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DESCRIPCION
Composicion y método para el tratamiento y profilaxis de la infeccion e inflamacién intestinal
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se relaciona con una composicion para uso en el tratamiento y/o prevencion de una condicion
gastrointestinal, que comprende una combinacion de cepas de Lactobacillus. La afeccion gastrointestinal puede ser una
infeccion bacteriana por Clostridium difficile, Salmonella o Escherichia coli.

Antecedentes

El intestino de los mamiferos esta colonizado por aproximadamente 100 billones de bacterias, que han coevolucionado
con el huésped en una relaciéon simbiotica. Esta coleccion de poblaciones microbianas en el huésped se denomina
microbiota. La microbiota puede proteger eficazmente el intestino contra la colonizacién por patdégenos exdgenos y
microorganismos autoctonos potencialmente dafinos (patobiontes). Las respuestas inmunitarias de la mucosa a las
bacterias intestinales normales también son importantes para el desarrollo y la fisiologia del huésped. La falla en la
tolerancia inmunoldgica a la microbiota conduce a respuestas inmunitarias locales y sistémicas inapropiadas a las
comunidades bacterianas intestinales que pueden contribuir a multiples estados patologicos, como la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell) y el sindrome del intestino irritable (Sll). Se ha sugerido que la mayor prevalencia de estas
afecciones cronicas esta influenciada por factores que incluyen infecciones bacterianas, exposicion a antibioticos, asi
como factores dietéticos, estrés y grado de higiene.

La alteracion en el equilibrio de la microbiota intestinal da como resultado una alteracion de la homeostasis intestinal, lo
que aumenta el riesgo de infeccion por patdgenos y el crecimiento excesivo de patobiontes, particularmente en huéspedes
inmunocomprometidos. Los patobiontes son tipicamente colitogénicos en el sentido de que pueden desencadenar
inflamacion intestinal. La colitis pseudomembranosa, que produce diarrea intensa, fiebre y dolor abdominal, es causada
por el crecimiento excesivo de Clostridium difficile (CD), una bacteria anaerdbica Gram-positiva, después de un
tratamiento a largo plazo con antibiéticos de amplio espectro.

La hospitalizacién a largo plazo, el tratamiento con antibiéticos, la inmunodeficiencia, las enfermedades cancerosas, la
quimioterapia y el tratamiento con esteroides son las principales causas de las infecciones diarreicas nosocomiales
desencadenadas generalmente por CD, pero también por otros patégenos bacterianos entéricos como Salmonella,
Shigella, Camphylobacter, y Yersinia.

El CD se ha convertido en una de las causas mas graves de diarrea asociada a antibioticos. El tratamiento convencional
incluye vancomicina o metronidazol durante diez dias. Sin embargo, la recurrencia (ocurre en 10 a 25% de los casos) es
cada vez mas comun y representa el mayor desafio asociado con las infecciones por CD (ICD).

Se han informado tasas crecientes de ICD en Canada y los Estados Unidos, con una mayor proporcion de casos graves
y recurrentes que los informados anteriormente. En EE. UU., las tasas de altas hospitalarias con ICD enumeradas como
cualquier diagnostico aumentaron de 3,82 por 1000 altas en 2000 a 8,75 por 1000 altas en 2008; los aumentos fueron
especialmente prominentes entre los mayores de =65 afios. Datos preliminares indican que el niumero de certificados de
defuncién con enterocolitis por ICD aumenté de 793 en 1999 a 7483 en 2008 en EE.UU. La tasa de hospitalizaciones
pediatricas relacionadas con ICD también aument6 entre 1997 y 2006, de 0,724 a 1,28 por 1000 hospitalizaciones. La
incidencia mas alta se informo en nifios de 1 a 4 afios de edad. La mayor incidencia y virulencia de la ICD ha coincidido
con la propagacion de la CD hipervirulenta denominada NAP1/027, también conocida como CD BI/NAP1/027 (un grupo
de analisis de endonucleasas de restriccion Bl, electroforesis en gel de campo pulsado tipo NAP1 y polimerasa reaccion
en cadena ribotipo 027). La cepa NAP 1/027 produce una toxina binaria y hasta 16 veces mas toxinas que la mayoria de
las otras cepas asociadas a brotes hospitalarios. Posteriormente, se han reconocido epidemias de ICD causadas por CD
NAP1/027 en hospitales de paises europeos, por ejemplo, Reino Unido, Paises Bajos, Bélgica, Austria y Suecia. Los
grandes cambios en la epidemiologia de la ICD durante los ultimos afios, con aumentos en la incidencia y gravedad de la
enfermedad, la han convertido en un desafio de salud publica mundial.

Los unicos productos que se usan para tratar la ICD son los antibiéticos, como el metronidazol, la vancomicina y el
recientemente aprobado Dificid. A pesar de sus altas tasas de curacion clinica, el 15-30% de los pacientes todavia
experimentan una recurrencia, y cada recurrencia aumenta el riesgo de infecciones adicionales. Tanto el uso adecuado
como el inadecuado de los antibiéticos también se asocian con el aumento de la resistencia a los antibiéticos, la aparicion
de nuevos biotipos resistentes a la vancomicina Clostridium difficile, y la creciente incidencia de afecciones inflamatorias
cronicas.

Las tasas de casos graves de ICD han aumentado durante los ultimos afios y el hipervirulento CD NAP 1/027 se ha
asociado con brotes recientes en todo el mundo. El Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades
(ECDC) encontré (en 2011) que la prevalencia de CD NAP1/027 era del 5% en los 34 paises europeos. También se han
informado grandes brotes de colitis grave, a menudo mortal, en América del Norte y Europa. Tal infeccion puede, como
ultima opcién cuando ningun otro tratamiento ha sido eficaz, tratarse mediante el trasplante de heces de un individuo
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sano. Dicho trasplante, ademas de la posible incomodidad psicolégica, también puede presentar el riesgo de trasplantar
microorganismos potencialmente daninos del donante. Por lo tanto, aunque el trasplante de microbiota fecal ha
demostrado algunos resultados prometedores para el tratamiento de la ICD, los médicos estan preocupados por los
posibles riesgos de infeccién y la seguridad a largo plazo. Los informes recientes sobre el inicio de la obesidad después
de un trasplante fecal indican riesgos y problemas de seguridad a largo plazo. Ademas, los engorrosos procedimientos
asociados con la tecnologia limitan su uso rutinario. No existen protocolos y procedimientos estandar con respecto a la
deteccidn/seleccion de donantes, la preparacion de materiales fecales, los problemas de saneamiento, la preparacién del
receptor y la via de administracion.

