaquia (Nadal
et al. Journal of Medical Microbiology, 2007). Se ha demostrado también que la microbiota de la mucosa duodenal
de pacientes con CD presenta alteraciones en la diversidad y abundancia de diferentes taxones bacterianos
cultivables (Jing Cheng et al. BMC Gastroenterol. 2013).

Los sintomas tipicos de la celiaquia incluyen distension abdominal, vomitos, diarrea, pérdida de peso, anemia y
fatiga. Puede ser dificil reconocer la celiaquia debido a que algunos de sus sintomas son similares a los de otras
enfermedades relacionadas con desequilibrio intestinal. Los sintomas también varian dependiendo de la edad de
una persona y del grado de darfio al intestino delgado. Muchos adultos tienen la enfermedad durante una década o
mas antes de diagnosticarse. Cuanto mas tiempo permanece una persona sin diagnosticarse y sin tratarse, mayor
es la probabilidad de que desarrolle complicaciones a largo plazo.

El diagndstico de la celiaquia se realiza principalmente usando pruebas seroldgicas. En pacientes con serologia
positiva, todavia se requiere una biopsia del intestino delgado que muestre caracteristicas de CD tipicas (numero
aumentado de linfocitos intraepiteliales, elongacion de las criptas y atrofia vellosa) para confirmar el diagnostico. De
hecho, durante las Ultimas décadas, la biopsia ha sido la Unica via de diagnéstico relativamente fiable y aceptada
desde el punto de vista del diagndstico. El problema es que las biopsias son caras y altamente invasivas, mientras
que las pruebas con anticuerpos serian una alternativa barata e indolora, pero no han demostrado ser lo
suficientemente precisas para un diagndstico concluyente.

A pesar del conocimiento aumentado sobre la celiaquia, el Unico tratamiento eficaz conocido de la celiaquia hasta el
momento es una dieta libre de gluten durante toda la vida. Aunque en principio la dieta libre de gluten parece ser
sencilla, es muy restrictiva, costosa, socialmente incapacitante y con mucha frecuencia dificil de implementar sin
apoyo médico. Ya que el cumplimiento con la recomendacién alimentaria es dificil, los pacientes continGan
padeciendo sintomas gastrointestinales, deficiencias nutricionales y riesgos superiores para la salud.

En los ultimos afos, se han sometido a prueba estrategias terapéuticas alternativas (Piscaglia, World J Stem Cells
2014). Estas incluyen terapias intraluminales tales como modificacion genética del trigo y/o tratamiento previo de
harinas para reducir la inmunotoxicidad, terapia enzimatica oral, unién intraluminal de péptidos del gluten y
anticuerpos antigluten neutralizantes, tratamientos transepiteliales tales como inhibicion de la permeabilidad
intestinal mediante antagonistas del receptor de zonulina y acciones subepiteliales tales como inhibidores de TG,
péptidos del gluten que regulan por disminucién las respuestas innatas, inhibidores de HLA-DQ2, antagonistas de
integrinas y CCR9, antagonistas de IL-15, anticuerpo anti-IFN-y, anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD25. Tales
enfoques se han sometido a prueba en modelos experimentales y en pequefios ensayos clinicos con resultados no
concluyentes en conjunto en cuanto al perfil de eficacia y seguridad.
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El documento US2013121976 da a conocer cepas bacterianas que son adecuadas para su uso en la prevencion y/o
el tratamiento de la celiaquia. Estas cepas de Lactobacillus y Streptococcus que tienen una capacidad para degradar
péptidos de gliadina implicados en la celiaquia, siendo la actividad de degradacion de péptidos estable a pH bajo y
en presencia de enzimas digestivas de mamiferos. El documento EP2236598 da a conocer microorganismos,
especialmente Bifidobacterium, que pueden usarse para el tratamiento o la prevencioén de enfermedades mediadas
por el sistema inmunitario, tales como la celiaquia.

