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DESCRIPCION
Método para cribar sustancias personalizadas de mejora del ambiente intestinal usando el proceso PMAS
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a una composicién cribar un material de mejora del ambiente intestinal y a un método
de cribado que usa la composicién.

Antecedentes

Genoma se refiere al gen contenido en el cromosoma, la microbiota se refiere a la comunidad microbiana en el
ambiente como una flora microbiana, y microbioma se refiere al genoma de la comunidad microbiana total en el
ambiente. En el presente documento, el microbioma puede significar una combinacién del genoma y la microbiota.

Se sabe que la microbiota desempefia un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis del hospedador,
por ejemplo, la inmunidad humana, los metabolitos y similares. La microbiota y el hospedador se transmiten y reciben
sefiales quimicas entre si y la expresion de células inmunitarias, la produccién de neurotransmisores y &cidos grasos
de cadena corta (SCFA, por sus siglas en inglés) por parte de la microbiota tienen un efecto significativo en el sistema
del hospedador.

Los probiéticos/prebibticos equilibran la microbiota desequilibrada del hospedador, de modo que un metabolito sano
de la microbiota mejora la salud del hospedador. Los probibticos existentes, al igual que los farmacos genéricos,
proporcionan a todos la misma dosis y especies similares.

Sin embargo, la similitud del microbioma por humano es inferior al 50 %, y existe un creciente reconocimiento e
investigacién sobre la personalizacién de los probiéticos.

El documento WO 2017/204788 A1 divulga una composicién de probibticos y enzimas digestivas y un método para
preparar y usar la misma.

Por lo tanto, la presente divulgacién propone un método para verificar la idoneidad de la microbiota individual de los
alimentos, alimentos funcionales para la salud y farmacos que promueven la regulacién y mejora de diversas
microbiotas, incluidos los probiéticos o prebibticos, de manera personalizada.

Divulgacién de la invencién
Problemas a resolver por la invencién

En vista de lo anterior, la presente divulgacidén proporciona una composicién para el cribado de un material de mejora
del ambiente intestinal, un método de cribado que usa la composicién y un método para proporcionar informacién para
diagnosticar una enfermedad mediante la deteccién de un biomarcador intestinal. Sin embargo, los problemas a
resolver por la presente divulgacién no se limitan a los problemas descritos anteriormente. Aunque no se describen
en el presente documento, otros problemas a resolver por la presente divulgacién pueden entenderse claramente por
un experto en la técnica a partir de las siguientes descripciones.

Medios para resolver los problemas

La presente invencién se refiere al uso de una composicidén para el cribado de un material de mejora del ambiente
intestinal, en donde la composicién comprende L-cisteina y, opcionalmente, mucina, en donde la composicién no
incluye proteinas ni carbohidratos distintos de mucina.

Ademas, la presente invencién se refiere a un método para cribar de un material de mejora del ambiente intestinal,
incluyendo: (a) mezclar una composicion del primer aspecto con una muestra obtenida de un sujeto; (b) tratar uno o
mas materiales candidatos de mejora del ambiente intestinal en la mezcla del proceso (a) y cultivar; y (c) analizar el
cultivo del proceso (b).

Efectos de la invencién

De acuerdo con los ejemplos y realizaciones de la presente divulgacién, es posible proporcionar un método de analisis
eficaz para cribar un material candidato de mejorar de la microbiota de una manera personalizada proporcionando un
método para verificar probidticos, prebibticos, alimentos, alimentos funcionales para la salud y farmacos
personalizados en condiciones in vitro basandose en la microbiota y los metabolitos de la microbiota.

Este método de acuerdo con la presente divulgacién se puede aplicar a un sistema de cribado basado en
biomarcadores y puede verificar rapidamente un material candidato personalizado con un método de cribado
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personalizado eficaz.
Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 es un diagrama de ejemplo que ilustra un proceso para cribar probidticos, prebiéticos, alimentos,
alimentos funcionales para la salud y fArmacos personalizados mediante la técnica PMAS.

La figura 2 es un diagrama de ejemplo proporcionado para explicar un anélisis de muestra mediante la técnica
PMAS.

La figura 3 es un diagrama de ejemplo proporcionado para interpretar un resultado de analisis de muestra mediante
la técnica PMAS.

La figura 4 ilustra un ejemplo de cribado de probiéticos, prebibticos, alimentos, alimentos funcionales para la salud
y materiales candidatos a farmacos personalizados basandose en un resultado de analisis obtenido después del
PMAS.

La figura 5 es un diagrama que muestra un resultado de anélisis sobre el contenido de &cidos grasos de cadena
corta en funcién de la composicién de un medio de PMAS.

La figura 6 es un diagrama que muestra un resultado de anélisis sobre el contenido de &cidos grasos de cadena
corta en funcién del tiempo de cultivo de PMAS.

La figura 7 es un diagrama que ilustra la reproducibilidad de la técnica PMAS de la presente divulgacién.

La figura 8 es un diagrama que ilustra la identidad entre un resultado clinico y un resultado obtenido mediante la
técnica PMAS de la presente divulgacién.

La figura 9 es un diagrama de ejemplo que ilustra la configuraciéon de un pocillo de placa cuando se realiza la
técnica PMAS de la presente divulgacién.

La figura 10 es un diagrama de ejemplo que ilustra un anélisis de un cambio en la cantidad de butirato en una
prueba PMAS de la presente divulgacion.

La figura 11 es un diagrama de ejemplo que ilustra un anélisis de un cambio en la diversidad microbiana en una
prueba PMAS de la presente divulgacion.

La figura 12 es un diagrama de ejemplo que ilustra un anélisis de una correlacién entre la composiciéon microbiana
y el butirato.

Mejor modo de realizar la invencién

A lo largo de todo el documento, la expresién "comprende o incluye" y/o "que comprende o que incluye" usada en el
documento significa que uno o méas de otros componentes, etapas, funcionamiento y/o existencia o adicién de
elementos no se excluyen ademas de los componentes, etapas, funcionamiento y/o elementos descritos a menos que
el contexto indique lo contrario. A lo largo de todo el documento, la expresién "aproximado o aproximadamente” o
"sustancialmente"” tiene la intencién de tener significados cercanos a los valores numéricos o intervalos especificados
con un error permisible y la intencién de evitar que los valores numéricos exactos o absolutos divulgados para la
comprensién de la presente divulgacidén sean usados ilegal o injustamente por cualquier tercero inaceptable.

A lo largo de todo el documento, la expresién "una 0 més combinaciones de" incluida en la descripcién del tipo Markush
significa mezcla o combinacidén de uno 0 més componentes, etapas, funcionamientos y/o elementos seleccionados de
un grupo que consiste en componentes, etapas, funcionamiento y/o elementos descritos en el tipo Markush y, por lo
tanto, significa que la divulgaciéon incluye uno o mas componentes, etapas, funcionamientos y/o elementos
seleccionados del grupo Markush.

A lo largo de todo el documento, una expresién en la forma "A y/o B" significa"Ao B, o Ay B".

