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BIFIDOBACTERIA PRODUCTORA DE ACIDO FOLICO, COMPOSICION

ALIMENTICIA Y USO DE LA BIFIDOBACTERIA

CAMPO TECNICO DE LA INVENCI()N

La presente invencidon se relaciona, en general, a cepas de bacterias
pertenecientes al genero Bifidobacterium que son productoras de acido fdlico, y
particularmente a un cultivo puro de cepa de Bifidobacteruim animalis productora de
acido fdlico, a una composicion alimenticia conteniendo esta cepa y a usos de la cepa.
La Bifidobacteruim animalis esta depositada en American Type Culture Collection
(ATCC) bajo el Tratado de Budapest con fecha de depésito del dia 23 de abril de 2008
y respectivamente identificada con el niumero de designacién ATCC de deposito para

patente PTA-9175.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Descubierto en los afios 40, el acido félico es considerado como una vitamina
hidrosoluble que pertenece al complejo B. También se lo conoce como folacina o

folatos cuya etimologia proviene del latin folium que significa hoja.

Esta vitamina es fundamental para llevar a cabo todas las funciones de nuestro
organismo. Su gran importancia radica en que el acido fdlico es esencial a nivel celular
para sintetizar ADN (acido desoxirribonucleico), que trasmite los caracteres genéticos,
y para sintetizar también ARN (acido ribonucleico), necesario para formar las proteinas
y tejido del cuerpo y otros procesos celulares. Por lo tanto la presencia de acido fdlico

en el organismo es indispensable para la correcta division y duplicacién celular.

Los folatos funcionan en conjunto con la vitamina B12 y la vitamina C en la

utilizaciéon de las proteinas. Es importante sefialar que el acido folico es basico para la
1
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formacién del grupo hemo (parte de la hemoglobina que contiene el hierro), por eso

esta relacionado con la formacion de globulos rojos.

El acido folico también brinda beneficios al aparato cardiovascular, al sistema
nervioso, y a la formacion neuroldgica fetal entre otros. Dada su gran importancia
para el ser humano, muchos de los alimentos que hoy consumimos llevan acido félico

adicionado.

Este acido se forma en el intestino a partir de la flora intestinal. Se absorbe
principalmente en el intestino delgado, luego se distribuye en los tejidos a través de la

circulacion sanguinea y se almacena en el higado. Se excreta por orina y heces.

Dentro de las funciones del acido folico encontramos que actia como coenzima
en el proceso de transferencia de grupos monocarbonados; interviene en la sintesis de
purinas y pirimidinas, por ello participa en el metabolismo del ADN, ARN y proteinas;
es necesario para la formacion del células sanguineas, mas concretamente de globulos
rojos; reduce el riesgo de aparicion de defectos del tubo neural del feto como lo son la
espina bifida y la anencefalia; disminuye la ocurrencia de enfermedades
cardiovasculares; previene algunos tipos de cancer; ayuda a aumentar el apetito; y

estimula la formacion de acidos digestivos.

Entre las fuentes de acido félico se encuentran la de origen animal, en niveles
muy bajos, como en el higado, pollo, leche y sus derivados; fuentes de origen vegetal
como en legumbres (lentejas, habas soja), cereales integrales y sus derivados,
vegetales de hoja verde (espinacas, coles, lechugas, esparragos), el germen de trigo,
y las frutas (melon, bananas, platanos, naranjas y aguacate o paita entre otros; y

como suplementos por medio se comprimidos de acido félico.
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Con la manipulacion de los alimentos, se puede llegar a perder o destruir mas
de la mitad del contenido natural de acido fdlico. Se destruye con las cocciones
prolongadas en abundante agua, con el recalentamiento de las comidas y también con

el almacenamiento de los alimentos a temperatura ambiente.

La deficiencia de acido folico se puede manifestar a través de los siguientes
sintomas: anemia megaloblastica (los gldbulos rojos inmaduros tienen un tamafio mas
grande que lo normal), bajo peso, falta de apetito, debilidad, palidez, fatiga, nauseas,
diarreas, mal humor, depresién, inflamacion y llagas linguales, ulceras bucales,

taquicardias, retraso del crecimiento y cabello cano.

La mejor manera de satisfacer las necesidades diarias de esta vitamina es a
través de una dieta balanceada y equilibrada que incluya a todos los grupos de
alimentos, pero sin embrago existen situaciones donde pueden llegar a necesitarse
suplementos de acido fdlico, como en mujeres en edad fértil, embarazadas o en
lactancia para prevenir defectos del tubo neural del feto, entre ellos la espina bifida y
anencefalia, pues se considera que todas aquellas mujeres que toman suplementos de
acido fblico antes de la concepcién reducen en un 50% los riesgos de defectos
neuroldgicos en el futuro bebé; en caso de ancianos y personas mayores, pues a partir
de los 65 afios de edad la capacidad de absorcion de vitaminas esta claramente
disminuida; en personas fumadoras debido a que el consumo de tabaco entorpece la
absorcién y disponibilidad de las vitaminas del complejo B; en personas alcohdlicas
pues el alcohol desminuye y dificulta la absorcion de vitaminas; en personas con
enfermedades con evacuaciones frecuentes y diarreicas que evitan una buena
absorciéon de esta vitamina; y en personas con uso continuado de ciertos farmacos,

como anticonceptivos orales, antinflamatorios, sedantes, somniferos, etc.
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En la Tabla 1 se establecen la ingesta diaria recomendada de acido félico segun
el Departamento de Nutricion del IOM (Institute of Medicine: Instituto de Medicina) y
USDA (United States Department of Agriculture: Departamento de Agricultura de

Estados Unidos) tanto para infantes, nifios y adultos.

Ingesta diaria recomendada de acido fdlico
Hombres Mujeres
Edad ug/dia ug/dia
1 a 3 afios 150
4 a 8 anos 200
9 a 13 afos 300
14 a 18 afios 400
19 afos y mas 400
Embarazadas 600
Lactancia 500
Tabla 1

Debido a informacién insuficiente con respecto a la dosis recomendada de
folatos para infantes, se ha establecido la ingesta adecuada basada en la cantidad de
folato consumido por infantes sanos y que se alimentan a través de la leche materna.

Esta es de 60 pg/dia hasta los 6 meses y 80 ug/dia hasta los 12 meses de edad.

Aunado a lo anterior, se ha reportado que una dosis de 400 pg/dia de acido
folico permite una disminucion sobre los niveles de concentracién de homocisteina en
sangre, disminuyendo asi el riesgo de enfermedad cardiovascular (Lynnette J. Riddell,
Alexandra Chisholm, Sheila Williams, and Jim I. Mann, Dietary determinants of plasma

homocysteine concentrations, Am J Clin Nutr 2000; 71:1448-54).

El riesgo de toxicidad con la ingesta de acido folico proveniente de alimentos
asi como de suplementos es bajo. Al ser una vitamina hidrosoluble, toda ingesta en
exceso se elimina a través de la orina. Igualmente existe evidencia que ciertos
pacientes que toman medicamentos anticonvulsionantes pueden experimentan

convulsiones ante altos niveles de acido félico.
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Como referencia se han establecido niveles de ingesta maximas tolerables (ver
Tabla 2) para prevenir el riego de toxicidad con acido fdlico. Los efectos adversos se
incrementan a ingestas mayores al nivel maximo tolerable. Una ingesta mayor a la
maxima establecida puede traer sintomas de deficiencia de vitamina B12
(degeneraciéon nerviosa y enmascaramiento de anemias) debido a la interaccion

presente entre ellos.