Por tanto, existe la necesidad de opciones de tratamiento terapéutico mas eficaces, asi como tratamientos preventivos
para la ICD.

Una composicion alterada de la microbiota interfiere con las funciones intestinales normales a diversos niveles. Ademas
de activar el sistema inmunitario y las citoquinas proinflamatorias, también puede inducir la liberacion de metabolitos
microbianos, la activacion del eje hipotalamo-hipdfisis suprarrenal (HPA por sus siglas en inglés) con aumento de cortisol,
lo que lleva a alteraciones de la motilidad y sensibilidad intestinales, interrupcién de la barrera intestinal y disminucién de
la produccion. de neurotransmisores con una mayor respuesta a eventos estresantes. Estas complicaciones pueden
causar el SllI, que es un trastorno funcional cronico del sistema gastrointestinal y una de las causas mas comunes de
enfermedad y ausentismo laboral. No hay cura disponible y los pacientes con Sll tienen que depender de tratamientos
para revivir sintomas como dolor, diarrea y estrefiimiento, asociados con efectos secundarios. Se desconoce la causa del
Sll, pero cada vez hay mas pruebas que muestran cambios en la composiciéon de la microbiota luminal y de la mucosa
entre los pacientes con Sll en comparacion con los individuos sanos. Ejemplos de estas modificaciones son una menor
cantidad de lactobacilos y bifidobacterias junto con una mayor cantidad de Clostridium en pacientes con Sll. Las
investigaciones de la microbiota intestinal de los nifios diagnosticados con Sll también indican una disbiosis dominada
principalmente por Clostridium.

Por lo tanto, las intervenciones terapéuticas que utilizan lactobacilos son atractivas en el Sll. Varios estudios han concluido
que los lactobacilos, en general, benefician a los pacientes con SllI, pero ha sido dificil definir los beneficios relativos de
las diferentes cepas bacterianas. Los efectos débiles y los resultados mixtos se deben principalmente a la falta de una
seleccion adecuada de la cepa bacteriana y, a menudo, a la mala calidad de los estudios.

Hell et al. (Beneficial Microbes 4:39-51, 2013) describe el uso de probidticos en el tratamiento de infecciones por
Clostridium difficile (ICD) y sugiere que solo un coctel de multiples cepas que se asemeje a una microbiota humana sana
puede ser la manera de abordar las ICD. Schoster et al. (Anaerobe, 20:36-41, 2013) describe la inhibicién de Clostridium
perfringens y C. difficile por varias cepas probioticas comerciales.

Resumen de la invencion

Los anteriores y otros objetos de la invencion se logran, en su totalidad o al menos en parte, mediante una composicion
para uso en el tratamiento y/o prevencion de una composicion gastrointestinal que comprende una combinacion de L.
salivarius CW30 (LMG P-28887), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum
Y1An734 (LMG P-28886) y L. brevis SH111 (LMG P-28888).

El presente documento también esta dirigido a una composicién probidtica que comprende L. plantarum Y1An734 (LMG
P-28886), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), y L. plantarum KS11 (LMG P-28885). El presente documento también
esta dirigido a la composicion que comprende L. salivarius CW30 (LMG P-28887), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884),
L. plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) y L. brevis SH111 (LMG P-28888). Las
bacterias en la composicion pueden consistir en L. salivarius CW30 (LMG P-28887), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884),
L. plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) y L. brevis SH111 (LMG P-28888) en
combinacién, pero la composicién también puede comprender cepas bacterianas adicionales.

El presente documento también esta dirigido a una composicién probidtica que comprende una mezcla de cantidades
iguales de bacterias de las cepas L. plantarum Y1An734 (LMG P28886), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L.
plantarum KS11 (LMG P-28885), L. salivarius CW30 (LMG P-28887)y L. brevis SH111 (LMG P-28888). Se debe entender
que en el contexto del presente documento por el término "igual”" y similares en relacion con la cantidad de bacterias se
pretende que el nimero de células bacterianas de las diferentes cepas bacterianas esté presente en una cantidad relativa
entre si de modo que ninguna cepa bacteriana esté presente en una cantidad superior a 5 veces la de la otra, y
preferiblemente inferior a 4, 3 0 2 veces la de las otras cepas. Preferiblemente, cuando las bacterias estan presentes en
cantidades iguales, cada cepa bacteriana esta presente en una cantidad tal que la relacion entre cada cepa bacteriana es
de aproximadamente 1:1.

El presente documento también esta dirigido a una composicion para uso en el tratamiento y/o prevencién de una
condicién gastrointestinal, en donde dicha composicion comprende al menos una cepa de Lactobacillus, donde la cepa
Lactobacillus se elige del grupo que consta de una cepa de L. salivarius, tres cepas de L. plantarum y una cepa de L.
brevis, donde la cepa de L. salivarius es L. salivarius CW30 (LMG P-28887), donde las cepas de L. plantarum son L.
plantarum Y1An734 (LMG P28886), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), y L. plantarum KS11 (LMG P-28885), y donde
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la cepa de L. brevis es L. brevis SH111 (LMG P-28888).

El tratamiento puede ser un tratamiento curativo, es decir, un tratamiento que restaura la salud del sujeto. Durante un
tratamiento curativo, la composicién puede administrarse como un enema. Cuando se administra como un enema, la
composicién se puede administrar un nimero limitado de veces, normalmente entre una y cinco veces, durante un periodo
corto de tiempo, por ejemplo, durante el transcurso de un dia a cinco semanas. Cuando se administra por via oral, la
composicion puede administrarse diariamente durante, por ejemplo, 1 a 6 semanas.

Para ciertas condiciones o en ciertos pacientes, el tratamiento puede tener un caracter mas de apoyo, donde la
composicion se administra varias veces durante periodos mas largos, a veces de por vida. La composicion se puede
administrar con un intervalo de un dia a dos semanas.

La composicion también se puede usar como tratamiento profilactico (preventivo), por ejemplo, durante periodos mas
largos de ingesta de antibidticos para apoyar y/o preservar y/o restaurar una flora bacteriana saludable del tracto
gastrointestinal.