En lo sucesivo en el presente documento, se describirdn en detalle realizaciones y ejemplos de la presente divulgacién
con referencia a los dibujos adjuntos. Sin embargo, la presente divulgacion puede no limitarse a las siguientes
realizaciones, ejemplos y dibujos.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere al uso de una composicidén para el cribado de un material de
mejora del ambiente intestinal, en donde la composicién comprende L-cisteina y, opcionalmente, mucina, en donde la
composicidén no incluye proteinas ni carbohidratos distintos de mucina.

Especificamente, se puede entender que la composicién se usa en una serie de procesos para monitorizar el progreso
de la mejora en el ambiente intestinal y evaluar si el material candidato puede mejorar el ambiente intestinal, pero no
se limita particularmente a tal serie de procesos.

En una realizacion, la composiciéon se usa para imitar de forma idéntica/similar el ambiente intestinal de un usuario
individual in vitro y permite comprobar de forma precisa y eficaz si el material candidato puede mejorar el ambiente
intestinal en condiciones in vitro y, por lo tanto, se puede usar de forma Util para el cribado de un material personalizado
de mejora del ambiente intestinal.

A lo largo de todo el documento, la expresidén "mejora del ambiente intestinal" se refiere a cambiar ventajosamente la
composicién de la microbiota intestinal y los metabolitos de la microbiota. La mejora del ambiente intestinal da como
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resultado un aumento de las bacterias intestinales beneficiosas y los metabolitos de las bacterias beneficiosas y, por
lo tanto, tiene efectos tales como la sintesis de vitaminas, mejora de la digestién y la absorcién, prevencién de
infecciones e inmunopotenciacién, y también da como resultado una disminucién de las bacterias dafiinas y los
metabolitos de las bacterias dafiinas y, por lo tanto, tiene efectos tales como la disminucién de la descomposicién
intestinal, disminucién de las toxinas bacterianas y disminucién de los carcin6genos.

Ademas, la mejora del ambiente intestinal puede prevenir o tratar enfermedades intestinales tales como diarrea,
estrefiimiento y enteritis, y también puede prevenir o tratar cdnceres, obesidad, diabetes y enfermedades relacionadas
con el cerebro.

En una realizacién, la mejora del ambiente intestinal cribada puede incluir uno o mas seleccionados del grupo que
consiste en un aumento de la diversidad microbiana de la microbiota, una disminucién de endotoxina y sulfuro de
hidrégeno de la microbiota intestinal, un aumento de los metabolitos procedentes de la microbiota beneficiosa, un
aumento o una disminucién de los acidos grasos de cadena corta, un aumento del tipo y numero de bacterias
beneficiosas y una disminucién del tipo y nimero de bacterias dafiinas, pero puede no limitarse a lo mismo.

A lo largo de todo el documento, el término "L-cisteina" es uno de los complementos de aminoacidos y desempefia un
papel importante en el metabolismo como componente del glutatidn in vivo y también se usa para inhibir el
oscurecimiento de los zumos de frutas y la oxidacién de la vitamina C.

En una realizacién, la L-cisteina puede estar contenida en una concentracién del 0,001 % (p/v) al 5% (p/v),
preferentemente del 0,005 % (p/v) al 3 % (p/v), mas preferentemente del 0,01 % (p/v) al 1% (p/v), mucho mas
preferentemente del 0,01 % (p/v) al 0,1 % (p/v), pero puede no limitarse a lo mismo.

En una realizacién, la L-cisteina puede incluirse en la composicién para cribar un material de mejore del ambiente
intestinal en forma de diversos tipos de formulaciones o sales, y especificamente, la L-cisteina puede ser clorhidrato
de L-cisteina, pero puede no limitarse a lo mismo.

En una realizacién, la composicién puede incluir ademéas mucina, pero puede no limitarse a lo mismo.

A lo largo de todo el documento, el término "mucina”" es una mucosustancia secretada por la membrana mucosa e
incluye mucina de la gldndula submandibular y otras, tales como mucina de la mucosa géastrica y mucina del intestino
delgado. Las mucinas son glucoproteinas y se las conoce como una de las fuentes de energia, tales como fuentes de
carbono y fuentes de nitrégeno, que la microbiota intestinal puede realmente usar.

En una realizacién de la presente divulgacién, la mucina puede estar contenida en una concentracién del 0,01 % (p/v)
al 5 % (p/v), preferentemente del 0,05 % (p/v) al 3 % (p/v), mas preferentemente del 0,07 % (p/v) al 2 % (p/v), y mucho
méas preferentemente del 0,1 % (p/v) al 1 % (p/v), pero puede no limitarse a lo mismo.

La composicién usada puede no incluir ningln otro nutriente distinto de la mucina y, especificamente, puede no incluir
una fuente de nitrégeno y/o una fuente de carbono, tal como proteinas y carbohidratos.

La proteina que sirve como fuente de carbono y fuente de nitrégeno puede incluir uno o més de triptona, peptona y
extracto de levadura, pero puede no limitarse a lo mismo. Especificamente, la proteina puede ser triptona.

El carbohidrato que sirve como fuente de carbono puede incluir uno 0 méas de monosacéridos, tales como glucosa,
fructosa y galactosa, y disacaridos, tales como maltosa y lactosa, pero puede no limitarse a lo mismo. Especificamente,
el carbohidrato puede ser glucosa.

La composicién puede no incluir glucosa ni triptona.

En una realizacién, la composiciéon puede incluir uno o mas seleccionados del grupo que consiste en cloruro de sodio
(NaCl), carbonato de sodio (NaHCO3), cloruro de potasio (KCl) y hemina. Especificamente, el cloruro de sodio puede
estar contenido en una concentracién de 10 mM a 100 mM, el carbonato de sodio puede estar contenido en una
concentracién de 10 mM a 100 mM, el cloruro de potasio puede estar contenido en una concentraciéon de 1 mM a
30 mM, y la hemina puede estar contenida en una concentracién de 1 x 10-6 g/l a 1 x 10-4 g/, pero puede no limitarse
a lo mismo.

En una realizacién, la composicién puede ser una composiciéon de medio de cultivo, pero puede no limitarse a lo mismo.
En una realizacién, el material de mejora del ambiente intestinal puede incluir uno o més seleccionados del grupo que
consiste en probiéticos, prebidticos, alimentos, alimentos funcionales para la salud y farmacos, pero puede no limitarse

a lo mismo.

A lo largo de todo el documento, el término "probidticos" se refiere a bacterias que exhiben un efecto beneficioso in
vivo sobre la salud de un hospedador. Especificamente, los probidticos que pueden llegar al intestino y crecer en la
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mucosa intestinal producen acido lactico que acidifica el ambiente intestinal y, por lo tanto, las bacterias dafiinas que
no pueden sobrevivir en condiciones acidas disminuyen en nimero y las bacterias beneficiosas que pueden vivir bien
en condiciones 4cidas aumentan en nimero, lo que hace que el ambiente intestinal sea saludable. Los probiéticos
pueden incluir Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Bifidobacterium y similares, pero puede no
limitarse a lo mismo. Los probiéticos pueden prepararse en forma de leche fermentada, granulos, polvo o similares
que incluyan estas cepas.