Ingesta maxima tolerable de acido félico
Hombres Mujeres
Edad pg/dia ug/dia
1 a 3 afios 300
4 a 8 ainos 400
9 a 13 afos 600
14 a 18 afos 800
19 aflos y mas 1000
Embarazadas 800-1000
Lactancia 800-1000
Tabla 2

Es asi de la importancia extrema para encontrar medios por los cuales se pueda
dotar al organismo con una fuente enddgena natural, no toxica, capaz de proveer
continuamente la cantidad necesaria de acido fdlico y asi proporcionar un alternativa a

los métodos convencionales de administracion de dicha sustancia o sus sales.

El tracto digestivo humano se acomoda a un numero plural de bacterias que
viven en simbiosis con el hospedador. Existen grandes diferencias en el contenido
microbiano entre las diferentes partes del tracto, apareciendo aproximadamente un
95% de todas las bacterias intestinales en el colon, que es la parte mas importante
del intestino. Se ha calculado qué mas de 400 especies bacterianas proliferan en el
colon. Ademas de éstas, el intestino contiene microbios conocidos como microbios
transitorios (G.R. Gibson y M.B. Roberfroid (eds.), Colonic Microbiota; Nutrition and
Health, Kluwer Academic Publisher, Dordrecht, 1999). Las especies dominantes son

las siguientes: Bacteroides, Bifidobacterium, Coprococcus, Peptostretococcus,
5
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Eubacterium y Ruminococcus. El nUmero de especies de Lactobacillus, Streptococcus,
Fusobacterium, Veillonella, Propionibacterium y Enterobacteriaceae es ligeramente
menor. Algunas de las especies representan microbios utiles, mientras que otras
pueden ser incluso perjudiciales. El contenido microbiano medio en las heces es de
1X10%* cfu/g (por materia seca). Las bacterias degradan y fermentan aquellos
componentes del alimento en el colon que no se absorben en el intestino delgado,
absorbiéndose los productos finales de la fermentacion en el intestino para su uso por
parte del organismo. Ademas de la nutricion, el equilibrio microbiano de colon tiene
una significacion fundamental para el estado de salud de un hombre (Tannock, G.W.,
1998, Studies of the intestinal microflora: A prerequisite fpr the development of
probiotics, Int. Dairy J., 8: 527-533). Los cambios en la composicion de la flora -
intestinal o una reduccién repentina en la cantidad de ésta (debido a diarrea grave,
tratamiento con antibidticos, etc.) aumentan la infectividad de especies
potencialmente patdgenas, lo que puede tener graves consecuencias (aparicion de

alergias, enfermedades intestinales, cancer).

El género Bifidobacterium es altamente conocido por su actividad beneficiosa
dentro del cuerpo. Esta actividad se traduce, por ejemplo, en su capacidad de repoblar
y recompensar la flora bacteriana intestinal después de una terapia con antibidticos,
en el mantenimiento de un equilibrio entre los diferentes grupos microbianos
intestinales, en la reduccién de niveles de colesterol, en la produccién de vitaminas y

en el aligeramiento de la intolerancia a la lactosa.

Las bacterias que pertenecen al género de Bifidobacterium son consideradas
probidticos que son comlnmente usados en sectores farmacéuticos, veterinario y/o de
alimentos. Los probidticos son microbios vivos que, cuando se administran al hombre
o a los animales, promueven el bienestar del hospedador mejorando el equilibrio

microbiano intestinal (Fuller, R., Probiotics in man and animals, 1989,. J. Appl.
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Microbiol. 66: 365-378). Los probidticos mejor documentados incluyen L. Rhamnosus
LGG, L. Johnsonii LAI, L. Casei Shirota y Bifidobacterium lactis Bbl2. Ademas, se ha
descrito una serie de otros probidticos en la literatura de la técnica (véase, por
ejemplo, M.E. Sanders y J.H. in't Veld 1999, Antonie van Leeuwenhoek 76: 293-315,
Kluwer Academic Publishers). Los efectos promotores de la salud de los probidticos
incluyen el equilibrio y el mantenimiento de la flora intestinal, la estimulacion del
sistema inmune y la actividad anticarcinogénica. Los efectos utiles dé los probioticos
en el intestino humano se basan en varios factores causados por las células
bacterianas vivas, sus -estructuras celulares y sus productos metabdlicos. Los

probidticos son normalmente administrados en nutrientes o como capsulas.

Se puede hacer referencia a una bacteria como probidtico si cumple
esencialmente los siguientes requerimientos (Lee, Y-K. y Salminen, S., 1995, The
coming age of probiotics. Trend Food Sci. Technol., 6: 241-245): permanece viable en
las condiciones exigentes que prevalecen en el tracto digestivo (bajo pH gastrico,
acidos en el sistema digestivo, etc.), se une a las paredes del intestino, se metaboliza
en el intestino, es tecnoldgicamente aplicable (soporta el procesado), exhibe efectos

para la salud clinicamente estudiados y descritos y es sequro de consumir.

Una aplicacién actual de probidtico productor de acido félico perteneciente al
género Bifidobacterium es descrita por Giovanni Mogna y Gian Paolo Strozzi en la
publicacion de la solicitud internacional de patente WO-2006/013588A1. En el
documento de describen cepas bacterianas de origen humano que pertenecen al
género Bifidobacterium que se caracterizan por ser productoras de acido fdlico y
empleadas como probidticos en formulaciones farmacéuticas, veterinarias vy
alimenticias. En particular, las especies que se describen son Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium breve y Bifidobacterium pseudocatenulatum depositadas

en el centro de la coleccion de DSMZ (und Zellkulturen de Deutsche Sammlung von
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Mikroorganismen GmbH; Braunsweig, Alemania), de acuerdo con el tratado de

Budapest, el 21 de julio de 2004.

Las especies de bifidobacterias descritas en este documento de patente WO-
2006/013588A1 tienen un nivel de produccion de acido félico de acuerdo a lo
siguiente: Bifidobacterium adolescentis identificada como DMS 16594 de 56 ng/ml a
62 ng/ml; Bifidobacterium adolescentis identificada como DMS 16595 de 16 ng/ml a
20 ng/ml; Bifidobacterium breve identificada como DMS 16596 de 6 ng/ml a 9 ng/mli;
la Bifidobacterium pseudocatenulatum identificada como DMS 16597 de 14 ng/ml a 16
ng/ml; y la Bifidobacterium pseudocatenulatum identificada como DMS 16598 de 14
ng/ml a 19 ng/ml. Estos niveles de produccion de acido félico son bajos en
comparacion con Bifidobacteium animalis PTA-9175 del presente invento que mas

adelante se describe.

Aunado a lo anterior, el documento de patente WO-2006/013588A1 no describe
a detalle ni identifica una especie de Bifidobacterium animalis que sea productora de
acido fdlico en niveles comparables con la produccion de acido félico de
Bifidobacterium animalis PTA-9175 del presente invento y que ademas pueda ser

empelada como probidtico en composiciones alimenticias.