La composicién puede comprender al menos una cepa de L. salivarius, donde la cepa de L. salivarius puede ser L.
salivarius CW30 (LMG P-28887). Una ventaja de esto es que L. salivarius CW30 (LMG P-28887) tiene un efecto
antimicrobiano potencial. Por lo tanto, el presente documento también esta dirigido a una composicién donde la parte
bacteriana de la composicion comprende, o consiste en, L. salivarius CW30 (LMG P-28887).

Ademas, la composicion puede comprender al menos L. salivarius CW30 (LMG P-28887) y al menos una de las cepas L.
plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) y L. brevis
SH111 (LMG P-28888). Por lo tanto, el presente documento también esta dirigido a una composicién donde la parte
bacteriana de la composicién comprende o consiste en L. salivarius CW30 (LMG P28887) y al menos una de las cepas L.
plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) y L. brevis
SH111 (LMG P-28888). Una ventaja de las cepas de L. plantarum L. plantarum Y1An734 (LMG P28886), L. plantarum
SH1313 (LMG P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P-28885) es que estas cepas poseen propiedades antiinflamatorias.
Ademas, estas cepas pueden prevenir y/o tratar la inflamacion intestinal y mejorar la funcion de barrera intestinal. Ademas,
estas cepas de L. plantarum pueden actuar en sinergia con L. salivarius CW30 (LMG P-28887) y L. brevis SH111 (LMG
P28888) en actividad inhibitoria contra una gama mas amplia de bacterias patdgenas asociadas con complicaciones
gastrointestinales. Esto da como resultado la correccion terapéutica de la disbiosis de la microbiota intestinal promoviendo
la restauracion de la homeostasis del sistema inmunolégico. Una ventaja de L. brevis SH111 (LMG P-28888) es que tiene
un potencial antibacteriano sinérgico. Esta cepa ha demostrado tener una amplia actividad antimicrobiana frente a
diferentes bacterias patégenas Gram-positivas, como Staphylococcus aureus y Gram-negativas, como Escherichia coli.

La composicién puede comprender alternativamente al menos L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886), L. plantarum
SH1313 (LMG P-28884), y L. plantarum KS11 (LMG P-28885). Por lo tanto, el presente documento también esta dirigido
a una composicion donde la parte bacteriana de la composicion comprende o consiste en L. plantarum Y1An734 (LMG P-
28886), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), y L. plantarum KS11 (LMG P-28885). Esta composicion puede comprender
ademas L. salivarius CW30 (LMG P-28887)y L. brevis SH111 (LMG P-28888).

La afeccion gastrointestinal puede ser diarrea, diarrea asociada a antibidticos (DAA), gastroenteritis, gastroenteritis aguda
y/o diarrea infecciosa.

Ademas, la afeccidon gastrointestinal puede ser una infeccion bacteriana por Clostridium difficile, Salmonella ylo
Escherichia coli. La condicion gastrointestinal también puede ser causada por una enfermedad diarreica debido a bacterias
como Campylobacter jejuni, Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica, E. coli enteropatégena (EPEC por sus siglas
en inglés), E. coli enterohnemorragica (ECEH por sus siglas en inglés), Shigella spp., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Vibrio cholera, Vibrio parahaemolyticus y Bacillus cereus. La afeccion gastrointestinal también puede
deberse a una infeccion viral, como la diarrea asociada al rotavirus. La afeccion gastrointestinal también puede ser diarrea
posinfecciosa.

Especialmente, la condicion gastrointestinal puede ser una infeccion por Clostridium difficile NAP 1/027. Una ventaja de
la presente invencion es que resuelve rapidamente la enfermedad dirigiéndose a las bacterias patégenas y restableciendo
la tolerancia inmunolégica y la homeostasis intestinal. Una segunda ventaja es que el uso de cepas purificadas de
Lactobacillus con efectos beneficiosos para la salud bien definidos evita el uso de heces u otras composiciones que
implican problemas criticos de seguridad y salud.

La afeccion gastrointestinal puede ser el sindrome del intestino irritable (Sll) o la enfermedad inflamatoria intestinal (EII).
El término enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) incluye, entre otras condiciones, la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa.

La afeccion gastrointestinal también puede ser reservoritis o colitis posinfecciosa.

La composiciéon se puede administrar por via oral, como en una bebida o producto alimenticio. La composicién puede
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administrarse como una bebida, en cuyo caso la(s) cepa(s) de Lactobacillus estan suspendidas en un liquido. El liquido
puede, por ejemplo, ser agua, leche, una solucién de sal y azticar o un engrudo. Alternativamente, la composicion se
puede administrar como gachas o pudin. La composicion se puede incluir en una pildora, que el paciente puede tragar.
Una ventaja de estas vias de administracion es que no requieren ningun equipo médico avanzado. Otra ventaja de
administrar la composicién como bebida, gachas, pudin o pildora es que el paciente puede controlar cuando traga la
bebida, gachas, pudin o pildora.

La composicion se puede administrar como un enema. Una ventaja de esta via de administracion es que se puede realizar
utilizando equipos que se utilizan habitualmente en hospitales. Una ventaja de esta via de administracion es que la
composicion puede administrarse en el lugar del tracto gastrointestinal donde es mas eficaz. Otra ventaja es que lo realizan
profesionales sanitarios; los pacientes pueden contentarse con algunos tratamientos y seran evaluados regularmente por
los proveedores de atencion.

La composicion se puede administrar como una infusién en el tracto gastrointestinal superior. La composicion se puede
administrar a través de un dispositivo médico, como un tubo nasoduodenal. Una ventaja de esta via de administracion es
que se puede realizar utilizando equipos que se utilizan habitualmente en hospitales. Otra ventaja de esta via de
administracion es que la composicion puede administrarse en el lugar del tracto gastrointestinal donde es mas eficaz. Otra
ventaja es que la composicion bacteriana pasa por alto el estdmago y su entorno acido y se infunde directamente en el
intestino.

La composicion se puede administrar a través de un dispositivo médico, como una sonda nasogastrica. La composicion
se puede administrar por colonoscopia.

La cantidad total de Lactobacillus puede ser de 10° a 10'3 UFC por tratamiento, por ejemplo, 10°, 10'°, 10", 102 0 10"
UFC por tratamiento. En el caso de la infusién nasoduodenal, el tratamiento puede repetirse al cabo de un dia, unos dias
0 una semana al menos dos veces.

La composicion se puede liofilizar. Una ventaja de esto es que las bacterias pueden conservarse para almacenamiento a
largo plazo y no se necesitan instalaciones de almacenamiento avanzadas para manejar las bacterias.