A lo largo de todo el documento, el término "prebidticos" se refiere a sustancias que activan los probiéticos, que son
bacterias beneficiosas, inhibiendo asi las bacterias intestinales dafiinas y también creando un ambiente intestinal
donde los probiéticos pueden vivir bien. Ademas, los prebidticos sirven como alimento para ser descompuestos y
usados como fuente de energia para la produccién de probidticos y son sacéridos que no pueden ser absorbidos por
el cuerpo y, por lo tanto, no se absorben en el intestino delgado y llegan al intestino donde sirven como alimento para
las bacterias del &cido lactico y también causan una disminucidn de las bacterias dafiinas.

En una realizacién, el uso de la composicién puede crear un ambiente intestinal en condiciones in vitro.

Un segundo aspecto de la presente divulgacion proporciona un método para cribar un material de mejora del ambiente
intestinal, incluyendo: (a) mezclar una composicién del primer aspecto con una muestra obtenida de un sujeto; (b)
tratar uno 0 mas materiales candidatos de mejora del ambiente intestinal en la mezcla del proceso (a) y cultivar; y (c)
analizar el cultivo del proceso (b). Las caracteristicas descritas anteriormente con respecto al primer aspecto de la
presente divulgacién pueden aplicarse igualmente al método de acuerdo con el segundo aspecto de la presente
divulgacion.

En una realizacién, el método puede ser un método para cribar un material para prevenir y tratar enfermedades
causadas por trastornos intestinales.

En una realizacién, el método puede entenderse como una serie de procesos para tratar una muestra obtenida de un
sujeto que necesita una mejora del ambiente intestinal con un material candidato capaz de mejorar el ambiente
intestinal, monitorizar el progreso de la mejora en el ambiente intestinal y evaluar si el material candidato puede mejorar
el ambiente intestinal, pero sin limitarse particularmente a lo mismo. Especificamente, si se ha mejorado el ambiente
intestinal, cuando se determina el grado de mejora en el ambiente intestinal, el material candidato se puede determinar
como un material de mejora del ambiente intestinal.

En una realizacién, el método puede realizarse en condiciones in vitro.

A lo largo de todo el documento, el término "sujeto” se refiere a cualquier organismo vivo que pueda tener un trastorno
intestinal, que pueda tener una enfermedad causada por un trastorno intestinal o desarrollarla o que pueda necesitar
una mejora del ambiente intestinal. Los ejemplos especificos de los mismos pueden incluir, pero sin limitacién,
mamiferos tales como ratones, monos, ganado vacuno, cerdos, cerdos enanos, animales domésticos y seres
humanos, aves, peces de criadero y similares.

A lo largo de todo el documento, el término "muestra” se refiere a un material procedente del sujeto y, especificamente,
puede ser células, orina, heces o similares, pero puede no limitarse a lo mismo siempre que se pueda detectar a partir
de lo mismo un material, tal como microbiota, metabolitos microbianos intestinales, endotoxinas y acidos grasos de
cadena corta, presentes en el intestino.

En una realizacién, el método puede incluir un proceso para preparar una muestra, un proceso para pretratar la
muestra, un proceso para analizar la muestra y los datos, y un proceso para cribar un material personalizado de mejora
del ambiente intestinal basandose en los datos obtenidos, pero puede no limitarse a lo mismo.

En una realizacién, el método puede ser un método de cribado rédpido que es mas rapido que los métodos de analisis
de microbiota y los métodos de analisis del ambiente intestinal conocidos convencionalmente. El "rapido" puede
significar especificamente de 12 horas a 48 horas, y mas especificamente de 18 horas a 24 horas, pero puede no
limitarse a lo mismo.

En una realizacién, el cultivo en el proceso (b) puede realizarse durante 12 horas a 48 horas, y especificamente
durante 18 horas a 24 horas, pero puede no limitarse a lo mismo.

En una realizacién, el método puede realizarse en condiciones anaerobias. Especificamente, el cultivo en el proceso
(b) del método puede realizarse en condiciones anaerobias.

En una realizacion, el material candidato de mejora del ambiente intestinal puede incluir uno 0 mas seleccionados del
grupo que consiste en probiéticos, prebidticos, alimentos, alimentos funcionales para la salud y farmacos, pero puede
no limitarse a lo mismo.

En una realizacién, el andlisis del cultivo en el proceso (c) sirve para analizar si el ambiente intestinal se ha mejorado
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o no. Especificamente, el analisis del cultivo en el proceso (c) sirve para analizar el tipo, contenido y/o concentracién
de uno o més de una endotoxina, sulfuro de hidrégeno como producto de fermentacion intestinal anémala, acidos
grasos de cadena corta (SCFA) y metabolitos procedentes de la microbiota contenidos en el cultivo y para analizar un
cambio en el tipo, contenido y/o concentracidn cuando la muestra se trata con el material candidato.

A lo largo de todo el documento, el término "endotoxina" es una sustancia téxica que se puede encontrar dentro de
una célula bacteriana y actiia como un antigeno compuesto por un complejo de proteinas, polisacéridos y lipidos.

En una realizacion, la endotoxina puede incluir lipopolisacaridos (LPS), pero puede no limitarse a lo mismo. Los LPS
pueden ser especificamente gramnegativos y proinflamatorios.

A lo largo de todo el documento, la expresién "acido graso de cadena corta (SCFA)" se refiere a un acido graso de
longitud corta con seis 0 menos dtomos de carbono y es un metabolito representativo producido a partir de la microbiota
intestinal. El SCFA tiene funciones Utiles en el cuerpo, tal como un aumento de la inmunidad, la estabilizacién de los
linfocitos intestinales, una disminucién de la sefializacidén de la insulina y la estimulacién de los nervios simpaticos.

En una realizacién, los acidos grasos de cadena corta pueden incluir uno o méas seleccionados del grupo que consiste
en formiato, acetato, propionato, butirato, isobutirato, valerato e iso-valerato, pero puede no limitarse a lo mismo.

En una realizacién, el analisis del cultivo en el proceso (c) puede servir para analizar el tipo, contenido, concentracién
y/o cambio de diversidad de las bacterias contenidas en la microbiota del cultivo, pero puede no limitarse a lo mismo.

En una realizacion, la microbiota puede incluir bacterias intestinales beneficiosas y bacterias intestinales dafiinas.
Especificamente, las bacterias intestinales beneficiosas pueden incluir, pero sin limitacién, Lactobacillus y
Bifidobacterium, y las bacterias intestinales dafiinas pueden incluir, pero sin limitacion, Proteobacteria 'y Clostridium
difficile.

En una realizacién, un método para analizar la endotoxina, el sulfuro de hidrégeno como producto de fermentacién
intestinal anémala, los &cidos grasos de cadena corta (SCFA), los metabolitos procedentes de la microbiota, la
microbiota y la diversidad microbiana intestinal puede emplear diversos métodos de analisis, tales como métodos de
analisis genético que incluyen analisis de absorbancia, analisis cromatografico y secuenciacién de préxima
generacién, y métodos de analisis metagenémico, que se pueden usar por un experto en la técnica.