En consecuencia, existe una necesidad continua y e_vidente de ofrecer a los
consumidores productos nuevos que tengan efectos probiéticos mediante el empleo de
bifidobacterias que sean capaz de producir niveles de acido folico en cantidad mucho
mayor que los niveles de produccién de acido félico de las bifidobacterias actualmente
identificadas, con el objeto de proporcionar productos convenientes que sean parte,

complemento o suplemento de la dieta diaria de acido félico requerida.
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SUMARIO DE LA INVENCION

En vista de lo anteriormente descrito y con el propdsito de dar solucién a las
limitantes encontradas, es objeto de la invencidon ofrecer un cultivo biolégicamente
puro de una cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 como productora de acido

folico.

Aunado a lo anterior es también objeto de la invencion proporcionar una
composicion alimenticia formada por un producto alimenticio y un cultivo
biolégicamente puro de una cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 como

productor de acido félico.

Es también objeto de la invencidn proporcionar una composicion farmacéutica
para el tratamiento de deficiencia de acido fdlico que contiene un cultivo
bioldgicamente puro de una cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 como

productor de acido félico.

Otro objeto de la invencion es un uso de una cepa de Bifidobacterium animalis

PTA-9175 como probidtico productor de acido félico en composiciones alimenticias.

Es también objeto de la invencién el uso de una cepa de Bifidobacterium
animalis PTA-9175 en composiciones farmacéuticas para el tratamiento de deficiencia

de acido fdlico.

Es también objeto de la invencion ofrecer un método para producir un producto
alimenticio de leche fermentada que contiene Bifidobacterium animalis viable y

productora de acido félico, el método consiste de cultivar Bifidobacterium animalis
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PTA-9175 en un medio que consiste de leche, leche reconstituida, suero de leche,

leche entera o leche descremada.

Otro objeto de la invencion es ofrecer una cepa de Bifidobacterium animalis

PTA-9175 que tiene una produccion de acido félico de 120 ng/ml a 398 ng/ml.
DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Los detalles caracteristicos de la invencidon se describen en los siguientes
pérrafos en conjunto con las figuras que lo acompanan, las cuales son con el propdsito
de definir al invento pero sin limitar el alcance de éste.

Figura 1 ilustra un patron molecular de cepa de Bifidobacterium animalis PTA-
9175 de acuerdo al invento, en donde carril 1 es marcador de peso molecular de 100
pb y carriles 8 y 9 cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

PRUEBAS IN VITRO

Identificacion de género y especie por una combinacion de caracteristicas fenotipicas y

enéticas

Caracteristicas fenotipicas

Método: Se utilizd el sistema API Rapid ID 32A, el cual es un sistema de
identificaciéon de bacterias anaerobias en 4 horas que incluye pruebas enzimaticas
estandarizadas, miniatunzadas y una base de datos especifica. La tipificacion se lievd

a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante. A partir de una colonia bien

10
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aislada, se hizo un subcultivo en agar MRS y se incubd por 48 h en aneaerobiosis. Se
realizd una suspension de turbidez igual al 4 de McFarland y se inoculé la galeria con
55 ul en cada clpula. Se cubrid la cupula de URE, con 2 gotas de aceite de parafina y

se incubd por 4 h 37 °C en aerobiosis.

Resultados. El perfil bioquimico mostrd los siguientes resultados contenidos en

la Tabla 3.

Lectura de resultados de la tipificacion fenotipica de la cepa de Bifidobacterium

animalis PTA-9175

PRUEBA BIOQUIMICA RESULTADO
Produccion de ureasa Negativo
Arginina dihidrolasa Negativo
Alfa galactosidasa Positivo
Beta galactosidasa 6-fosfato Positivo
Prolina arilamidasa Negativo
Alfa glucosidasa Positivo
Beta glucosidasa Pos.itivo
Alfa arabinosidasa Positivo
Beta glucuronidasa Negativo
Beta N-acetil-glucosaminidasa Negativo
Fermentacion de la manosa Negativo
Fermentacion de la rafinosa Positivo
Ac.‘ Glutamico descarboxilasa Negativo
Alfa fucosidasa Negativo
Reduccion de nitratos Negativo
Produccion de indol Negativo

11
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Fosfatasa alcalina Negativo
Arginina arilamidasa Positivo
Prolina arilamidasa Positivo
L-Leucil glicina arilamidasa Positivo
Fenilalanina arilamidasa Positivo
Leucina arilamidasa Positivo
Acido piroglutamico arilamidasa Negativo
Tirosina arilamidasa Positivo
Alanina arilamidasa Negativo
Glicina arilamidasa Positivo
Histidina arilamidasa Positivo
Glutamil acido glutamico arilamidasa Negativo
Serina arilamidasa positivo

Tabla 3

De acuerdo con los resultados de las pruebas bioquimicas, las cuales se
realizaron al menos 10 veces, se identifico a la cepa como Bifidobacterium sp con un

99 % de certeza.

Tipificacion por secuenciacién de subunidad 16S ribosomal

Método: Se llevd a cabo la extraccion del DNA cromosdmico a partir de la cepa
de Bifidobacterium animalis PTA-9175 empleando extraccion con fenol cloroformo-

alcohol isoamilico y precipitacién con etanol.

Se obtuvo un cultivo de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 de 48
horas, se coloco a un vial que contenia 700 ul de una solucién de Tris-HCL 100 mM, se
afiadieron 150 ug de lisozima y se incubd a 37 °C por 60 min en b.a.

12



10

15

20

25 -

WO 2009/142472 PCT/MX2009/000046

Transcurrido el tiempo, se afiadieron 200 pl de TE1X (Tris-HCL 10 mM y EDTA
1 mM, pH 8.0 con dodecil sulfato de sodio al 1 % y 6 pl de proteinasa K de
concentraciéon 10 mg/ml y se incubé a 55 °C por 60 min a bafio maria. El DNA se
extrajo agregando 500 pl de fenol saturado, 100 pl de SEVAG (cloroformo-alcohol
isoamilico), 200 pl de TE1X, mezclando por inversion cada vez que se afiadia un

reactivo y una agitacion final de 5 min por inversién.

La muestra se centrifugé a 14,000 rpm, por 8 minutos. A partir de la fase
acuosa se precipitdo el ADN con 2.33 volumenes de etanol al 98 %, a -20 °C por 24
horas. Después se separd el ADN por centrifugacién a 10,000 rpm por 5 min y se

resuspendié el ADN en 50 pl de TE1X.

Se dejo en refrigeracion por 24 horas antes de cuantificarse por florescencia a

460 nm y finalmente se ajusté a una concentracion de 100 ng/pl con TE1X.
Se determind la concentracion de DNA por fluorometria y se ajusté a 100 ng/ml

Amplificacion de la subunidad 16S ribosomal

Se emplearon los iniciadores: Im26 F 5 gattctggctcaggatgaacg-3° y Im3 R
5’ cgggtgcticccactttcatg-3 . La mezcla de reaccion que se utilizé fue de 25 pl, la cual
contenia, 2.5 pl de buffer 10X, 1.5 yl de MgCl, 50 mM, 17.25 pl de agua, 0.25 pl de
Taq polimerasa, la concentracion final dNTP s fue de 0.2 yM de cada uno, cada primer
tuvo una concentracion final de 0.3 uyM y 100 ng de DNA. Las condiciones de
amplificacion de la PCR que se utilizaron fueron 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
por 60 s, alineamiento a 57 °C por 120 s, extensién a 72 °C por 120 s, y por ultimo un
ciclo para extensién final a 72 °C por 3 min, se utilizé un equipo termociclador modelo

PX2 Thermal cycler (Termo Electrén Corporation, MA. U.S.A.).
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gel de agarosa al 1 % con tincién por bromuro de etidio.