La composicion liofilizada puede estar contenida en una bolsa, un tarro, una capsula o cualquier otro tipo de recipiente
como una pastilla. La composicion liofilizada puede ser uno de varios componentes en una mezcla. Ademas, la
composicion liofilizada también puede ser uno de varios componentes de una pildora. Se pueden afiadir naturalmente
otros aditivos convencionales a las composiciones liofilizadas o a cualquiera de las otras composiciones mencionadas
como se describe en el presente documento para proporcionar composiciones estables con una vida util adecuada. Un
experto en la materia conoceria dichos aditivos convencionales y la cantidad a utilizar en las composiciones.

La composicion puede comprender ademas un componente de fibra.

El componente de fibra puede elegirse del grupo formado por fibra de avena, fibra de trigo, fibra de centeno, fibra de chia,
fibra de maiz, fibra de cebada, fibra de patata, fibra de fruta, fibra vegetal, fibra de cereal y fibra de algas.

Otros ejemplos de fibras adecuadas incluyen diferentes tipos de fibras solubles e insolubles. Por ejemplo, se pueden
utilizar fibras procedentes de semillas (por ejemplo, semillas de lino y semillas de zaragatona) o de frutos secos (como
nueces, cocos, almendras). Se pueden utilizar fibras dietéticas como la inulina. Se pueden afadir otros aditivos
convencionales a las composiciones que contienen fibra.

La bacteria puede estar suspendida en un engrudo, una papilla, gachas o un pudin.

El engrudo puede ser engrudo de avena. Otros engrudos que se pueden usar incluyen engrudo de trigo, engrudo de
cebada, engrudo de centeno o engrudo de elote 0 maiz.

Antes de la administracion de la composicion segun la presente invencion, la composicion bacteriana fresca o liofilizada
se puede suspender en un liquido adecuado. El liquido puede ser un componente liquido farmacéuticamente aceptable o
cualquier tipo de medio adecuado, por ejemplo, uno de los medios descritos anteriormente. Preferiblemente, se utilizan
agua destilada o medios acuosos tamponados, que contienen sales y tampones farmacéuticamente aceptables. Las
soluciones salinas adecuadas son PBS (Solucién salina tamponada con fosfato, por sus siglas en inglés), GBSS (Solucién
Salina Equilibrada de Gey, por sus siglas en inglés), EBSS (solucién salina equilibrada de Earle, por sus siglas en inglés),
HBSS (solucion salina equilibrada de Hank, por sus siglas en inglés), y SBF (Fluido Corporal Sintéticol Simulado, por sus
siglas en inglés). El componente liquido también puede ser de naturaleza mas hidrofébica dependiendo de la aplicacion.

En el caso de la administracion oral, se pueden afiadir diferentes aromas para hacer mas agradable al gusto la mezcla
que comprende la composicion.

La composicion puede estar lista para usar después de la reactivacién en el medio adecuado durante 24 h a temperatura
ambiente o hasta una semana a 4 °C. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el periodo de tiempo y la temperatura
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pueden variar dependiendo, por ejemplo, del medio utilizado.

La composicién puede comprometer ademas uno o mas agentes terapéuticos, como un agente contra la infeccién inducida
por bacterias y/o el estado inflamatorio.

La composicién puede comprender las cinco cepas mencionadas anteriormente o incluso mas, siempre que esté presente
al menos una de las cepas bacterianas mencionadas anteriormente.

Una composicién como la descrita anteriormente puede estar comprendida en un enema. Una ventaja de dicho enema
es que la via de administraciéon se puede realizar usando un equipo que se usa comunmente en los hospitales. Otra
ventaja de esta via de administracion es que la composicion se puede administrar en el lugar del tracto gastrointestinal
donde es mas eficaz, es decir, en el colon.

El volumen de composicidon administrado variara dependiendo de la edad y el tamafio de la persona que recibe el enema.
Sin embargo, las pautas generales serian: Infantil: 250 ml o0 menos, nifio en edad escolar: 200-500 ml, Adulto: 200-1000
ml.

La composicion puede ser una formulacion farmacéutica.

El presente documento también proporciona una cepa aislada elegida del grupo que consiste de L. salivarius CW30 (LMG
P-28887), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-
28886) y L. brevis (LMG P-28888). Las cepas bacterianas son biolégicamente puras.

El presente documento también proporciona una cepa aislada de L. salivarius para su uso en el tratamiento y/o prevencion
de una infeccién por Clostridium difficile NAP 1/027, donde la cepa es L. salivarius CW30 (LMG P28887).

El presente documento también esta dirigido a un método para el tratamiento y/o prevencién de una afeccion
gastrointestinal, comprendiendo dicho método el paso de administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de una
composicidon que comprende una o mas cepas bacterianas seleccionadas del grupo que consiste en L. salivarius CW30
(LMG P-28887), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum Y1An734 (LMG
P-28886) y L. brevis (LMG P-28888), un enema que comprende una o mas de estas bacterias, o una o mas de una cepa
bacteriana aislada seleccionada del grupo que consiste en L. salivarius CW30 (LMG P28887), L. plantarum SH1313 (LMG
P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) y L. brevis (LMG P-28888), a un
sujeto que lo necesite. Dicho gastrointestinal es una afeccién gastrointestinal como se describe en otra parte del presente
documento.

Uso de una composicion que comprende una o mas cepas bacterianas seleccionadas del grupo que consiste en L.
salivarius CW30 (LMG P-28887), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum
Y1An734 (LMG P-28886) y L. brevis (LMG P-28888), un enema que comprende una o mas de estas bacterias, o una o
mas de una cepa bacteriana aislada seleccionada del grupo que consiste en L. salivarius CW30 (LMG P-28887), L.
plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) y L. brevis
(LMG P-28888) para la preparacion de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de una afeccion
gastrointestinal. Dicho gastrointestinal es una afeccién gastrointestinal como se describe en otra parte del presente
documento.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencidon apareceran a partir de la descripcion detallada
siguiente, de las reivindicaciones adjuntas, asi como de las figuras.

En general, todos los términos utilizados en las reivindicaciones deben interpretarse de acuerdo con su significado
corriente en el campo técnico, a menos que se defina explicitamente lo contrario en este documento. Todas las referencias
a "un/una/el [elemento, dispositivo, componente, medio, paso, etc.]" deben interpretarse abiertamente como referentes a
al menos una instancia de dicho elemento, dispositivo, componente, medio, paso, etc., a menos que se indique
explicitamente lo contrario. Los pasos de cualquier método descrito en este documento no tienen que realizarse en el
orden exacto descrito, a menos que se indique explicitamente.