En una realizacién, el método puede incluir ademaés cribar un material candidato que aumenta el contenido de los
acidos grasos de cadena corta, aumenta el tipo y el contenido de bacterias beneficiosas en la microbiota, disminuye
el contenido de la endotoxina y el sulfuro de hidrégeno o disminuye el tipo y contenido de bacterias dafiinas en la
microbiota mediante la comparacién entre el resultado del anélisis del proceso (c) y el resultado del analisis en un
grupo de control.

A lo largo de todo el documento, la expresién "grupo de control” se refiere a una muestra o datos sin limitacién, siempre
que se puedan comparar en cuanto a los cambios del ambiente intestinal (tipo, concentracién y/o contenido de acidos
grasos de cadena corta, microbiota, endotoxinas, sulfuro de hidrégeno y metabolitos microbianos intestinales)
provocados por el tratamiento con un material candidato de mejora del ambiente intestinal. Especificamente, el grupo
de control puede incluir una muestra no tratada de un sujeto o una muestra tratada solo con un material de control, tal
como vehiculo, solucién salina, DMSO o similares, pero puede no limitarse a lo mismo.

En una realizacién, el método incluye imitar de manera idéntica/similar el ambiente intestinal de un usuario individual,
incluida la microbiota, temperatura, humedad y movimiento /n vitro, y analizar un nimero predeterminado o mas de
probiéticos, prebidticos, alimentos, alimentos funcionales para la salud y farmacos de manera paralela. Por lo tanto,
es posible cribar rapidamente el material candidato de mejora de la microbiota personalizado mas eficaz.

En una realizacién, el método puede incluir realizar un pretratamiento /in vitro, un tratamiento con un material candidato
de mejora de la microbiota, la verificaciéon de la funcionalidad y el modo de accién del material candidato con respecto
a muestras de heces de seres humanos y diversos animales que puedan representar mas facilmente el ambiente
microbiano intestinal in vivo y el examen de la identificacién taxonémica, la seguridad microbiana y la funcionalidad
microbiana de la microbiota resultante del material candidato. Como tal, a través del método de cribado rapido que
contiene las heces de un individuo y medios especiales y el andlisis del microbioma procedente de las heces y los
metabolitos, es posible cribar de manera eficiente probidticos, prebiéticos, alimentos, alimentos funcionales para la
salud y farmacos personalizados.

En una realizacion, el método permite el cribado de probiéticos, prebiéticos, alimentos, alimentos funcionales para la
salud y farmacos personalizados usando muestras tales como heces. En lo sucesivo en el presente documento, el
método de acuerdo con la presente divulgacidén se describirA como cribado de metaanalisis farmacéutico
personalizado (PMAS, por sus siglas en inglés).

Un tercer aspecto de la presente divulgacién (no reivindicado) proporciona un método para proporcionar informacién
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para diagnosticar una enfermedad causada por un trastorno intestinal. Las caracteristicas descritas anteriormente con
respecto al primer aspecto y al segundo aspecto de la presente divulgacién pueden aplicarse igualmente al método
de acuerdo con el tercer aspecto de la presente divulgacién.

El método puede incluir la deteccién de un biomarcador para diagnosticar una enfermedad causada por un trastorno
intestinal a partir de la muestra obtenida del sujeto, y el método puede incluir un proceso de preparacién de muestra,
un proceso de pretratamiento de muestra, un proceso de analisis de muestra, un proceso de anélisis de datos y un
proceso para diagnosticar una enfermedad en funcién de los datos obtenidos.

El biomarcador puede ser una sustancia detectada en el intestino y, especificamente, puede incluir microbiota,
endotoxinas, sulfuro de hidrégeno, metabolitos microbianos intestinales, acidos grasos de cadena corta y similares,
pero puede no limitarse a lo mismo.

Modo para realizar la invencién

En lo sucesivo en el presente documento, se describirdn en detalle ejemplos de la presente divulgacién. Sin embargo,
la presente divulgacién puede no limitarse a los mismos.

Ejemplo

Ejemplo 1. Proceso general de un sistema de cribado de candidatos a material personalizado mediante la técnica de
cribado de metaanalisis farmacéutico personalizado (PMAS)

La presente invencién se refiere al uso de una composiciéon y un método para cribar probiéticos, alimentos, alimentos
funcionales para la salud y farmacos personalizados en condiciones in vitro usando muestras tales como las heces de
un individuo. En la presente invencién, el sistema de cribado se describird como cribado de metaanalisis farmacéutico
personalizado (PMAS).

La figura 1 es un diagrama de ejemplo que ilustra un proceso para cribar probiéticos, prebiéticos, alimentos, alimentos
funcionales para la salud y farmacos personalizados mediante la técnica PMAS. El proceso general de un sistema de
cribado de la presente divulgacién se describira a continuacién con referencia a la figura 1.

(1) Preparacién de la muestra

Las heces de un ser humano o animal y un medio de PMAS se mezclaron en una relacién de 1:12 y se homogeneizaron
usando un Stomacher. A continuacion, se usd un filtro para filtrar los residuos de las heces. Antes de tratar los
probiéticos, alimentos, alimentos funcionales para la salud y materiales candidatos a fArmacos, la mezcla de heces y
medio se redujo en una cdmara anaerobia durante 4 horas.

(2) Dispensacion de la mezcla de heces y medio

En la camara anaerobia, se dispensé la misma cantidad de la mezcla de heces y medio homogeneizada a cada una
de las placas de cultivo, tales como placas de 96 pocillos.

(3) Tratamiento del material candidato

Los probiéticos, alimentos, alimentos funcionales para la salud y materiales candidatos a farmacos a tratar se
suspendieron en PBS 1X estéril para homogeneizarlos en cuando a concentracién y cantidad y a continuacién se
dispensaron a las placas respectivas donde se puso la mezcla de heces y medio.

(4) Cultivo anaerobio

Las placas se cultivaron en condiciones anaerobias con temperatura, humedad y movimiento similares a los del
ambiente intestinal para fermentar y cultivar los respectivos grupos de prueba.

(5) Anélisis de la muestra

Cada uno de los grupos de prueba cultivados se centrifugd para separar el sobrenadante y el sedimento. A
continuacién, se analizaron los metabolitos, 4cidos grasos de cadena corta, sustancias tdxicas y similares del
sobrenadante y se analizé la microbiota del sedimento.