Secuenciacion Bifidobacterium animalis PTA-9175
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901
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1021

1081

1141

1201
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AATTAAAACC
GAGAGTGGCG
TGGAAACGGG
TTGCGGCATG
GCGTTGACGG
AGACTCCTAC
GACGCCGCGT
ACGGTTTCGG
GCCGCGGTAA
GGCGGTTCGT
GGGCGGGCTG
ATATCGGGAA
CGAAAGCGTG
TGCfGGATGT
CCTGGGGAGT
GGCGGAGCAT
CCGGATCGCC
TCGTCAGCTC
TGTGCCAGGC
GGGATGACGT
CCCGGTGCGA

ACTGCAACAT

TTGGGYTTAC
AACGGGTGAG
TGGTAATACC
GGATGGGGTC
GTAGCCGGCC
GGGAGGCAGC
GCGGGATGGA
CCGTGTTGAG
TACGTAGGGT
CGCGTCCGGT
GAGTGCGGTA
GAACACCAAT
GGGAGCGAAC
GGéGCCCTTT
ACGGCCGCAA
GCGGATTAAT
GTGGAGACAC
GTGTCGTGAG
GGGTGATGCC
CAGATCATCA
CTGGTGACGT

CCTG

Analisis de la secuencia

ATGCAGTCGA
TAATGCGTGA
GGATGCTCCG
GCGTCCTATC
TGAGAGGGTG
AGTGGGGAAT
GGCCTTCGGG
TGGATTGTTC
GCGAGCGTTA
GTGAAAGTCC
GGGGAGACTG
GGCGAAGGCA
AGGATTAGAT
CCACGGGTCC
GGCTAAAACT
TCGATGCAAC
GGTTTCCCTT
ATGTGTGTTA
GGGAACTCAT
TGCCCTTACG

GGGGGCGATC

14

ACGGGATCCC

CCAACCTGCC

CTCCATCGCA

AGCTTGTTGG

ACCGGCCACA

ATTGCACAAT

TTGTAAACCG

GAATAAGCAC

TCCGGATTTA

ATCGCCTAAC

GAATTCCCGG

GGTCTCTGGG

ACCCTGGTAG

CGTGTCGGAG

CAAAGAAATT

GCGAAGAACC

CGGGGCCGGT

AGTCCCGCAA

GTTGGACCGT

TCAGGCTCAC

GCTGAAAACC
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TGGCAGCTTG

CTGTGCACCG

TGGTGGGGTG

CGGGGTGATG

TTGGGACTGA

GGGCGCAAGC

CTTTTGTTCA

CGGCTAACTA

TTGGGCGTAA

GGTGGATCTG

TGTAACGGTG

CCGTCACTGA

TCCACGCCGT

CCAACGCGTT

GACGGGGGGC

TTACCTGGGC

TCACAGGTGG

CGAGCGCAAC

CGGGTCACTC

GCATGCTACA

GGTCTCTCAG

La deteccion de los productos amplificados se realizé mediante electroforesis en

CTGTCGGGGT

GAATAGCTCC

GGAAATGCTT

GCCCACCAAG

GATACGGCCC

CTGATGCAGC

AGGGCAAGGC

CGTGCCAGCA

AGGGCTCGTA

CGCCGGGTAC

GAATGTGTAG

CGCTGAGGAG

AAACGGTGGA

AAGCATCCCG

CCGCACAAGC

TTGACATGTG

TGCATGCTCG

CCTCGCCGCA

GGAGGAGGTG

ATGCGCTACA

ATTTCGCGAT



WO 2009/142472 PCT/MX2009/000046

La secuencia obtenida se analizd empleando el programa Blast 2.2.14 y se
obtuvo homologia del 99 % con Bifidobacterium animalis. En la Tabla 4 se muestra el

listado de bacterias con porcentaje de homologia superior al 95 %.

Organismos encontrados con una similitud superior al 95 %.
Comparativo con muestras de Gen Bank, en el National Center for
Biotechnology Information
Organismo Homologia (%)
Bifidobacterium animalis 99
Bifidobacterium animalis 99
Bifidobacterium animalis 99
Bifidobacterium animalis 99
Bifidobacterium animalis 99
Bifidobacterium lactis 99
Bifidobacterium animalis 99
B.lactis 99
Bifidobacterium sp. 99
Bifidobacterium animalis 98
Bifidobacterium infantis 98
Bifidobacterium pseudolongum 97
Bifidobacterium pseudolongum 97
Bifidobacterium pseudolongum 98
Bacterium ic1332 96
Uncultured bacterium 96
5
Tabla 4

Tipificacién de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 por RAPD

Método: Se llevd a cabo la extraccion del DNA por la metodologia previamente

10 descrita para la secuenciacion de la subunidad 16S ribosomal.

La genotipificacién se utilizé el iniciador: 5'- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC

G -3'. Se prepararon mezclas de reaccion con un volumen de 25 pl. Cada muestra
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contenia lo siguiente: 200 uM de cada desoxinucledsido trifosfato, 0.3 uM del iniciador
ERIC 2, 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI pH= 8.3, 3 mM MgCl,, 3 U de Taq DNA
polimerasa (Bioline, MA, USA), 500 ng de DNA gendémico. Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: desnaturalizacidén inicial de 1 ciclo a 94 °C por 2 min, 40 ciclos
de desnaturalizacién a 94 °C por 20 s, alineamiento a 35 °C por 20 s y extensiéon a 72
°C por 1 min; por ultimo una extension final de 1 ciclo a 72 °C por 1 min utilizando un
termociclador Px2 Thermal Cycler (Termo Electro Corporation Milford, MA, EEUU). Los
productos amplificados se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2 %
tefiidos con bromuro de etidio y fueron revelados en luz UV. El patron de bandas de

amplificacion se analizé con el software Lab Works UVP Version 4.5 para Windows.

Resultados: Se obtuvo un patron caracteristico de la cepa de Bifidobacterium

animalis PTA-9175. El patron se muestra en la Figura 1.

Determinacién de patrones de resistencia

Método: Para la determinacion del fenotipo de resistencia a los antibidticos se

empled el método de Kirby-Bauer. De un cultivo joven de 18 a 24 horas se tomaron

varias colonias con un hisopo estéril y se inocularon en un tubo de ensayo con
solucién salina isoténiéa estéril. El inoculo se ajusté visualmente a una turbidez de 0.5
en la escala de McFarland. Antes de que transcurrieran 15 min de haber ajustado el
inoéculo, se introdujo un hisopo estéril dentro de la suspensién y al retirarlo se elimino
el exceso de liquido. Se inocularon placas con agar Muller-Hinton, sin dejar ninguna
zona libre, deslizando el hisopo por la superficie del agar 3 veces, rotando la placa
unos 60° cada vez y pasandola por ultimo por la periferia del agar para conseguir una

siembra uniforme.

Se dejaron secar las placas de 3 a 5 min y se colocaron los sensidiscos de los

siguientes  antibidticos:  norfloxacina, cefalotina, azitromicina, tobramicina
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ampicilina/sulbactam, cefatoxima eritromicina, ac.nalidixico, ceftacidime, aztreonam,
vancomicina, cefuroxima, rifampicina, nitrofurantoina,oxacilina, nefilmicina amikacina,

kanamicina ticarcilina, clindamicina, ampicilina.