Como se usa en el presente documento, el término "que comprende" y las variaciones de ese término no pretenden excluir
otros aditivos, componentes, enteros o pasos.

Definicion de cepas

Todas las cepas se depositaron en BCCM/LMG (Colecciones coordinadas belgas de microorganismos/Laboratorium voor
Microbiologie, Universiteit Gent (UGent)), Gante, Bélgica, el 19 de mayo de 2015. El depositante es Shahram Aghaibeik-
Lavasani, Department of Biology, Sdlvegatan 35, Building C, 223 62 Lund, Suecia.

Los numeros de depdsito son los siguientes.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2909 430 T3

L. plantarum SH1313 LMG P-28884
L. plantarum KS11 LMG P-28885
L. plantarum Y1An734 LMG P-28886
L. salivarius CW30 LMG P-28887
L. brevis SH111 LMG P-28888

Las cepas son biolégicamente puras.

Definicion de cepas y términos

UFC = unidades formadoras de colonias

Descripcion de las tablas v la figura.

La Figura 1 muestra el porcentaje de células T CD4*Foxp3* después de la incubacion conjunta de lactobacilos con células
inmunitarias recién aisladas de tejidos linfoides intestinales murinos. Se incubaron 1x108 células inmunitarias con una sola
Lactobacillus sp. o en combinacién con dos o varios. * representa un valor de p<0,05, ** un valor de p<0,01 y *** un valor
de p<0.001 en comparacioén con el control.

La Figura 2 muestra el porcentaje de células T CD4*Foxp3* después de la incubacién conjunta de lactobacilos con células
inmunes de tejidos linfoides intestinales murinos como se describe anteriormente. Se incubaron 1x10° células inmunitarias
con una sola especie de Lactobacillus que incluyen cinco cepas de lactobacilos LMG P-28884 P28888 y cuatro cepas de
lactobacilos aisladas de diferentes productos alimenticios disponibles comercialmente (L. paracasei CNCM 1-1518, L.
plantarum DSM 9843, L. acidophilus DSM 13241 y L. rhamnosus ATCC 53103). * representa un valor de p<0,05, ** un
valor de p<0,01 y *** un valor de p<0.001 en comparacion con el L. plantarum SH1313 (LMG P-28884).

La Figura 3 La Tabla 1 muestra la actividad antagénica de diferentes especies de lactobacilos contra Clostridium difficile
incluyendo cepas NAP1/027 hipervirulentas; - indicando que no hay inhibicion, + indica inhibicion o que no hay crecimiento
alrededor de las estrias de lactobacilos.

La Figura 4 La Tabla 2 muestra un método de estrias cruzadas para investigar la inhibicion entre especies de cinco
diferentes cepas de Lactobacillus. Para cada grupo, las cepas en la parte superior de la tabla fueron la cepa de prueba
(primera estriada); - indicando que no hay inhibicién, + indica inhibicién o que no hay crecimiento en la zona donde las
estrias de Lactobacillus convergieron.

La Figura 5 La Tabla 3 muestra la prueba de susceptibilidad antibiética de cepas de Lactobacillus.

La Figura 6 muestra la capacidad de las cepas de lactobacilos para adherirse a las células epiteliales colorrectales
humanas. Las especies de Lactobacillus que incluyen las cinco cepas de lactobacilos LMG P-28884 P28888 y cuatro
cepas de lactobacilos aisladas de diferentes productos alimenticios disponibles comercialmente (L. paracasei CNCM I-
1518, L. plantarum DSM 9843, L. acidophilus DSM 13241 y L. rhamnosus ATCC 53103) se utilizaron para la comparacion.
Un namero igual de células para cada cepa (5x102) se incubo de forma independiente (1 h a 37 °C) con una monocapa
de células Caco-2 completamente diferenciadas. Las células se lavaron y tifieron con solucién de tincion de Giemsa. Se
contaron y promediaron las bacterias adherentes en campos microscoépicos seleccionados al azar. * representa un valor
de p 0,05, ** un valor de p 0,01 y *** un valor de p<0,001 en comparacion con el L. plantarum SH1313 (LMG P-28884).

La Figura 7 La Tabla 4 muestra la actividad antagoénica de la combinacion de cinco diferentes cepas de Lactobacillus
contra cepas de Salmonella'y Escherichia coli; +++ indica una buena inhibicién (zona de inhibiciéon >5-10 mm). ++++ indica
una fuerte inhibicion (zona de inhibicion >10 mm).

La Figura 8 Perfil de carbohidratos de Lactobacillus salivarius CW30 (LMG P-28887), Lactobacillus brevis SH111 (LMG
P-28888), L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), y L. plantarum Y1An734 (LMG P-
28886), respectivamente. Las puntuaciones estan relacionadas con la intensidad del color. Una prueba positiva se indica
mediante un cambio de color de purpura a amarillo (1-3) debido a una produccion anaerdbica de acido (-= sin cambio).