Actualmente no hay métodos facilmente implementados disponibles para un diagnéstico temprano de la celiaquia.
Se necesitan urgentemente biomarcadores para la CD ya que futuras terapias que modifican la enfermedad deben
iniciarse lo antes posible en el proceso de la enfermedad para maximizar su efecto. Ademas, a pesar de las varias
estrategias terapéuticas alternativas, todavia permanece una necesidad de una opcion de tratamiento eficaz y no
costosa.

Breve descripcion de la invencion

Por tanto, un objetivo de la presente invencion es proporcionar un método eficaz para ayudar al diagnéstico de la
celiaquia y una opcidn para un tratamiento eficaz de la celiaquia.

Los objetivos de la invencion se logran mediante un producto que va a usarse para la modulacién de la composicion
de la microbiota intestinal de pacientes con celiaquia diagnosticados o de personas que se sospecha que tienen
celiaquia. El producto también puede servir como complemento alimenticio para individuos que tienen una dieta libre
de gluten.

La presente invencién se refiere a un producto para su uso en la mejora de la salud intestinal de individuos que
padecen o son propensos a padecer celiaquia, siendo el producto tal como se define en la reivindicacion 1. El
producto incrementa la razén de Bifidobacteriay Faecalibacterium con respecto a GNPB en el intestino.

Los objetivos de la presente invencién se logran adicionalmente mediante un método para detectar la celiaquia en
un individuo, comprendiendo el método determinar in vitro la razén de la cantidad total de Bifidobacteria y
Faecalibacterium con respecto a proteobacterias gram-negativas (GNPB) en una muestra fecal de un individuo,
mediante lo cual una razén reducida de la cantidad total de Bifidobacteriay Faecalibacterium con respecto a GNPB
en comparacioén con el valor de referencia a partir de individuos sanos es indicativa de celiaquia en dicho individuo.

Las realizaciones preferidas de la invencion se dan a conocer en las reivindicaciones dependientes.

La presente invenciéon se basa en el estudio realizado sobre material humano, en el que se descubrié que la
composicién de la microbiota intestinal de individuos que provocaron un diagnéstico de celiaquia tiene diferencias
significativas en algunos grupos/géneros bacterianos en comparaciéon con datos de referencia obtenidos a partir de
individuos sanos. Especificamente, cambios en la razén de la cantidad total de Bifidobacteria y Faecalibacterium,
que se incluyen en la microbiota intestinal comensal en los intestinos, con respecto a la cantidad de GNPB en los
intestinos se correlacionan negativamente. Las correlaciones anteriores permiten métodos de diagnéstico para
ayudar al diagnéstico de la celiaquia determinando la proporcién relativa de Bifidobacteria 'y Faecalibacterium con
respecto a GNPB. Ademas basandose en la facil determinacién de la composicion de la microbiota intestinal se
encontré un producto alimenticio preferible para modificar la composicién de la microbiota intestinal. Se mostré que
el producto tenia un efecto beneficioso claro sobre la composicion de la microbiota intestinal de los pacientes con
celiaquia. Disminuye los sintomas y la irritacion en las microvellosidades intestinales. El nuevo producto de la
invencion proporciona por tanto una manera natural y segura para el tratamiento de la celiaquia.

La presente invencion también proporciona un enfoque novedoso para el diagnéstico de la celiaquia. EI método que
ayuda al diagnéstico de la celiaquia es rapido, no invasivo y facil de usar. La razdén de Bifidobacteria y
Faecalibacterium con respecto a GNPB en el intestino puede usarse como microbiomarcador de la salud intestinal.
El método de la invencién se puede usar en cualquier momento durante el asesoramiento nutricional del paciente
celiaco. El método permite un seguimiento continuo de pacientes sin ninguna operacién cara, que requiera mucho
tiempo y dolorosa.