Resultados: Los resultados de las pruebas de sensibilidad se muestran en la
Tabla 5. Todas las cepas con un diametro de inhibicion de 0 son resistentes al
antibiotico probado. De acuerdo a los resultados se puede concluir que la cepa de

Bifidobacterium animalis PTA-9175 es resistente a los aminoglucésidos.

Resultados de los halos de inhibicién de cada uno de los
antibidticos probados frente a la cepa de Bifidobacterium animalis
PTA-9175
Antibiético Halo de inhibicion (mm)
Norfloxacina 0
Cefalotina 24
Azitromicina 30
Eritromicina 40
Ceftacidime 38
Vancomicina 27
Rifampicina 2
Oxacilina 0
Nefilmicina 0
Kanamicina 0
‘Clindamicina 43
Tobramicina 0
Ampicilina/Sulbactam 30
Cefatoxima 40
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Acido nalidixico 0
Aztreonam 0
Cefuroxima 25

Nitrofurantqina 40
Ofloxacina 12
Amikacina 0

Ticarcilina 40
Ampicilina 35

Determinacién de la hemolisis en sangre humana

Tabla 5

Método: Se prepararon placas de agar MRS y se suplementaron con sangre

humana al 5 %. Las plécas se sembraron con la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-

9175 y se incubaron en condiciones de anaerobiosis por 48 horas.

Resultado: No se observé hemsdlisis en las colonias desarrolladas de la cepa de

Bifidobacterium animalis PTA-9175.

Resistencia a la acidez del estbmaqgo

Método: Se prepard un frasco con 300 mL de HCI pH 1 y se afadieron 25 ml de

leche pH 4.5 + 1 ml de una suspension de 10" de la cepa de Bifidobacterium animalis

PTA-9175.

Se mezcld suavemente y se tomaron muestras cada 30 min hasta completar 3

horas. Las muestras se sembraron en medio MRS y se incubaron en anaerobiosis.
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Resultados: Se observd desarrollo en todas las muestras tomadas hasta las 3
horas. Con este resultado se concluye que la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-

9175 es resistente a la presencia de acido.

Resistencia a bilis

Método: Se prepararon placas de agar MRS y se suplementaron con bilis
o]
humana obtenida por colecistectomia lapraoscéopica hasta concentraciones finales de

0.3%,1%,2%,3%,4%,5%,6%y7.5%.

Las placas se incubaron en anaerobiosis a 37 °C por 72 h. Se sembré ademas

una placa de la misma suspensién de bacterias en una placa sin bilis.

Se conté el nimero de colonias desarrolladas en el control y en las placas con

bilis y se calculé el porcentaje de inhibicion.

Para determinar si el efecto era bacteriostatico o bactericida, de las placas en
las cuales no hubo crecimiento, se tomé de la superficie del agar una muestra con

hisopo para resembrar en un medio MRS sin bilis.

Resultados: En la placa contro! se desarrollaron 115 colonias, en la placa 2 se
desarroilaron 78 y en la placa 3 se desarrollaron 17 colonias por lo que los porcentajes
de inhibiciéon fueron del 67.8 % para la placa con 0.3 % de bilis y del 14.8 % para la
placa con 1 % de bilis. No hubo desarrollo en las placas con 2 %, 3 %, 4 %, 5% y 6

% de bilis.

Cada una de las placas en las cuales no hubo desarrollo (de 1a 4 a la 8), se

sembrd en agar MRS sin bilis determinar si el efecto era bacteriostatico o bactericida.
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No se obtuvo crecimiento en ninguna placa por lo que se asume que un porcentaje = 2

% de bilis tiene efecto bactericida sobre |la cepa Bifidobacterium animalis PTA-9175.

Adherencia a moco y/o células epiteliales humanas y lineas celulares

Se emplearon las lineas celulares Caco-2, HT-29.

Preparacion del cuitivo celular: Para obtener el volumen de células necesario
para enfrentarlas a cepa Bifidobacterium animalis PTA-9175, se utilizd la técnica de
transferencia o propagacion de lineas celulares adherentes formadoras de monocapa

de un cultivo base a otro.

A partir de un vial con un stock de cada una de las células, se inocul6 el medio
completo Eagle modificado (MEM) con suero fetal bovino al 20 % y 50 ug de
gentamicina por ml de medio completo para las células Caco-2 y MacCoy para las
células HT-29. Se incub6 a 37 °C con 5 % de CO, y se observd diariamente hasta

observar un crecimiento confluente.

Se les elimin6é el medio de cultivo, se agregd 1 ml de tripsina 0.25 % -EDTA,
por cada cm? de monocapa y se dejo 1 hora en incubacién a 37 °C hasta que se
observd al microscopio que las células estaban desprendidas. Las células despegadas
se colectaron en tubos Falcon y se inactivé la tripsina anadiendo 1.5 ml de medio

completo por cada ml de tripsina utilizado.
Se centrifugd a 1,000 rpm por 3 min y se elimina el sobrenadante con tripsina.

El botén de células obtenido se lavé con una solucién de PBS 1X y se centrifugd

nuevamente a las mismas condiciones.
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El boton de células se resuspendié suavemente en 1 ml de medio MEM o
MacCoy por cada 10 cm? de monocapa. De esta suspension de células se tomaron
alicuotas de 0.5 ml y se transfirieron a botellas de 25 cm?, y se les agregaron 7.5 ml
de medio completo. Se incubaron a 37 °C en una atmdsfera humeda con CO, al 5 %

por 48 a 72 horas o hasta observar confluencia en los frascos.

Enfrentamiento de la cepa Bifidobacterium animalis PTA-9175 a cada una de las

lineas celulares: Se prepard una suspension de la cepa de Bifidobacterium animalis

PTA-9175 y se inocularon 10° bacterias en los frascos de cultivo celular con cultivo
confluente. Se continud la incubacidon por 24 h y se observd al microscopio si las
bacterias estan adheridas a las células por movimientos suaves del frasco mientras se

observaba.
Resultados: Se observd adherencia aproximada del 20 % de las células a la
linea celular Caco-2. Para las células HT-29 se observé una adherencia aproximada del

30 %.

Actividad antimicrobiana contra patdgenas

Método: Se obtuvieron cultivos jovenes de S. aureus, E. coli O157:H7,
Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Yersinia
enterocolitica y se prepararon suspensiones con turbidez correspondiente al tubo 1 de

MacFarland.

La cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 se cultivo en medio MRS en
condiciones de anaerobiosis a 37 °C por 48 h. Se realizd una suspensiéon en solucion
salina ajustando la concentracion a la correspondiente al tubo 4 del nefelémetro de

MacFarland.
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El indculo preparado se inoculé en agar MRS de 3 mm de profundidad por estria
cerrada y con hisopo en el centro de cada placa (un area de 1 por 1.5 pulgadas). Las
placas se incubaron en anaerobiosis por 48 h a 37 °C. Después de ese tiempo, las
placas se rellenaron con 10 m| de agar sangre para H. pylori y medio de cultivo BHI
para el resto de las bacterias. El medio se vacié fundido, esterilizado y enfriado a
aproximadamente 45 °C previamente inoculado con 1 ml de una suspénsién del
patégeno de prueba. Se permitié que el agar solidificara y las placas se incubaron a 37
°C en microaerobiosis para H. pylori y en aerobiosis para el resto de las bacterias, por

48 h para H. pylori y 24 para el resto de las bacterias.