Descripcion detallada de la invencion

En el presente contexto e invencion se aplica la siguiente definicion: El término infeccién e inflamacion intestinal pretende
significar gastroenteritis, un aumento de la inflamacién del tracto gastrointestinal causado por infecciones viricas,
bacterianas o parasitarias. También puede significar otra afeccion gastrointestinal, por ejemplo, sindrome del intestino
irritable (SIl), enfermedades inflamatorias del intestino (Ell), reservoritis o colitis postinfecciosa. El término diarrea asociada
a antibiéticos (DAA) pretende referirse a la diarrea que se desarrolla en una persona que esta tomando antibiéticos o los
tomé recientemente. Una de las causas mas graves de la DAA es la infeccion por una bacteria, Clostridium difficile (CD)
una bacteria anaerébica Grampositiva. Ademas, las infecciones diarreicas nosocomiales se desencadenan principalmente
por CD, pero también por otros patdgenos bacterianos entéricos como Salmonella, Shigella, Camphylobacter, y Yersinia.
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También se describe aqui una composicién simbidtica, que comprende una cantidad efectiva de bacterias Lactobacillus
elegidas del grupo que comprende o consiste en uno o mas de Lactobacillus salivarius CW30 (LMG P28887), Lactobacillus
brevis SH111 (LMG P-28888), Lactobacillus plantarum SH1313 (LMG P-28884), Lactobacillus plantarum KS11 (LMG P-
28885) y Lactobacillus plantarum Y1An734 (LMG P-28886). Las cepas bacterianas se seleccionan de nuevas cepas
bacterianas de acido lactico aisladas de diferentes fuentes vegetales. Muestras de diferentes plantas vegetales, crudas y
después de la fermentacion, se sembraron en agar Ragasa y se incubaron durante 24-72 h a 35-42 °C en condiciones
anaerdbicas. Se eligieron aleatoriamente clones individuales. Se comprobaron las propiedades probiéticas de todos los
clones con bacterias grampositivas en forma de bacilo, como la resistencia al pH acido (pH 3) y las sales biliares. Las
bacterias aisladas se identificaron a través del perfil de fermentacion de carbohidratos (consulte la Tabla 5 en la Figura 8)
y la secuenciacion del ARNr 16S. Las cepas bacterianas de acido lactico se seleccionaron ademas por su capacidad para
adherirse al intestino e inhibir el crecimiento de patégenos gastrointestinales, pero no el crecimiento entre si.
Normalmente, cuando una composicién comprende mas de una de estas cepas bacterianas, el nimero de células
bacterianas de las diferentes cepas bacterianas es aproximadamente igual (es decir, aproximadamente el mismo nimero
de células bacterianas, por ejemplo, determinado midiendo el nimero de UFC o mediante calculo microscépico del nimero
de bacterias). Una composicién que comprende una o mas de estas cepas bacterianas puede denominarse composicion
probidtica.

También se describen en este documento composiciones farmacéuticas que comprenden al menos una cepa como se
describe en este documento, es decir, al menos una cepa seleccionada del grupo que consiste en Lactobacillus salivarius
CW30 (LMG P28887), Lactobacillus brevis SH111 (LMG P-28888), Lactobacillus plantarum SH1313 (LMG P-28884),
Lactobacillus plantarum KS11 (LMG P-28885) y Lactobacillus plantarum Y1An734 (LMG P-28886). También se describe
aqui un cultivo, una composicién o un producto que comprende una o mas de dichas cepas bacterianas para uso en la
prevencion y/o tratamiento de condiciones gastrointestinales, tales como una condicion causada por CD.

En el presente estudio, se examinaron y caracterizaron mas de 18 cepas de lactobacilos diferentes y novedosas con
respecto a las actividades antimicrobianas contra 21 cepas patégenas de CD. Curiosamente, resultdé que estas
propiedades son especificas de la cepa y no generales para todas las cepas de un género. Una composicion terapéutica
de la invencidon que comprende bacterias de todas las cepas de Lactobacillus salivarius CW30 (LMG P-28887),
Lactobacillus brevis SH111 (LMG P-28888), Lactobacillus plantarum SH1313 (LMG P-28884), Lactobacillus plantarum
KS11 (LMG P-28885) y Lactobacillus plantarum Y1An734 (LMG P-28886) ha demostrado la capacidad de inhibir el
crecimiento de todas las cepas de CD, pero no el crecimiento de las demas. Demuestra la sinergia exhibida entre las
cepas de la composicién de la presente invencion.

Como se demuestra en los datos experimentales proporcionados en este documento L. plantarum SH1313 (LMG P-
28884), L. brevis SH111 (LMG P-28888), y L. salivarius CW30 (LMG P-28887) tiene una mayor capacidad de colonizacion
(como se demuestra al unirse a las células Caco-2) que L. plantarum KS11 (LMG P-28885) y L. plantarum Y1An734 (LMG
P-28886), aunque estas Ultimas todavia muestran una buena capacidad de colonizacion. L. plantarum SH1313, KS11 y
Y1An734, por otro lado, demostraron tener el mayor efecto antiinflamatorio (medido por el potencial para inducir Tregs).
Una composicién que comprende L. plantarum SH1313, KS11 e Y1An734 por lo tanto, puede ser particularmente util en
el tratamiento y/o prevencion de un trastorno inflamatorio crénico como, entre otros, la Ell, que incluye, entre otras
afecciones, la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, reservoritis o colitis posinfeccion. L. brevis SH111 (LMG P-
28888), y L. salivarius CW30 (LMG P-28887) muestran el efecto antimicrobiano mas fuerte de las cinco cepas de
lactobacilos aisladas. Una composicion que comprende L. brevis SH111 (LMG P28888), y L. salivarius CW30 (LMG P-
28887) puede ser particularmente Util para su uso en el tratamiento y/o prevencién de una infeccién gastrointestinal
microbiana, como una infeccion causada por Clostridium difficile, Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter, Shigella,
Yersinia, Estafilococo, Listeria, Vibrio, ylo Bacillus cereus. La infeccién gastrointestinal puede deberse a una infeccion
viral, como el rotavirus.

Debido a las propiedades inhibitorias de las cepas de lactobacilos elegidas sobre las cepas patégenas de CD y/u otros
patégenos intestinales y el efecto terapéutico en pacientes con diarrea asociada a antibiéticos (DAA), la presente invencion
se relaciona con el uso médico de combinaciones de Lactobacillus simbibticas para la preparacién de composiciones
farmacéuticas para prevenir, tratar o mejorar los sintomas de una afeccion gastrointestinal seleccionada de, entre otros,
DAA, gastroenteritis, gastroenteritis aguda o diarrea infecciosa. La condicion gastrointestinal puede ser una infeccion
bacteriana causada por, pero no limitada a, Clostridium difficile, Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter, Shigella,
Yersinia, Estafilococo, Listeria, Vibrio, o Bacillus cereus. La afeccion gastrointestinal puede deberse a una infeccion viral,
como la diarrea asociada al rotavirus o una diarrea posinfecciosa.

Las composiciones del presente documento también se pueden usar de manera efectiva en el tratamiento de
gastroenteritis causada por Salmonella o Escherichia coli. Salmonella spp. causar una de las formas mas comunes de
intoxicacion alimentaria en todo el mundo. Los experimentos demostraron claramente que la composicion simbidtica de
esta invencion inhibio fuertemente el crecimiento de cepas patégenas de Salmonella (S. enteritidis y S. typhimurium) y
Escherichia coli.