La presente invencién proporciona una ventaja considerable de permitir diagnosticar en una fase temprana a los
individuos que corren un riesgo de CD. Una vez diagnosticados en una fase temprana como que pertenecen a un
grupo de riesgo, la aparicién de la CD en el individuo puede prevenirse modificando la estructura comunitaria de la
microbiota intestinal.

La combinacién del método y el producto de la invencién permite el desarrollo de tratamiento personalizado y
posiblemente orientacién alimentaria personalizada. Una ventaja es que el presente método y producto pueden
implementarse facilmente.

Descripcion detallada de la invencion
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Tal como se usa en el presente documento el término “celiaquia” abarca un espectro de estados provocados por
grados variables de sensibilidad al gluten, incluyendo una forma grave caracterizada por una mucosa del intestino
delgado plana (atrofia vellosa hiperplasica) y otras formas caracterizadas por sintomas mas leves.

El individuo usado en el presente documento en el contexto de diagnéstico o terapia es un ser humano. Los
individuos pueden tener celiaquia sintomatica o asintomatica o sospecharse que la tienen. Pueden estar tomando
una dieta libre de gluten. Pueden ser propensos a celiaquia, tal como una propensién genética.

La microbiota intestinal es un ecosistema extremadamente complejo (mas de 1000 especies, en total mas de
10" bacterias). Un cambio en la proporciéon porcentual de un grupo de bacterias también cambia las proporciones
porcentuales de otros grupos de bacterias significativos para la salud. Por esta razén, es importante tratar no sé6lo
del cambio en los grupos de bacterias individuales sino también del cambio en el sistema completo.

En el método de la presente invencién la probabilidad de que un sujeto tenga celiaquia (CD) se determina mediante
un método en el que se obtiene una muestra a partir de un sujeto; se miden las abundancias relativas de uno o mas
taxones microbianos en la muestra; y se determina la probabilidad de que el sujeto tenga CD basandose en las
abundancias relativas medidas de uno o mudltiples taxones microbianos en la muestra. Especificamente, en la
presente invencién, la composicién del sistema bacteriano del intestino se representa mediante un indice intestinal
celiaco (CGl) simple y comprensible y el indice se utiliza en un método para ayudar al diagnéstico de la celiaquia. El
indice CGl se calcula a partir de las proporciones porcentuales de tres grupos y géneros bacterianos significativos
para la salud intestinal, es decir dividiendo la suma de la cantidad de Bifidobacteria y Faecalibacterium en una
muestra entre la cantidad de las proteobacterias gram-negativas (GNPB). El cambio en la razén de la cantidad total
de Bifidobacteria y Faecalibacterium con respecto a la cantidad de GNPB en los intestinos se correlaciona
negativamente con la celiaquia. La expresion “se correlaciona negativamente” quiere decir que cuando una variable
aumenta, otra disminuye. Por tanto, cuanto mayor es el valor relativo del CGl en un sujeto, menor es la probabilidad
de tener la celiaquia. Dicho de otro modo, el CGl bajo es un microbiomarcador especifico de composicién de la
microbiota intestinal disbidtica y una indicacién de celiaquia. EI CGl es bajo cuando el nivel de bacterias
potencialmente inflamatorias, GNPB, es alto en comparacion con cantidades de grupos de bacterias protectoras del
intestino, Bifidobacteriay Faecalibacterium. En una realizacion de esta invencion, el valor del indice CGI por encima
de 15 representa un fenotipo sano y el valor por debajo de 10, a su vez, representa un fenotipo con celiaquia.