Luego de observarse la inhibicion del crecimiento de los patéogenos de prueba,
se tomd muestra de la zona de inhibicidon con un hisopo estéril y se resembré en el

medio de cultivo correspondiente.

Resultado: Se detecto inhibicion del crecimiento de S. aureus, E. coli O157:H7,
Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Yersinia

enterocolitica por la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175.

Luego de observarse la inhibicidén del crecimiento de los patdégenos de prueba,
se tomdé muestra de la zona de inhibicion con un hisopo estéril y se resembroé en el
medio de cultivo correspondiente. Se observo crecimiento en todas las resiembras
realizadas, lo cual mostro que el efecto de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-

9175 es bacteriostatico y no bactericida.

Actividad de determinacién de materiales extractromosémicos

Los pladsmidos son elementos de ADN extracromosémico se replican

intracelularmente de manera auténoma y, aunque en la mayoria de las ocasiones no
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son esenciales para la viabilidad de la célula, contienen genes que confieren distintas

propiedades como la resistencia a antibidticos, virulencia o actividades metabdlicas.

Para la investigacion de plasmidos de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-
9175 se llevd a cabo extraccion del DNA plasmidico mediante la técnica de lisis
alcalina y visualizacion por electroforesis en gel de agarosa. Se siguié el procedimiento

que se describe a continuacién.

Método: Se resuspendid un cultivo joven de la cepa de Bifidobacterium animalis
PTA-9175 en 200 pL de amortiguador de lisis: solucién I (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25
mM pH=8, EDTA 10 mM). Después de 5 min a temperatura ambiente, se agregaron
400 uL de una solucidn alcalina recién preparada (NaOH 0.2 N, SDS 1 %) y se mezcl6
por inversion de 3 a 6 veces. Se coloco el tubo en hielo por 5 min, se agregaron 300
uL de acetato de amonio 7.5 M pH=7.8 y se mezclé suavemente por inversion el
contenido del tubo durante unos segundos. Se mantuvo el tubo en hielo por 10 min
para dejar que la mayoria de las proteinas, RNA de alto peso molecular y el DNA
cromosémico se precipitaran. Posteriormente, se centrifugdé por 9 min a 14,000 rpm vy
se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio. Se agregaron 650 uL de isopropanol y
se incub6 a temperatura ambiente por 20 a 30 min. Se centrifugdé 14,000 rpm por 15
min, se decantd el sobrenadante, se lavd la pastilla por inversiéon con 500 uL de etanol
al 70 %, se centrifugd 3 min a 14,000 rpm y se dejaron los tubos invertidos en una
hoja de papel por 14 min a temperatura ambiente para secar. Se disolvi6 la pastilla en
50 a 100 uL de TE 1X, se afadieron 5 uL de RNA’'sa 1 mg/mL e incubé 15 min a 37 °C.

Se corrié un gel en agarosa al 2 % para detectar la presencia de material genético.

Resultados: En el gel de la electroforesis no se detecté material genético

correspondiente a plasmidos.
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Actividad de hidrolasa de bilis

Método: La actividad de hidrolasa de sales biliares se ilevd a cabo por

determinacidén de la liberacion de aminoacidos de las sales biliares.

Se suspendio un cultivo joven de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175
en amortiguador de fosfato pH=7 y se centrifugd a 10,000 rpm a 4 °C. Las células se
lavaron dos veces con amortiguador de fosfato de sodio pH=7 y se resuspendieron en
el mismo amortiguador para dar una densidad de 5 a 10 unidades 6pticas a 600 nm.
Diez ml de esta suspension celular se sonicaron por 3 min y la mezcla se centrifugd

por 10 min a 20,000 rpm. El sobrenadante se mantuvo como extracto libre de células.

Se mezclaron 180 pul de amortiguador (fosfato de sodio 0.1 M pH=6), 10 ul de
muestra, 10 ul de mezcla de sales biliares humanas, y se calenté 37 °C. Se tomod una
muestra de 50 ul después de 10 y 30 min y la muestra se mezclé inmediatamente con
TCA al 15 %. Estas muestras centrifugaron a la maxima velocidad para remover el

precipitado.

Para la segunda reaccion, una alicuota del sobrenadante se mezclé con agua
para dar un volumen de 100 pl (20 de muestra y 80 de agua). A esta mezcla se
afiadieron 1.9 ml de ninhidrina en amortiguador de citrato de sodio 0.5 M pH=5.5, 1.2
ml de glicerol y 0.2 ml de amortiguador de citrato de sodio pH=5.5. Se mezclé
vigorosamente y se hirvié por 14 min. Posteriormente los tubos se enfriaron y se

midié la absorbancia a 570 nm.

Se emplearon cepas de Lactobacillus, Enterococcus y Bacteroides como
controles de la produccion de la hidrolasa de bilis. Los ensayos se realizaron por

duplicado.
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Resultados: Se detect6 actividad de hidrolasa de bilis en las cepas empleadas
como controles positivos. No de detectd actividad alguna en la cepa de

Bifidobacterium animalis PTA-9175.

Conclusiones: La habilidad d_e las bacterias probiodticas para hidrolizar las sales
biliares ha sido incluido entre los criterios para seleccionara a una bacteria como
probidtica, y una gran diversidad de hidrolasas de sales biliares se ha identificado y
caracterizado. Sin embargo la actividad de esta enzima ha mostrado también un
efecto dafiino en el hospedero y que algunas bacterias patogenas, tal como L.
monocytogenes y otras potencialmente patégenas como Enterococcus faecalis la

producen.

PRUEBAS IN VIVO

Determinacion de la falta de_infectividad en animales inmunocomprometidos

Método y Resultados: Se utilizaron ratones BALB/c, machos, comprados en

Harlan-México, de 6 semanas de edad.

Se prepard un cultivo de 20 h de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175
en medio de leche (leche descremada al 10 %, clorhidrato de cisteina al 0.05 % vy
extracto de levadura al 0.5 %). Este cultivo se empled para administrar las dosis a los

animales. Las dosis y frecuencia se detallan a continuacion.

Etapa 1. Sin ciclofosfamida

Grupo 1. 10 ratones

Indculo: 10 dos veces al dia durante 18 dias (0.2 ml/ oral)
Peso al inicio del tratamiento: 21.05 gr

Peso al final del tratamiento: 19.58 gr

25



10

15

20

25

WO 2009/142472 PCT/MX2009/000046

Perdieron 1.47 gr de peso

Grupo 2. 10 ratones

Indculo: 10 dos veces al dia durante 24 dias (0.2 ml/oral)
Peso al inicio del tratamiento: 21.74 gr

Peso al final del tratamiento: 22.77 gr

Ganaron 1.03 gr de peso

Grupo 3. 10 ratones

Indculo: 10 tres veces al dia durante 18 dias (0.2 ml/oral)
Peso al inicio del tratamiento: 22.32 gr

Peso al final del tratamiento: 21.09 gr

Perdieron 1.23 gr de peso

Grupo 4. 10 ratones

Inoculo: 10 tres veces al dia durante 24 dias (0.2 mi/oral)
Peso al inicio del tratamiento: 23.09 gr

Peso al final del tratamiento: 23.8 gr

Ganaron: 0.71 gr de peso

Etapa II. Con ciclofosfamida (200 mg/kg/ cada 7 dias)/IP (neutropenia
permanente)