Ejemplo 2. Proceso de andlisis de muestras usando la técnica PMAS

La figura 2 y la figura 3 son diagramas de ejemplo que muestran el proceso de analisis de muestras en la técnica
PMAS del Ejemplo 1.
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Especificamente, después de que finaliza el cultivo de los grupos de prueba tratados con los materiales candidatos,
las sustancias toéxicas, tales como sulfuro de hidrégeno y LPS bacterianos (endotoxinas) y los metabolitos microbianos,
tales como 4cidos grasos de cadena corta del sobrenadante obtenido por centrifugacién de los grupos de prueba
cultivados se analizan mediante analisis de absorbancia y andlisis por cromatografia y se realiza un método de anélisis
independiente del cultivo a la microbiota del sedimento centrifugado. Por ejemplo, la cantidad de cambio en el sulfuro
de hidrégeno producido por el cultivo se mide a través de un método de azul de metileno usando N,N-dimetil-p-fenilen-
diamina y cloruro de hierro (FeCI3) y el nivel de endotoxinas, que es uno de los factores que promueven la inflamacion,
se mide usando un kit de ensayo de endotoxinas. Ademas, los metabolitos microbianos, tales como los acidos grasos
de cadena corta que incluyen acetato, propionato y butirato se pueden analizar a través de cromatografia de gases.
La microbiota se puede analizar mediante anélisis basado en el genoma a través de analisis metagendmico, tal como
PCR en tiempo real, en el que todos los genomas se extraen de una muestra y un cebador especifico de bacterias
sugerido en el método GULDA o secuenciacién de préxima generacién. Es decir, el método de acuerdo con la presente
divulgacién hace posible cribar un material candidato personalizado de mejora de la microbiota basandose en al menos
uno de analisis de sustancias tdxicas, analisis de metabolitos procedentes de la microbiota que incluyen acidos grasos
de cadena corta, y andlisis de la microbiota. Especificamente, es posible encontrar un material candidato que
disminuya el nivel de sustancias téxicas mediante el anélisis de sustancias téxicas, incluyendo las endotoxinas y el
sulfuro de hidrégeno, comprobar un cambio en un é&cido graso de cadena corta diana predeterminado mediante el
analisis de 4cidos grasos de cadena corta y comprobar un cambio en la microbiota antes y después del tratamiento
del material candidato mediante el analisis de la microbiota. Por lo tanto, es posible cribar un material candidato
personalizado de mejora de la microbiota.

Ejemplo 3. Proceso de cribado de candidatos a material personalizado basado en el resultado del analisis de muestras
usando la técnica PMAS

La figura 4 es un diagrama de ejemplo que muestra un proceso para cribar probiéticos, alimentos, alimentos
funcionales para la salud y farmacos personalizados en funcién del resultado del analisis de muestra del Ejemplo 2.

Especificamente, un aumento o una disminucién en la produccién de sustancias téxicas, un cambio en SCFA, un
aumento o una disminucién en las bacterias dafiinas y las bacterias beneficiosas se determinan en funcién del
resultado del analisis después de la ejecuciéon del PMAS para determinar si el material candidato tratado puede mejorar
la microbiota. Si el sobrenadante no permanece por encima de la cantidad minima para el analisis cuando se realiza
la centrifugacion después de la fermentacién y el cultivo, la cantidad de sobrenadante a usar para el analisis se asegura
repitiendo el PMAS y el cultivo. Si las sustancias téxicas aumentan y la cantidad total de acidos grasos de cadena
corta esta fuera del intervalo normal y las bacterias dafiinas disminuyen significativamente en comparacién con antes
del tratamiento, se considera que el desequilibrio de la microbiota es inducido por el material de tratamiento. Por lo
tanto, el material de tratamiento se excluye del cribado. Sin embargo, si el nimero de bacterias beneficiosas disminuye,
se excluye del cribado solo cuando la diversidad de toda la microbiota examinada a través del anélisis metagenémico
usando secuenciacién de proxima generacién disminuye significativamente. Ademas, para realizar el cribado con
referencia a los efectos de los probidticos, alimentos, alimentos funcionales para la salud y materiales candidatos a
farmacos en un biomarcador intestinal especifico, el analisis del biomarcador se realiza para el cribado solo cuando
los materiales candidatos pasan los criterios de cribado mencionados anteriormente.

Es decir, la presente divulgaciéon hace posible cribar un material candidato personalizado de mejora de la microbiota
basandose en al menos uno de analisis de sustancias tdxicas, incluyendo endotoxinas e hidrégeno, analisis de
metabolitos procedentes de la microbiota que incluyen acidos grasos de cadena corta, analisis de bacterias intestinales
dafiinas, incluidas Proteobacteria y Clostridium difficile, y analisis de bacterias intestinales beneficiosas, incluidas
Lactobacillus y Bifidobacterium. Especificamente, es posible encontrar un material candidato que disminuya el nivel
de sustancias téxicas mediante el andlisis de sustancias toxicas, incluyendo las endotoxinas y el sulfuro de hidrégeno,
comprobar un cambio en un &cido graso de cadena corta diana predeterminado mediante el analisis de acidos grasos
de cadena corta, y comprobar un aumento o disminucién de bacterias intestinales dafiinas y bacterias intestinales
beneficiosas mediante el analisis de bacterias intestinales dafiinas y el analisis de bacterias intestinales dafiinas. Por
lo tanto, es posible cribar un material candidato personalizado de mejora de la microbiota. Por ejemplo, si la produccién
de sustancias toxicas no aumenta significativamente, la cantidad total de acidos grasos de cadena corta esté dentro
del intervalo normal, las bacterias dafiinas no aumentan significativamente y las bacterias beneficiosas no disminuyen
significativamente, o si las bacterias beneficiosas disminuyen significativamente pero la diversidad de la microbiota
aumenta, es posible seleccionar un grupo de prueba con el mayor aumento en la relacién de butirato en los acidos
grasos de cadena corta totales y realizar un cribado de probiéticos, alimentos, alimentos funcionales para la salud y
farmacos personalizados. Si la produccién de sustancias téxicas no aumenta significativamente, la cantidad total de
acidos grasos de cadena corta esta dentro del intervalo normal, las bacterias dafiinas no aumentan significativamente
y las bacterias beneficiosas no disminuyen significativamente, o si las bacterias beneficiosas disminuyen
significativamente pero la diversidad de la microbiota aumenta y se necesita un analisis adicional de un biomarcador
especifico del intestino, se realiza un anélisis adicional de un aumento o disminucién y la presencia o ausencia del
biomarcador especifico y, en funcién del resultado del anélisis, es posible seleccionar un grupo de prueba en el que
el biomarcador especifico se ve afectado por el tratamiento con PMAS y realizar un cribado de probiéticos, prebiéticos,
alimentos, alimentos funcionales para la salud y farmacos personalizados.
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Ejemplo de prueba 1. Comprobacién de la composicién del medio para la técnica PMAS

Para comprobar la composicién 6ptima de un medio de PMAS para la técnica PMAS del Ejemplo 1, se realizé una
prueba de la siguiente manera.

Especificamente, las muestras de heces se mezclaron en una relacién de 1:12 (p/v) con medios que tenian diversas
composiciones que se muestran en la siguiente Tabla 1 y a continuacién se homogeneizaron usando un Stomacher.
En particular, no se reivindican la Prueba 1, la Prueba 3 ni la Prueba 4. Se reivindican la Prueba 2 y la Prueba 5.

Tabla 1
Prueba 1|Prueba 2|Prueba 3|Prueba 4|Prueba 5
Glucosa O X O X X
Triptona @) X X 0 X
Mucina X X X X 0
Clorhidrato de L-cisteina X O 0 0 0

A continuacién, las muestras de heces se dispensaron en placas de 96 pocillos. El grupo de control no se traté con
ningln material y los grupos de prebiéticos se trataron con un agente prebiético (medio: muestra de heces:prebibticos
=1:12:2 (p/v)) y a continuacién se cultivaron en condiciones anaerobias a 37 °C durante 18 horas. A continuacién, el
grupo de control se comparé con los grupos de prebidticos en términos del contenido de butirato, propionato y acetato.