El indice CGI se determina indirectamente analizando la microbiota en el contenido intestinal. Normalmente se
examina una muestra fecal del sujeto para determinar cuantitativamente las Bifidobacteria, Faecalibacterium y
GNPB y/o las bacterias totales mediante métodos conocidos en si mismos. Preferiblemente, la proporcion de estas
bacterias en las bacterias totales se determina mediante un método basado en la hibridacién de ARNr de 16S,
tincion de ADN y citometria de flujo (FCM-FISH), lo que permite que se determinen de manera rapida y fiable
diferentes grupos de bacterias intestinales. La abundancia relativa de diferentes grupos de bacterias intestinales
también puede medirse usando técnicas basadas en secuenciacién de ADN, PCR cuantitativa, micromatriz de ADN
o cualquier otro método adecuado. En una realizacion de la invencion la composicién de la microbiota intestinal, es
decir el indice CGl, se determina a partir de una muestra fecal no invasiva mediante metodologia de citometria de
flujo-FISH.

Todos los grupos de bacterias mencionados anteriormente pertenecen, a la luz del presente conocimiento, a la
microbiota intestinal humana comensal. Se sabe que tanto Bifidobacteria como Faecalibacterium tienen un efecto
positivo sobre el estado de la vellosidad intestinal. Las “Bifidobacteria” son bacterias anaerobias, inmoviles, gram-
positivas, que aparecen en el tracto digestivo (y pertenecen a la familia Bifidobacteriaceae y particularmente al
género Bifidobacterium). “Faecalibacterium” se refiere en el presente documento a Faecalibacterium prausnitzii, que
es la bacteria mas abundante en la microbiota intestinal humana de adultos sanos, representando mas del 10% de la
poblacién bacteriana total. F. prausnitzii son bacterias anaerobias gram-negativas, que pertenecen al grupo
Clostridium leptum (agrupacion de Clostridium V), pertenecientes al filo Firmicutes. Las Proteobacteria
(proteobacterias gram-negativas, GNPB) son un grupo (filo) principal de bacterias. Incluyen una amplia variedad de
patégenos, tales como Escherichia, Salmonella, Vibrio, Helicobacter y muchos otros géneros notables. En
cantidades excesivas las proteobacterias pueden provocar posiblemente inflamacioén en el intestino.

El indice CGI puede usarse para monitorizar un cambio en la composicién de las bacterias intestinales, por ejemplo
cuando una persona ha empezado una dieta libre de gluten tomando muestras en diferentes momentos del
tratamiento alimenticio. Por medio del indice CGl, es posible una intervencién probidtica y/o prebidtica personalizada
dirigida a aliviar sintomas de la celiaquia. El indice CGl puede servir como un biomarcador microbioldgico preliminar,
es decir, un microbiomarcador para celiaquia ademas de las pruebas de marcador genético (HLA) de la sangre. El
indice CGI puede determinarse antes de que se tomen biopsias invasivas de los pacientes.

Cambios en la dieta pueden inducir cambios significativos en la composicion de la microbiota intestinal. La presente
invencion proporciona un producto novedoso que contiene microorganismos que mejora el estado de salud de
individuos que padecen o son propensos a padecer trastornos relacionados con la ingesta de gluten, especialmente
la celiaquia, y reduce la probabilidad de adquirir la celiaquia. El producto actia sobre la microflora intestinal y cambia
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la proporcion relativa de Bifidobacteria'y Faecalibacterium'y Proteobacteria (GNPB) en los intestinos y, en particular,
la razén de Bifidobacteria y Faecalibacterium con respecto a GNPB. “La proporcion relativa, por ejemplo, de
Bifidobacteria” se refiere a la razdn, por ejemplo, de Bifidobacteria con respecto a otras bacterias en los intestinos,
normalmente con respecto a las bacterias totales. El producto segun la invencién también puede tener un efecto de
reduccion sobre la proporcién relativa de Proteobacteria (GNPB) con respecto a las bacterias totales en los
intestinos.