Grupo 1. 10 ratones

Indculo: 10 dos veces al dia durante 18 dias (0.2 ml/oral)

Peso al inicio del tratamiento: 22.23 gr

Peso al final del tratamiento: 19.06 gr

Perdieron: 3.17 gr de peso
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Grupo 2. 10 ratones

Inéculo: 10%° dos veces al dia durante 24 dias (0.2 ml/oral)
Peso al inicio del tratamiento: 21.88 gr

Peso al final del tratamiento: 19.68 gr

Perdieron: 2.20 gr de peso

Grupo 3. 10 ratones

Inéculo: 10'° tres veces al dia durante 18 dias (0.2 ml/oral)
Peso al inicio del tratamiento: 20.84 gr

Peso al final del tratamiento: 17.17 gr

Perdieron: 3.67 gr de peso

Grupo 4. 10 ratones

Indculo: 10 tres veces al dia durante 24 dias (0.2 mi/oral)
Peso al inicio del tratamiento: 20.97 gr

Peso al final del tratamiento: 19.75 gr

Perdieron: 1.22 gr de peso

Manejo de los animales al fin de los periodos indicados. Al término de los
periodos indicados, los animales se sacrificaron mediante dislocacidon cervical. Se
extrajeron esofago, estomago, ciego, rifidn, bazo, higado. Se colocaron en frascos con

formaldehido y se enviaron a estudio anatomopatoldgico.

Observaciones en los animales durante el estudio: Durante el estudio, los
ratones del grupo sin ciclofosfamida no presentaron fiebre, no hubo cambios en su
comportamiento, ni cambios en su pelaje. Los ratones del grupo con ciclofosfamida no
presentaron fiebre, su comportamiento fue de estar mucho tiempo agrupados, no

presentaron cambios en el pelaje.

27



10

15

20

25

WO 2009/142472 PCT/MX2009/000046

En los organos extraidos no se observaron macroscopicamente cambios en

coloracion y tamafno. No se observé la formacion de abscesos.

En el estudio histopatologico, no se encontré la presencia de bacterias en
ninguna de las muestras estudiadas. No se detectaron alteraciones histoldgicas con

inflamacion. Se detectaron alteraciones relacionadas con estrés en higado y bazo.
Conclusiones: Bajo las condiciones establecidas en este estudio, la
administracion oral en ratones normales y en ratones tratados con ciclofosfamida con

la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 no mostré toxicidad visible.

Determinacidon de efectos adversos durante estudios en humanos

Seleccion de individuos: Se evaluaron de 24 sujetos sanos a los cuales se les
realizd coproparasitoscopico Unico para bisqueda de parasitos, asi como interrogatorio
completo para corroborar su buen estado de salud incluyendo una toma de muestra
de sangre basal para la realizacion de una quimica sanguinea (glucosa, urea vy
creatinina), una biometria hemadtica completa y una prueba de embarazo a las

mujeres.

Todos los sujetos de estudio mostraron valores normales en los parametros de

la quimica sanguinea, asi como en la biometria hematica.

Los sujetos fueron divididos al azar en dos grupos para recibir placebo (grupo
A) (n=13, media de edad = 25, rango =19-50, F/M = 7/6) o el yogurt suplementado
con la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 (grupo B) (n= 11, media de edad =

24, rango de edad =19-33, F/M= 8/3).
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Disefio de la fase: Esta fase durd dos semanas, durante las cuales se
administraron dos botellas diarias de yogurt de 250 mL c/u de acuerdo al grupo de

prueba.

Evaluacidn clinica: Los sujetos fueron instruidos para referir cualquier cambio
en su habito intestinal o ingesta de cualquier medicamento que pudiera interferir con

el estudio.
Recoleccion de muestras de heces: Luego de una y dos semanas de ingesta de
yogurt se recolectaron muestras de heces para busqueda de Bifidobacterias y su

tipificacion molecular.

Analisis de Bifidobacterias

A la primera y segunda semana de estudio, se tomaron 3 colonias identificadas
como Bifidobacterias de cada paciente y cada una de ellas se cultivo para obtencién de

biomasa, extraccién de DNA e identificacién molecular empleando una PCR.

Todas las cepas se sometieron a genotipificacién empleando el primer 5'-AAG

TAA GTG ACT GGG GTG AGC G-3' para la identificacion del patrén caracteristico.
Para complementar el estudio, se llevd a cabo el cultivo, extraccién de DNA y
genotipificacion por ERIC-PCR de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175

administrada.

El cronograma de estudio se muestra en la Tabla 6.

Cronograma de estudio

' Procedimiento Semana de estudio
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0 1 2

Evaluacion clinica X X X

Ingesta de yogurt X X

Cultivo de heces para Bifidobacterias X X

Tabla 6

Resultados

Cuenta de leucocitos: No se observaron diferencias en las cuentas de leucocitos
entre la toma de sangre basal y la toma a la primera semana del estudio en ninguno

de los dos grupos de estudio (p<0.05).

Peso: No se detectd incremento o disminucién en el peso durante las dos

semanas de estudio en ninguno de los dos grupos (p<0.05).

Presion arterial: No hubo incrementos ni disminuciones de la presion arterial en

ninguno de los grupos durante las dos semanas de estudio

Escala de Bristol. En el gripo A, 4 pacientes incrementaron en un valor de la

escala de Bristol y el resto permanecieron sin cambios

En el grupo B, 1 paciente incrementé un valor en la escala de Bristol. El resto

permanecieron sin cambios.

Color de las heces: No hubo cambios en el color de las heces en ninguno de los

grupos de estudio.
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Consistencia de las heces: En 5 pacientes del grupo A se mejoré la consistencia

de las heces y en el grupo B, 5 pacientes se mejoré la consistencia de las heces.
No hubo diferencia entre los grupos de estudio (p<0.05).

Numero de evacuaciones: No hubo diferencia en la frecuencia de las

evacuaciones entre los grupos de estudio. (p<0.05).

Cantidad de evacuacion: No hubo diferencia en cantidad de evacuacion entre

los grupos de estudio. (p<0.05).

Satisfaccion luego de la primera y segunda semana de ingesta de yogurt: En el
grupo A, dos sujetos refirieron sentirse muy bien después de dos semanas de

consumo de yogurt. Dos individuos refirieron sentirse muy bien.

En el grupo B un individuo manifesté sentirse regular a la primera semana y en
la segunda uno de ellos refirié sentirse muy bien. Todos los demas reportes fueron de
sentirse bien.

Constipacién: Un paciente en el grupo A y un paciente en el grupo B refirieron
constipacién a la primera semana de consumo de yogurt. La constipacién se resolvio a
la segunda semana de consumir yogurt.

Diarrea: Ninguno de los individuos de estudio describié la presencia de diarrea.

Dolor abdominal: En el grupo A ningun individuo refirié dolor abdominal. En el

grupo B, un individuo refirié dolor abdominal leve el cual persistio la segunda semana.
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Plenitud postprandial: En el grupo A no hubo reporte de plenitud postprandial. En el
grupo B, dos pacientes reportaron plenitud postprandial la primera semana que

desaparecié la segunda semana de consumo de yogurt.

Flatulencia: No hubo diferencias en la presencia de flatulencia entre los grupos

de estudio.

Distensién abdominal: Ninguno de los individuos del grupo A mostraron
distensién abdominal. Uno de los sujetos del grupo B mostré distensién abdominal la
primera semana de consumo de producto, la cual desapareci6 la sequnda semana de

consumo de yogurt.