Como resultado, se verific6 que la Prueba 1 y la Prueba 3 tratadas con prebibticos que se sabe que se fermentan por
la microbiota intestinal y producen écidos grasos de cadena corta, no mostraron un cambio en el contenido de butirato,
propionato y acetato, y la Prueba 4 tratada con prebibéticos mostré una disminuciéon en el contenido de butirato,
propionato y acetato (figura 5).

Por otro lado, se verificd que la Prueba 2 y la Prueba 5 tratadas con prebiéticos mostraron un aumento general en el
contenido de &cidos grasos de cadena corta (figura 5). Dado que la cantidad absoluta (mM) de &cidos grasos de
cadena corta detectada fue mayor en la Prueba 5 que en la Prueba 2, la Prueba 5 es mas facil de analizar. Por lo
tanto, las pruebas que se describirdn en los siguientes Ejemplos de prueba se realizaron usando medios que tenian
la composicién de la Prueba 5.

De acuerdo con los resultados descritos anteriormente, se puede observar que la composicién (Prueba 2) que contiene
L-cisteina sin componentes nutritivos y la composicion (Prueba 5) que contiene L-cisteina y mucina en realidad
mostraron los resultados previstos del tratamiento con prebiéticos. Por lo tanto, el ambiente intestinal se puede imitar
de manera similar in vitro con un medio que contiene L-cisteina o L-cisteina y mucina sin carbohidratos, tal como
glucosa y una proteina, tal como triptona y, por lo tanto, es posible verificar de manera rapida y precisa un cambio en
el ambiente intestinal provocado por el tratamiento con un material candidato.

Ejemplo de prueba 2. Ajuste del tiempo de cultivo para el cribado de material de mejora del ambiente intestinal

Para comprobar el tiempo de cultivo éptimo para el cultivo anaerobio en la técnica PMAS del Ejemplo 1, se realiz6é una
prueba de la siguiente manera.

Especificamente, la prueba se realizd de la misma manera que en el Ejemplo de prueba 1, excepto que el tiempo de
cultivo del cultivo anaerobio se establecié en 0 horas, 18 horas, 21 horas, 24 horas, 40 horas y 48 horas. Después del
cultivo, se midid el contenido de butirato, propionato y acetato.

Como resultado, se verificd que tanto el grupo de control como los grupos de prebiéticos mostraron un aumento brusco
en el contenido de acidos grasos de cadena corta hasta el tiempo de cultivo de 18 horas y a continuacién entraron en
una fase de meseta (figura 6).

De acuerdo con los resultados descritos anteriormente, se puede observar que cuando el tiempo de cultivo para el
cultivo anaerobio se establece en 18 horas, es el més eficiente para el cribado rapido de un material candidato usando
la técnica PMAS de la presente divulgacién.

Ejemplo de prueba 3. Validacién del método de cribado de candidatos a material personalizado usando la técnica
PMAS

Para verificar si es posible cribar con precisién un material candidato personalizado en el ambiente intestinal de un
individuo creado in vitro usando la técnica PMAS de la presente divulgacion, se realizaron pruebas de la siguiente
manera.

(1) Verificacién de la reproducibilidad
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Para verificar si el resultado del analisis usando la técnica PMAS de la presente divulgacidon se reproduce en el mismo
sujeto, se realizd una prueba de la siguiente manera.

Especificamente, para verificar la reproducibilidad del resultado del anélisis PMAS en las muestras de heces A1 a A4
y B1 a B3 recogidas en fechas respectivas de diferentes personas Ay B, se midié la cantidad de butirato del grupo de
control tratado sin material y de los grupos de prueba tratados con cinco materiales candidatos y los valores
cuantitativos de butirato de los grupos de prueba tratados con cinco materiales candidatos se dividieron por el valor
cuantitativo de butirato del grupo de control para averiguar las cantidades de butirato que aumentaron o disminuyeron
cuando las muestras se trataron con los candidatos a material, respectivamente. A continuacién, se analizaron todos
los resultados del tratamiento de las muestras respectivas con los cinco materiales candidatos usando la correlacién
de Pearson (cuanto mas se acerca el coeficiente de correlacién a 1, mayor similitud).

Como resultado, los resultados del analisis PMAS de las muestras de heces recogidas de la misma persona mostraron
una tendencia considerablemente similar (coeficiente de correlacién de 0,8 0 més), pero diferencias con los resultados
del analisis PMAS de las muestras de heces recogidas de personas diferentes (figura 7). De acuerdo con los resultados
descritos anteriormente, se puede observar que el resultado del anélisis usando la técnica PMAS de la presente
divulgacidn se reproduce en las muestras de la misma persona incluso en condiciones in vitro.

(2) Verificacion de identidad con resultado clinico

Para verificar si el resultado del anélisis mediante la técnica PMAS de la presente divulgacién muestra identidad con
un resultado clinico real, se realizé una prueba de la siguiente manera.

Especificamente, se obtuvieron muestras de heces de veinticuatro personas, y se analiz6 si el contenido de acidos
grasos de cadena corta en las muestras de heces aumenté o disminuyé por el tratamiento con probiéticos A usando
la técnica PMAS de la presente divulgacién.

A continuacién, después de que las mismas veinticuatro personas realmente tomaron los probiéticos A, se verificé
clinicamente si el contenido de acidos grasos de cadena corta cambié entre las muestras de heces obtenidas antes y
después de la ingesta, y el resultado clinico se compard con el resultado obtenido mediante la técnica PMAS (en lo
sucesivo en el presente documento, denominado "resultado PMAS").

Como resultado, se verific realmente que doce de las doce personas mostraron un aumento de acidos grasos de
cadena corta en sus heces después de la ingesta de los probidticos A y las otras doce personas mostraron una
disminucién de los acidos grasos de cadena corta. Ademas, de acuerdo con el resultado de la verificacién de los
efectos de los probiéticos A mediante la técnica PMAS, los &cidos grasos de cadena corta aumentaron en las muestras
de un total de catorce personas y disminuyeron en las muestras de diez personas (figura 8). El anélisis se realizé
basandose en los resultados descritos anteriormente de la siguiente manera.

1) Casos de un aumento real de los acidos grasos de cadena corta cuando los acidos grasos de cadena corta
aumentaron de acuerdo con el resultado PMAS -11/14 = 0,79

2) Casos de una disminucién real de los acidos grasos de cadena corta cuando los acidos grasos de cadena corta
disminuyeron de acuerdo con el resultado PMAS - 9/10 = 0,9

3) Casos de un aumento de los &cidos grasos de cadena corta de acuerdo con el resultado PMAS entre las
personas cuyos acidos grasos de cadena corta realmente aumentaron -11/12 = 0,92

4) Casos de una disminucién de los &cidos grasos de cadena corta de acuerdo con el resultado PMAS entre las
personas cuyos acidos grasos de cadena corta realmente disminuyeron - 9/12 = 0,75

5) Falso negativo con respecto a un aumento de los 4cidos grasos de cadena corta - 1-0,92 = 0,08

6) Falso positivo con respecto a un aumento de los acidos grasos de cadena corta - 1-0,75 = 0,15

7) Suponiendo que la prevalencia (frecuencia con la que aumentan los acidos grasos de cadena corta después de
la ingesta real de los probiéticos A) es 0,5, PPV = (0,92 x 0,5)/(0,92 x 0,5 +(1-0,75) x (1-0,5)) = 0,86

De acuerdo con los resultados descritos anteriormente, la técnica PMAS de la presente divulgacion permite lograr la
reproducibilidad en el mismo sujeto incluso en condiciones /n vitro y obtener un resultado muy similar a un resultado
clinico real. Por lo tanto, se puede observar que la técnica PMAS puede imitar el ambiente intestinal de manera muy
similar y mediante el uso de la técnica PMAS, es posible cribar de manera rapida y eficiente un material de mejora del
ambiente intestinal muy eficaz para cada individuo.