El producto de la presente invencién contiene bacterias activas vivas en una forma concentrada, liofilizada. El
producto incluye al menos una cepa probittica 0 combinacién de cepas que estimulan el crecimiento de bacterias
del grupo de Faecalibacteriumy tiene un efecto sobre el crecimiento de la vellosidad y le permeabilidad intestinal en
el tracto intestinal. Preferiblemente el producto incluye bacterias del acido lactico probiéticas seleccionadas, tales
como cepas de Lactobacillus rhamnosus y de Bifidobacterium lactis. Las Bifidobacterium lactis se seleccionan
preferiblemente de las cepas Bifidobacterium animalis subespecie lactis Bb-12, Bifidobacterium lactis BLC1 y
Lactobacillus acidophilus. Segun una realizaciéon de la invencion el producto incluye dos cepas bacterianas vivas
Lactobacillus rhamnosus SP1 (DSM 21690) y Bifidobacterium lactis BLC1 (DSM 17741, LGM23512), ambas a
1.000 millones/dosis. El producto de la invencién también puede ser cualquier combinaciéon de Bifidobacteria,
Lactobacilli, productos prebioticos, productos probidticos anteriormente mencionados o un producto que estimula
Bifidobacteria.

La dosis diaria de las bacterias es preferiblemente de 100-1000 mil. de bacterias. La dosis puede ajustarse
basandose en el CGl personal. Un aumento en el CGl indica salud intestinal mejorada. Un CGI mas alto al final de la
intervencion indica que las cantidades de las denominadas bacterias beneficiosas (Bifidobacteria y
Faecalibacterium) y bacterias potencialmente inflamatorias (GNPB) estan mas equilibradas.

El producto de la invencién puede estar en forma de una composicion alimenticia, composicion farmacéutica,
producto nutracéutico o complemento. El producto de la invencion puede administrarse mezclado en el alimento o en
la bebida, por ejemplo, o por separado en forma de comprimidos, cépsulas, microcapsulas, polvos, disoluciones,
pastas, etc. La composicion alimenticia puede ser cualquier clase de alimento (funcional, convencional y novedoso),
complemento alimenticio, férmula para fines nutricionales o producto nutracéutico y puede contener cualquier aditivo
y excipiente adecuado. El producto en forma de composicién farmacéutica puede usarse en el tratamiento o la
prevencion de la celiaquia.

El aumento de la cantidad de Faecalibacterium se potencia usando en combinaciéon con productos probiéticos algin
compuesto prebidtico. “Productos probidticos” son microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades
adecuadas, confieren un beneficio para la salud en el huésped. “Productos prebiodticos” son componentes
alimenticios indigeribles que tienen un efecto beneficioso en el tracto intestinal. Un producto prebidtico, mediante su
metabolismo selectivo, es un componente que habitualmente es un hidrato de carbono (un oligo o polisacarido) y
que tiene un efecto promotor selectivo sobre el crecimiento o la actividad de una o mas cepas bacterianas en el
colon. Un producto prebidtico es preferiblemente un fructo o galacto-oligosacarido, fibra, particularmente fibra de
cereal, tal como b-glucano de avena, avena pura, polidextrosa, azducar especial, tal como isomaltulosa, o por ejemplo
un &cido graso, tal como acido graso omega-3, o cualquier mezcla de los mismos. Preferiblemente se usa avena
pura. En un ensayo en animales no publicado se mostré que pienso complementado con avena descascarillada
aumento la cantidad de Faecalibacterium en un 74% en heces de lech6n después de la intervencion de 3 semanas
(GutGuide Oy, resultados no publicados). Este resultado sugiere que la avena pura puede ser una fuente de fibra
liquida adecuada para pacientes celiacos y puede servir como producto prebiético eficaz combinado con cepa(s)
probidtica(s).

El producto que estimula Bifidobacteria puede ser un producto que contiene bacterias del acido propionico, tales
como Propionibacterium freudenreichii, Propionibacterium shermanii y/o Lactobacilli, tales como Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei o Lactobacillus lactis. Las cepas bacterianas del producto
pueden combinarse con otros microorganismos y compuestos bioactivos para mejorar sus propiedades protectoras y
metabdlicas.