La presente invencion también se relaciona con el uso profilactico (preventivo) contra las infecciones por CD. Los

pacientes con infeccion por CD generalmente se tratan con antibidticos, como metronidazol y vancomicina. La
composicion de esta invencion se probd experimentalmente y no reveld sensibilidad contra el metronidazol y la
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vancomicina, lo que demuestra su potencial para usarse como tratamiento profilactico (preventivo), por ejemplo, durante
periodos mas largos de ingesta de antibiéticos para apoyar y/o preservar y /o restaurar una flora bacteriana saludable del
tracto gastrointestinal. También se puede usar para inhibir la recurrencia que es comun y representa el mayor desafio
asociado con las infecciones por CD.

La presente invencién también se relaciona con el tratamiento de infecciones causadas por la CD hipervirulenta
denominada NAP1/027. La mayor incidencia y virulencia de las infecciones por CD ha coincidido con la propagacién de
CD NAP1/027. La evaluacion de los lactobacilos novedosos reveld que sélo unas pocas cepas de Lactobacillus tenian el
potencial de inhibir el crecimiento de las 2 cepas hipervirulentas CD NAP1/027 diferentes. Estas cepas terapéuticas estan
incluidas en la composicion simbidtica presentada por esta invencion.

El presente documento también esta dirigido al uso de la composicion simbidtica establecida en esta invencion para el
tratamiento profilactico o terapéutico de trastornos inflamatorios crénicos tales como, entre otros, Ell que incluye, entre
otras afecciones, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, reservoritis o colitis postinfecciosa. La interacciéon de patdgenos
bacterianos con las células epiteliales intestinales inicia una cascada de procesos inflamatorios que contribuyen a una
condicién gastrointestinal. Una microbiota intestinal alterada y la inflamacion interrumpen la funcién de barrera intestinal,
lo que permite que los patégenos se multipliquen y colonicen aun mas el intestino. Las células T reguladoras Foxp3*
(Tregs) son esenciales en el mantenimiento de la tolerancia inmunoldégica en el intestino, suprimiendo las respuestas
inflamatorias dafinas. Con base en nuestras experiencias, las combinaciones de lactobacilos se han examinado ain mas
para detectar el potencial de desencadenar Tregs. La composicion terapéutica de la invencion ha mostrado el mayor
potencial para desencadenar estas células antiinflamatorias en comparacion con otras combinaciones ensayadas. Indicé
una vez mas la sinergia desplegada entre las cepas de la composicion de la presente invencion.

El presente documento también esta dirigido al uso de la composicidon simbidtica indicada en esta invencién para el
tratamiento profilactico o terapéutico de afecciones intestinales asociadas con malestar o dolor abdominal tales como,
pero sin limitarse a, el sindrome del intestino irritable (Sll). Se ha sugerido que el papel de la microbiota intestinal y la
influencia del estrés son cruciales para el desarrollo del Sll. La composicion terapéutica presentada en esta invencién ha
mostrado un gran éxito en el tratamiento del SlI.

La composicién se puede administrar por via oral. Todas las cepas de la composicién de la presente invencion se
seleccionan debido a sus capacidades Unicas y superiores para sobrevivir en el bajo pH del estbmago y en el alto
contenido de acidos biliares del intestino delgado, y la capacidad de adherirse a la mucosa colénica y a la colonizar el
intestino grueso. La composicion se puede administrar como una bebida, en cuyo caso la(s) cepa(s) bacteriana(s) se
suspende(n) en un liquido. El liquido puede ser agua, leche, una solucién de sal y aztcar o un engrudo. Alternativamente,
la composicion se puede administrar como gachas o pudin. La composicién se puede incluir en una pildora, que el paciente
puede tragar.

La composicion se puede administrar como un enema. Una ventaja de esta via de administracion es que la composicion
puede administrarse en el lugar del tracto gastrointestinal donde es mas eficaz. El trasplante de microbiota fecal
administrado por enema se ha utilizado para el tratamiento de pacientes. Aunque el uso de enema se considera seguro y
la técnica demostré algunos resultados prometedores para el tratamiento de infecciones por CD, los médicos estan
preocupados por los posibles riesgos de infeccion y la seguridad a largo plazo debido al contenido de la terapia, que
consiste en bacterias fecales de donantes voluntarios. Sin embargo, la composicion terapéutica presentada en esta
invencion consiste en cepas de Lactobacillus elegidas a partir de extensos estudios que han sido probados en pacientes
con gran éxito. Otra ventaja del método es que lo realizan profesionales sanitarios; los pacientes pueden contentarse con
algunos tratamientos y seran evaluados regularmente por los proveedores de atencion.

La composicion se puede administrar como una infusién en el tracto gastrointestinal superior. La composicion se puede
administrar a través de un dispositivo médico, como un tubo nasoduodenal. Una ventaja de esta via de administracion es
que la composiciéon puede administrarse en el lugar del tracto gastrointestinal en condiciones gastrointestinales donde es
mas eficaz.

La combinacion bacteriana se puede administrar junto con un componente liquido farmacéuticamente aceptable, pero
también en forma de polvo. Preferiblemente, se utilizan agua destilada o medios acuosos tamponados, que contienen
sales y tampones farmacéuticamente aceptables. Las cepas bacterianas pueden estar presentes de manera que se
administre una concentracion total de bacterias de al menos 10° a 103 UFC por tratamiento. Si se va a administrar mas
de una de las cepas bacterianas, normalmente se administra la misma cantidad de todas las cepas diferentes.

La composicién puede comprender ademas un componente de fibra. Los beneficios para la salud de la fibra dietética se
han apreciado durante mucho tiempo. También se sabe que algunos de ellos estimulan selectivamente el crecimiento y/o
la actividad de una o un nimero limitado de bacterias comensales en el colon, mejorando asi la salud del huésped.

Pueden ser necesarios uno o mas componentes liquidos farmacéuticamente aceptables. Dichos componentes son bien
conocidos por los expertos en la materia.

La composicién puede comprender ademas un componente de fibra. EI componente de fibra puede elegirse del grupo
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que consiste, entre otros, en fibra de avena, fibra de trigo, fibra de centeno, fibra de chia, fibra de maiz, fibra de cebada,
fibra de patata, fibra de fruta, fibra vegetal, fibra de cereal y fibra de algas. La combinacién bacteriana también se puede
suspender en un engrudo, una papilla, gachas o un pudin.