Ejemplo de prueba 4. Realizacidén especifica del sistema de cribado de candidatos a material personalizado usando la
técnica PMAS

Mediante el uso de la técnica PMAS descrita anteriormente en los Ejemplos 1 a 3 y los Ejemplos de prueba 1a 3, es
posible analizar de forma rapida y precisa el ambiente intestinal de un individuo en condiciones in vitro como se
describe a continuacién y, en funcién del resultado del anélisis, es posible cribar un material candidato capaz de
mejorar el ambiente intestinal. La siguiente descripcién es un ejemplo de un sistema de cribado que usa la técnica
PMAS, y un experto en la técnica entendera que se pueden realizar diversos cambios y modificaciones a partir de la
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descripcion anterior. Por ejemplo, se pueden lograr resultados adecuados si las técnicas descritas se realizan en un
orden diferente y/o si los componentes del sistema, la arquitectura, el dispositivo o el proceso descritos se combinan
de una manera diferente o se reemplazan o sustituyen por otros componentes o sus equivalentes.

(1) Preparacién de la mezcla de heces y medio y tratamiento con material candidato

Cada una de las muestras de heces obtenidas de ocho personas se mezcld con un medio de PMAS y se homogeneizé
y a continuacién se dispensé la misma cantidad de la mezcla de heces y medio homogeneizada a cada una de las
placas de 96 pocillos (eje horizontal), y las placas de 96 pocillos a las que se dispensaron las muestras de heces se
trataron verticalmente con diferentes materiales candidatos (figura 9).

El grupo de control (referencia) se preparé para determinar el grado de mejora en el ambiente intestinal comparando
los valores de anélisis medidos después de una prueba PMAS. Se usé una mezcla de antibiéticos (ABX) en el
tratamiento de referencia como grupo de control negativo para crear un ambiente donde las actividades microbianas
en las heces disminuyeran drasticamente y se usé Clostridium butyricum (CB, cepas bacterianas que producen butirato
de forma autbnoma) como grupo de control positivo para crear un ambiente donde el butirato, influyente para
determinar si el ambiente intestinal ha mejorado, aumenta aparentemente. Ademés, otras cepas bacterianas de LB,
EF, BF son materiales candidatos a ensayar, y diferentes nimeros representan cepas bacterianas.

(2) Resultado del anélisis PMAS - Anélisis del cambio en la cantidad de butirato

Se realizé una prueba PMAS usando muestras de heces obtenidas de 100 personas adultas de la misma manera que
se ha descrito anteriormente en el parrafo (1), y se analizé6 un cambio en la cantidad de butirato. El resultado del
analisis fue el que se muestra en la figura 10.

Especificamente, cada fila en el mapa de calor de la figura 10 representa una muestra de heces, y el punto representa
el caso de un aumento y la linea diagonal representa el caso de una disminucién en la cantidad de butirato en relacién
con un pocillo del grupo de control (referencia) después de la ejecucién de PMAS.

Como resultado, se puede observar que el butirato aumenta significativamente en el caso del tratamiento con CB, que
es un grupo de control positivo de butirato en comparacién con otros tratamientos, y el butirato disminuye
significativamente en el caso del tratamiento con ABX, que es un grupo de control negativo en comparacidén con otros
tratamientos (una disminucién en el metabolito microbiano, butirato, provocada por una disminucién en las actividades
microbianas).

Ademas, los materiales candidatos que sirven como grupos de prueba son bacterias basadas en Lactobacillus,
Bifidobacteria y Enterococcus que no pueden producir butirato de forma auténoma. Sin embargo, se puede observar
que algunas heces tratadas con dichas cepas muestran un aumento de butirato (flecha de color negro de la figura 10).
Por consiguiente, en algunos casos (algunas muestras de heces), se puede inferir que el tratamiento con un material
candidato especifico en el ambiente de PMAS induce un cambio en la actividad de otros microorganismos en las
muestras (un aumento de butirato).

De acuerdo con los resultados descritos anteriormente, se puede observar que un cambio ambiental causado por el
tratamiento con un material candidato en la técnica PMAS es diferente para cada muestra de heces. Por consiguiente,
se puede observar que es posible cribar un material candidato de mejora del ambiente intestinal en funcién de los
microorganismos en cada muestra de heces.

(3) Resultado del analisis PMAS - Cambio en la diversidad microbiana intestinal

Se realizé una prueba PMAS usando muestras de heces obtenidas de 100 personas adultas de la misma manera que
se ha descrito anteriormente en el parrafo (1), y se analizé6 un cambio en la diversidad microbiana intestinal en algunas
de las muestras. El resultado del andlisis fue el que se muestra en la figura 11.

Especificamente, cada fila en el mapa de calor de la figura 11 representa una muestra de heces, y el punto representa
el caso de un aumento y la linea diagonal representa el caso de una disminucién en la diversidad microbiana en
relacién con un pocillo del grupo de control (referencia) después de la ejecucién de PMAS.

Como resultado, se puede observar que un material candidato para aumentar o disminuir la diversidad microbiana es
diferente para cada muestra de heces. Ademas, se verificé que un efecto de cada material candidato se expresa de
manera diferente para cada muestra de heces. Ademas, se verificé que la diversidad microbiana disminuye
significativamente en el caso del tratamiento con ABX en comparacién con otros grupos de tratamiento.

(4) Resultado del andlisis PMAS - Correlacién entre la composicién microbiana de la muestra de heces inicial y el
cambio en la cantidad de butirato después de la prueba PMAS

Se realizé una prueba PMAS usando muestras de heces obtenidas de 100 personas adultas de la misma manera que

11
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se ha descrito anteriormente en el parrafo (1), y se analizé una correlacién entre la composicién microbiana y un
cambio en la cantidad de butirato después de la prueba PMAS. El resultado del analisis fue el que se muestra en la
figura 12.

Especificamente, la figura 12A es un grafico que muestra los resultados del cambio de butirato en las muestras de
heces tratadas con diferentes materiales candidatos después de la ejecuciéon de PMAS (multivariante, diez resultados
excepto el grupo de control de referencia) en el plano a través del anélisis de PCA (eje x: PC1, eje y: PC2, se
representan el 90,36 % de todos los datos y los puntos en el gréfico representan las respectivas muestras de heces)
y la microbiota fecal inicial PC1 en la categoria es una puntuacién PC1 obtenida expresando la microbiota fecal inicial
en las heces antes de la ejecucion de PMAS calculada en distancia UniFrac ponderada. Ademas, la figura 12B es un
grafico que muestra una correlacidén entre PC1 que es un componente principal de los resultados del cambio de butirato
en las respectivas muestras de heces después de la ejecucion de PMAS y PC1 que es la diversidad beta del cambio
de microbiota en las respectivas muestras de heces antes de la ejecucién de PMAS.