La presente divulgacion se refiere ademas a un método para el tratamiento o la prevencion de CD en un individuo
administrando a dicho individuo una cantidad eficaz de una composicion que comprende un agente alterador del
microbioma intestinal que, cuando se administra a un individuo, aumenta el CGI. “Una cantidad eficaz” de una
composiciéon que aumenta el CGl se refiere a una cantidad suficiente para cambiar la proporcion relativa de
Bifidobacteria y Faecalibacterium y GNPB en los intestinos y, en particular, aumentar la razén de Bifidobacteria y
Faecalibacterium con respecto a GNPB en el intestino. Preferiblemente, la composicion que va a administrarse es el
producto de la presente invencién. El término “tratamiento” se puede referir tanto a tratamiento terapéutico como a
tratamiento profilactico o a medidas preventivas, en el que el objetivo del tratamiento es ralentizar el proceso de la
enfermedad o incluso detenerlo, o prevenir la CD.

Ejemplos
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Se recogieron muestras fecales de 34 adultos finlandeses que han provocado un diagnéstico celiaco (3 hombres,
31 mujeres) y ya estaban tomando una dieta libre de gluten. Se recogieron dos muestras, anterior y posterior a la
intervencion, de cada participante. Las muestras anteriores se recogieron antes del consumo del producto de prueba
y las muestras posteriores después de uso durante 40 dias del producto de prueba.

Se comparé la composicidon de la microbiota intestinal analizada a partir de las muestras anteriores con la base de
datos de referencia, es decir la base de datos de composicién de la microbiota intestinal de finlandeses sanos sin
ningun trastorno ni enfermedad gastrointestinal.

El producto de prueba incluyé dos cepas bacterianas vivas, Lactobacillus rhamnosus SP1 (DSM 21690) y
Bifidobacterium lactis BLC1 (DSM 17741, LGM23512), ambas a 1000 millones/dosis. Las cepas bacterianas se
obtuvieron de Sacco Ltd., ltalia. Ademas, se incluyé una cantidad minima (1 g) de fructo-oligosacarido (FOS) en el
producto con el fin de dar apoyo a acontecimientos probioticos beneficiosos en el intestino. Todos los sujetos
consumieron el producto, es decir, cada sujeto sirvié como su propio control.

Después del periodo de consumo de 40 dias se recogieron las muestras posteriores y se analizé la composicion de
la microbiota intestinal usando un método basado en células completas, hibridacién in situ de ARNr de 16 S, tincion
de ADN y citometria de flujo (Vaahtovuo J et al. J Microbiol Methods. 2005; 63:276-286). En resumen, se aislaron
bacterias de muestras fecales a partir de residuos y se fijaron antes de la hibridacion in situ. Se determinaron los
siguientes grupos o géneros bacterianos intestinales a partir de las mismas: Bifidobacteria, Faecalibacterium y
GNPB incluyendo, por ejemplo, Escherichia coli. Todos los grupos de bacterias anteriores pertenecen, a la luz del
presente conocimiento, a la microbiota intestinal humana comensal. Se determinaron las proporciones en porcentaje
(de la cantidad bacteriana total) de los grupos de bacterias a partir de las muestras. Se contd el indice intestinal
celiaco (CGl) para cada persona dividiendo la suma de los porcentajes de Bifidobacteria 'y Faecalibacterium entre el
porcentaje de GNPB.

Se realiz6 el andlisis estadistico mediante el programa IBM Statistics usando la prueba de la t de Student para datos
emparejados (ce. frente a normales y analisis anterior — posterior).

Resultados

La comparacién de la composicion de la microbiota intestinal de personas celiacas en comparaciéon con datos de
referencia revel6 diferencias significativas en todos los grupos/géneros bacterianos analizados (tabla 1). Ademas,
hay una diferencia significativa clara en el CGl entre los grupos (tabla 1). El CGl bajo puede servir como un nuevo
biomarcador especifico de composicion de la microbiota intestinal desequilibrada, disbidtica, que puede estar
relacionada con celiaquia. En los pacientes celiacos el nivel de bacterias potencialmente inflamatorias (GNPB) es
alto en comparacion con las cantidades de grupos de bacterias protectoras del intestino.