Efectos adversos: Dos pacientes del grupo A presentaron fiebre durante el
estudio. Ninguna de las dos amerité la administracion de antibidticos por lo que

continuaron en el estudio.

Una de las pacientes presenté faringitis viral documentada clinicamente. La
otra paciente presentd una febricula que cursé con mialgias y artralgias. El malestar

desaparecié en aproximadamente 6 horas.

Analisis de Bifidobacterias: Se llevd a cabo la genotipificacién de todas las
cepas de Bifidobacterias recuperadas y se encontré el patrén caracteristico de la cepa
de Bifidobacterium animalis PTA-9175 en 5 sujetos del gru'po B y en ninguno de los

sujetos del grupo A.

Conclusion: En los estudios en humamos no se encontraron datos que

sugirieran infectividad de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175.
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CARACTERISTICAS DE LA CEPA DE BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS PTA-9175

De los resultados mostrados anteriormente, se concluye que la cepa de
Bifidobacterium animalis PTA-9175 del invento tiene las caracteristicas deseables de
una cepa probidtica, pues:

- Corresponde a la especie Bifidobacterium animalis, de la cual se ha
demostrado su actividad probidtica en repetidas publicaciones.

- Es de origen humano, particularmente proviene de Heces de bebés.

- No es hemolitica.

- Su morfologia es de bacteria Gram positiva en forma de bacilo no porulado.

- Su nivel de produccion de acido félico es de 120 ng/ml a 398 ng/ml.

- Resiste la presencia de bilis, aunque en pequefias cantidades.

- Es resistente al pH del estomago.

- Es capaz de adherirse a células intestinales.

- Inhibe el desarrollo in vitro de diferentes bacteria patdgenas.

- Mostré seguridad al ser administrada en animales inmunosuprimidos.

- Mostré que es segura para administrarse en humanos.

- No posee plasmidos.

PREPARACION DE PRODUCTOS ALIMENTICIOS CONTENIENDO CEPA DE

BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS PTA-9175

A continuacion se describen ejemplos de realizaciones para preparar productos

alimenticios que contengan la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175.

Un modo de preparacion para producir productos alimenticios de leche
fermentada, por ejemplo yogurt, que contengan la cepa de Bifidobacterium animalis

PTA-9175 es agregar para su cultivo un minimo de 25 % de cultivo de cepa de
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Bifidobacterium animalis PTA-9175 al volumen total leche entera, leche reconstituida,
suero de leche o leche descremada y mezclarlo, y posteriormente agregar el sabor a
fruta, agua, endulzantes, saborizantes o pulpa de frutas deseado, a fin de producir
una bebida lactea novedosa, y batir. La cantidad de cultivo de cepa de Bifidobacterium
animalis PTA-9175 agregado puede variar y pude agregarse en mayor 0 menor
cantidad. Todos los ingredientes para hacer crecer a la cepa de Bifidobacterium
animalis PTA-9175 son de grado alimenticio por lo que el cultivo es 100 % seguro y se

puede consumir directamente una vez que se le haya agregado el sabor deseado.

En alimentos como el queso, el cultivo de cepa de Bifidobacterium animalis
PTA-9175 puede ser agregado en la ultima fase de elaboracion del producto. En otro
tipo de productos como leche en polvo, jugos, café, bebidas refrescantes, polvos para
preparar bebidas, postres, carnes frias, dulces, etc., el cultivo de cepa de
Bifidobacterium animalis PTA-9175 puede ser liofilizado y una vez obtenido el polvo se
puede agregar en dichos productos én la etapa final donde no sea sometido a un
proceso de calentamiento posterior. En el caso de alimentos preparados y congelados
el cultivo puede ser agregado una vez que el producto esté listo para consumir. Es
importante no agregar el cultivo de cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 si el

alimento sera sometido a calentamiento.

En una realizacién alternativa el producto alimenticio puede incluir ademas

otras bacterias probidticas afines a la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175.
En otra realizacion, la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 puede se

usada para preparar una producto farmacéutico para tratamiento de deficiencia de

acido folico.
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En base a las realizaciones descritas anteriormente, se contempla que las
modificaciones de las réalizaciones descritas, asi como de las realizaciones alternativas
seran consideradas evidentes para una persona experta en el arte de la técnica bajo la
presente descripcion. Es por lo tanto, contemplado que las reivindicaciones abarcan
dichas modificaciones y alternativas que estén dentro del alcance del presente invento

0 sus equivalentes.

35



WO 2009/142472 PCT/MX2009/000046

REIVINDICACIONES

1. Un cultivo bioldgicamente puro de una cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175

5 como productora de acido félico.

2. El cultivo de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque la
produccion de acido félico de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 es de
120 ng/ml a 398 ng/mil.
10
3. Una composicion alimenticia que comprende:
un producto alimenticio; y
un cultivo biolégicamente puro de una cepa de Bifidobacterium animalis PTA-
9175 como productor de acido félico.
15
4. La composicion alimenticia de conformidad con la reivindicacién 3, caracterizada
porque dicho producto alimenticio es seleccionado de un grupo que consiste de
productos de leche fermentada, leche en polvo, queso, carnes frias, bebidas
refrescantes, polvos para preparar bebidas, jugos, dulces y sus combinaciones.
20
5. La composicion alimenticia de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizada

porque dicho producto de leche fermentada es yogurt.

25 6. La composicion alimenticia de conformidad con la reivindicacién 3, caracterizada
porque la producciéon de acido félico de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-

9175 es de 120 ng/ml a 398 ng/ml.
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7. La composicion alimenticia de conformidad con la reivindicacion 3, caracterizada
ademas porque incluye otras bacterias probidticas afines al cepa de

Bifidobacterium animalis PTA-9175.

8. Una composicion farmacéutica para el tratamiento de deficiencia de acido félico que
comprende un cultivo biolégicamente puro de una cepa de Bifidobacterium

animalis PTA-9175 como productor de acido félico.

9. La composicidn farmacéutica de conformidad con la reivindicacion 8, caracterizada

porque la produccion de acido folico de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-

9175 es de 120 ng/ml a 398 ng/ml.

10.Uso de una cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 como probiodtico productor

de acido fdélico en composiciones alimenticias.

11.El uso de conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado porgque la produccion
de acido félico de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 es de 120 ng/ml a

398 ng/ml.

12. E! uso de conformidad con la reivindicacion 10, para la preparacion de productos

alimenticios de leche fermentada.

13.Uso de una cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 en composiciones

farmacéuticas para el tratamiento de deficiencia de acido folico.

14. E! uso de conformidad con la reivindicacién 13, caracterizado porque la produccién
de acido félico de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 es de 120 ng/ml a

398 ng/ml.
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15.Un método para producir un producto alimenticio de leche fermentada conteniendo
Bifidobacterium animalis viable y productora de acido folico, el método comprende

el paso de cultivar una cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 en un medio

5 que consiste de Ieche, leche reconstituida, suero de leche, leche entera o leche

descremada.
16.El método de conformidad con la reivindicacién 15, caracterizado porque la
produccion de acido félico de la cepa de Bifidobacterium animalis PTA-9175 es de

10 120 ng/ml a 398 ng/ml.

17.El m'éto,do de conformidad con la reivindicacién 15, caracterizado porque dicho

producto de leche fermentada es yogurt.
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FIG. 1
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