De acuerdo con los resultados descritos anteriormente, se puede observar que "los resultados del cambio de butirato
en las respectivas muestras de heces después de la ejecucion de PMAS" tienen una correlacién significativa con "los
resultados del analisis microbiano antes de la ejecucién de PMAS". Es decir, se puede inferir que un patrén diferente
de cambio de butirato para cada muestra de heces después de la ejecucién de PMAS es causado por la distribucién
y composicién de diferentes microorganismos presentes en cada muestra de heces (el cambio de butirato no es
aleatorio).

La descripcidén anterior de la presente divulgacién se proporciona con fines ilustrativos, y un experto en la técnica
entenderd que se pueden realizar diversos cambios y modificaciones sin cambiar la concepcién técnica y las
caracteristicas esenciales de la presente divulgaciéon. Por lo tanto, resulta evidente que los ejemplos descritos
anteriormente son ilustrativos en todos los aspectos y no limitan la presente divulgacién. Por ejemplo, cada
componente descrito como de un solo tipo se puede implementar de manera distribuida. Asimismo, los componentes
descritos a distribuir se pueden implementar de manera combinada.

El alcance de la presente divulgacién se define mediante las siguientes reivindicaciones en lugar de la descripcién
detallada de la realizacion.

12
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una composicién para cribar un material de mejora del ambiente intestinal, en donde la composicién
comprende

L-cisteina y, opcionalmente, mucina, en donde la composicién no incluye proteinas ni carbohidratos distintos de
mucina.

2. El uso de la composicién para cribar un material de mejora del ambiente intestinal de la reivindicacion 1,

en donde el material de mejora del ambiente intestinal se selecciona del grupo que consiste en probibdtico,
prebiético, alimento, alimento funcional para la salud, farmaco y una mezcla de los mismos.

3. Un método para cribar de un material de mejora del ambiente intestinal, que comprende:

(a) mezclar una composicién de la reivindicaciéon 1 con una muestra obtenida de un sujeto;
(b) tratar uno o més materiales candidatos de mejora del ambiente intestinal en la mezcla del proceso (a) y cultivar,

y
(c) analizar el cultivo del proceso (b).
4. El método de la reivindicacién 3, en donde el método se realiza en condiciones in vitro.

5. El método de la reivindicacién 3, en donde el cultivo en el proceso (b) se realiza en condiciones anaerobias durante
18 horas a 24 horas.

6. El método para cribar un material de mejora del ambiente intestinal de la reivindicacién 3,
en donde el anélisis del cultivo en el proceso (c) sirve para analizar el contenido, la concentracién o el tipo de uno
0 mas de endotoxinas, sulfuro de hidrégeno, acidos grasos de cadena corta (SCFA) y metabolitos procedentes de
la microbiota contenidos en el cultivo.

7. El método para cribar un material de mejora del ambiente intestinal de la reivindicacién 6,

en donde el acido graso de cadena corta se selecciona del grupo que consiste en acetato, propionato, butirato,
isobutirato, valerato e isovalerato.

8. El método para cribar un material de mejora del ambiente intestinal de la reivindicacién 3,

en donde el andlisis del cultivo en el proceso (c) consiste en analizar el tipo, la concentraciéon, el contenido o el
cambio de diversidad de la microbiota intestinal contenida en el cultivo.

9. El método para cribar un material de mejora del ambiente intestinal de la reivindicacién 3, que comprende ademas:
(d) cribar un material candidato que aumenta el contenido de los 4cidos grasos de cadena corta, aumenta el tipo y
el contenido de bacterias beneficiosas en la microbiota, disminuye el contenido de endotoxina y sulfuro de

hidrégeno o disminuye el tipo y el contenido de bacterias dafiinas en la microbiota mediante la comparacién entre
el resultado del anélisis del proceso (¢) y el resultado del anélisis en un grupo de control.
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MEZCLAR MUESTRA DE HECES CON
MEDIO DE PMAS Y HOMOGENEIZAR

DISPENSAR LA MISMA CANTIDAD DE
MUESTRA (REPLICAR MICROBIOTA
INTESTINAL EN HECES)

TRATAR LA MUESTRA DISPENSADA
CON EL MATERIAL CANDIDATO

CULTIVAR EN CONDICIONES
ANAEROBIAS DURANTE UN PERIODO
DE TIEMPO PREDETERMINADO

ANALIZAR RESULTADO DE CADA
POCILLO DESPUES DEL CULTIVO

- microbiota intestinal (NGS)
- acidos grasos de cadena corta (GC)

14



FIG. 2

ES 3013459 T3

o
1]
: <
) &
: i
- g.‘.’
£ 158
0 ;@@
8>\‘,‘ RN
g2
oI Borsnsns
o0 s E B
P X @
P 0
P B
. ©
o 3 E
c o
:Qg
g88¢c
29§
S ed
U.QO
05
wa._
—~c E
x:
o< >

imétrico
)

g

oxico

-

LPS bacterianos (endotoxina)

ex) Ensayo color
H2S (gas t

15



ES 3013459 T3

VIO LYWYTANI NOIDOYEY 3 VSNVO

VNN S3 3N0D YNIXOLOONIT VINZ OlgNvD 34
AVCALLNYD V1 OONVYE0HdINOD YNOSHId YAVO
VVd ONLLEO TVIMILVIA NN JvEIidD 3181S0d S3

01O

S B

VLOIGOHOIN Y1 OANVZITYNY o

WIHALYN VOVYD NOD ﬁmm

OLNIHNVLIVHL 130 SINDS3IA =58
A STINV VLOISOHOIN

V1 N3 OlgNVO "VY80HdNOD

Tt 009

{(N3)euixojopuy

ojuslny

g ‘OOIXQL SVD
OWOD YAVII4ISYTO V1S3 FND ONIDOHAIH
30 0dN4TINS 13 N3 OI18AVD 34 AVAILLNVYD
V1 OONVEOHdNOD YNOSHId YAYO Yevd
OWILDO TVIHILYIN NN HV8IYO 318IS0d 3

6idGid21d 0id 64 G4 &4 Id

V408 SO N3 OIgAvO
13Q OANIIANIHAA VIHIVA HOAVUIdSOH
7130 OWSIIOavLIN T3 3NT 0Avd YNVIQ

V408 SOT N3 OIgNVD dvEO0HdINOD

0§ DIESOIEA Oleuoold oleNIng ojeleny

R, IO -
R H o
i IRy -
] THELL ]/ LI e
W o8
oaisedsiH ] 001
oueouswe eusbipuj [}
ouBOLBLseOY . ONZOQHAIH 30 OYN4TINS

13 N3 OlgiWVDO 3a QVvALLINVYO

16



ES 3013459 T3

FIG. 4
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FIG. 11
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