Tabla 1. Comparacién de la composicién de la microbiota intestinal entre muestras anteriores de celiacos y datos de
referencia (adultos sanos).

Celiacos Datos de referencia P
Bifidobacteria (%) 4,7 7,4 0,003
Faecalibacterium (%) 5,3 10,0 <0,001
GNPB (%) 2.1 0,9 <0,001
cGI" 6,6 21,8 <0,001

CGl = indice intestinal celiaco, GNPB = proteobacterias gram-negativas

*CGlI se calculd para cada individuo tal como se describe, es decir, el valor en la tabla 1 es el promedio de esos
valores.

El producto de prueba tuvo un efecto beneficioso, claro, sobre la composicién de la microbiota intestinal de las
personas celiacas después de la intervencion durante 40 dias. La cantidad del grupo bacteriano beneficioso
Faecalibacterium aumentd significativamente, y la cantidad de bacterias entéricas, potencialmente inflamatorias,
disminuy6 (tabla 2). La composicion de la microbiota intestinal global se describe mediante el aumento significativo
en el CGl (tabla 2). ElI aumento significativo del CGI indica que se obtuvo salud intestinal mejorada después del
consumo del producto de prueba. Un CGl mas alto al final de la intervencién indica que las cantidades de las
denominadas bacterias beneficiosas (Bifidobacteria y Faecalibacterium) y las potencialmente inflamatorias estan
mas equilibradas.

Tabla 2. Efectos de la intervencion (producto de prueba durante 40 dias) sobre la composicién de la microbiota
intestinal

| | Antes | Después | Cambio porcentual | D |
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Bifidobacteria (%) 4,7 5,1 7,8 >0,05
Faecalibacterium (%) 5,3 6,7 26,4 0,010
GNPB (%) 2.1 1,4 -33,3 <0,001
CGl 6,6 10,3 56,1 0,002

Resultara evidente para un experto en la técnica que, a medida que avance la tecnologia, el concepto inventivo
pueda implementarse de diversos modos. La invencién y sus realizaciones no se limitan a los ejemplos descritos

anteriormente sino que pueden variar dentro del alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Producto para su uso en la mejora de la salud intestinal de individuos que padecen o son propensos a
padecer celiaquia, en el que el producto incluye las cepas Lactobacillus rhamnosus SP1y Bifidobacterium
lactis BLC; y opcionalmente productos prebidticos y/o un producto que estimula Bifidobacteria y
Faecalibacterium, o cualquier combinacion de los mismos; y en el que el producto aumenta una razén de la
cantidad total de Bifidobacteria y Faecalibacterium con respecto a GNPB (proteobacterias gram-negativas)
cuando se administra a un individuo.

Producto para su uso segun la reivindicacion 1, en el que el producto prebidtico se selecciona de un grupo
que consiste en fructo y galacto-oligosacaridos, xilo-oligosacaridos, fibras o avena.

Método para detectar la celiaquia en un individuo, comprendiendo el método:

(a) determinar una razén de la cantidad total de Bifidobacteria'y Faecalibacterium con respecto a
proteobacterias gram-negativas (GNPB) en una muestra fecal de un individuo; y

(b) comparar la razén determinada en la etapa (a) con un valor de referencia, en el que una razén
reducida de la cantidad total de Bifidobacteria'y Faecalibacterium con respecto a proteobacterias
gram-negativas (GNPB) en comparacion con el valor de referencia es indicativa de celiaquia en
dicho individuo.

Método segun la reivindicaciéon 3 para su uso en la monitorizacién de la respuesta de un individuo a
tratamiento de la celiaquia.
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