Para preparar una composicion de acuerdo con el presente documento, las cepas bacterianas que se incluiran en la
composicion se pueden cultivar por separado o en combinacidon con una o mas cepas. Si se cultivan por separado y se
pretende administrar mas de una cepa bacteriana, tipicamente las diferentes cepas bacterianas se mezclan para que la
composicion resultante comprenda la misma cantidad de bacterias (UFC). Las cepas de lactobacilos descritas en el
presente documento pueden cultivarse en cualquier medio comunmente utilizado para cultivar lactobacilos, como
caldo/agar de Man-RogosaSharpe (MRS) y agar Rogosa. Las bacterias se cultivan tipicamente a una temperatura de
alrededor de 25 a 42°C, tal como de 30 a 37°C, en particular alrededor de 37C. Las bacterias pueden crecer en cultivo
liquido con o sin agitacion o en medios sélidos. Normalmente, las bacterias se cultivan durante un periodo de tiempo de
24 a 72 horas. El tiempo de crecimiento dependera, como sabe el experto en la materia, de diferentes factores, como la
temperatura, la cantidad de bacterias inoculadas, el contenido de nutrientes del medio, etc. Normalmente, las bacterias
crecen hasta la fase estacionaria.

Antes de que las bacterias se administren a un sujeto que las necesite, las bacterias normalmente se aislan de su medio
de crecimiento usado por ejemplo centrifugando o filtrando el cultivo bacteriano. Las bacterias pueden lavarse una o mas
veces, por ejemplo, en una solucién de tampén o sal, como en tampoén PBS (solucién salina tamponada con fosfato) o
NaCl al 0,9 %. Antes de su uso, las bacterias se resuspenden en el medio que se utilizara para la administracion. Las
bacterias también se pueden liofilizar para prolongar su capacidad de almacenamiento. Las bacterias liofilizadas pueden
administrarse en su estado seco o pueden disolverse en un liquido o0 medio que contiene liquido antes de la administracion.
También es posible reactivar las bacterias liofilizadas en un medio adecuado durante 24 h a temperatura ambiente o hasta
una semana a 4 °C. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el periodo de tiempo y la temperatura para dicha
reactivacion pueden variar dependiendo, por ejemplo, del medio utilizado. También es posible utilizar los cultivos
bacterianos directamente sin separarlos del medio de cultivo utilizado. También es posible separar las bacterias de su
medio de crecimiento usado y administrar el medio de crecimiento usado en lugar de las propias bacterias.

La invencion se describira ahora con mas detalle en las siguientes secciones. Sin embargo, los ejemplos son solo
ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente invencion.

Experimentos

Evaluacién de la interaccion entre lactobacilos y Clostridium difficile: Para evaluar la interaccion in vitro entre los
lactobacilos y Clostridium difficile, se determind la actividad antagdnica de 18 cepas de Lactobacillus contra 21 C. difficile
patogénicos incluyendo dos cepas hipervirulentas de CD NAP1/027 (también conocidas como CD BI/NAP1/027 o CD
NAP1/027). Las cepas CD pertenecian a diferentes genotipos y se aislaron previamente de heces de pacientes
hospitalizados en Suecia, principalmente en el Hospital Universitario de Skane en Malmd, y se incluyeron casos aleatorios
de diarrea asociada a antibiéticos. La actividad antagonica de los lactobacilos se detectd en placas de agar como inhibicion
de crecimiento de C. difficile. Los resultados se resumen en la Tabla 1. Las cepas de Lactobacillus se cultivaron 48 h en
caldo de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) a 37°C. Las cepas de C. difficile se cultivaron 24 h en caldo de infusion de cerebro
corazon (BHI por sus siglas en inglés) a 37 °C en un ambiente anaerdbico. Todos los cultivos bacterianos se centrifugaron
a 4°C y los sedimentos se suspendieron en una solucion de NaCl al 0,9 % para preparar una concentracion igual a 0,5 en
la escala de turbidez de McFarland. Se inocularon 100 pl de la suspension de C. difficile y se extendid sobre placas de
agar sangre Wilkins-Chalgren. 10 pl de cada suspension de lactobacillus se sembraron en diferentes lineas (alrededor de
2 cm). Las placas se incubaron en un ambiente anaerdbico a 37°C durante 48 h, y las zonas de inhibicién de crecimiento
de Lactobacillus en estria de C. difficile fueron investigados.

Los resultados demuestran claramente que las cepas de L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), KS11 (LMG P-28885) y
Y1An734 (LMG P-28886), asi como S. salivarius CW30 (LMG P-28887) y L. brevis SH111 (LMG P-28888) inhiben el
crecimiento de varios de las cepas de C. difficile probadas. En particular, una mezcla de estas cinco cepas inhibio el
crecimiento de todas las cepas de C. difficile probadas. Adicionalmente, S. salivarius CW30 (LMG P-28887) y L. brevis
SH111 (LMG P-28888) y también L. plantarum KS11 (LMG P-28885) inhibieron el crecimiento de las cepas CD NAP1/027.
En particular, una mezcla de estas cinco cepas inhibié el crecimiento de las dos cepas CD NAP1/027 analizadas. En
particular, otras cepas probadas de Lactobacilli no inhibieron el crecimiento de C. difficile en la misma medida.

Interacciones de los lactobacilos y las células inmunitarias: Se ha demostrado que la interaccion directa de C. difficile con
las células epiteliales intestinales inicia una cascada de procesos inflamatorios que contribuyen a enfermedades
intestinales como la diarrea y la colitis pseudomembranosa. Una composicion alterada de la microbiota intestinal y la
inflamacion interrumpen la funcion de barrera intestinal, lo que permite que C. difficile se multiplique ain mas y colonice
el intestino. Las células T CD4" que expresan Foxp3 (células T reguladoras; Tregs) son esenciales en el mantenimiento
de la tolerancia inmunolégica en el intestino, suprimiendo las respuestas inflamatorias dafinas. Basandonos en
experiencias previas, hemos aislado tejidos linfoides intestinales (placas de Peyer y ganglios linfaticos mesentéricos) de
ratones. Se agruparon y se proporcionaron suspensiones de células individuales de células inmunitarias in vitro. A
continuacion, las células se coincubaron con cinco lactobacilos diferentes; L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L.
salivarius CW30 (LMG P-28887), L. brevis SH111 (LMG P-28888), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), y L. plantarum
Y1An734 (LMG P-28886) solos o combinados. Se sembro un total de 1x10° células inmunitarias/pocillo en una placa de
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96 pocillos (en el medio de cultivo celular RPMI 1640). Se afiadieron a las células 1x10” UFC/ml (100ul) de bacterias
(suspendidas en RPMI 1640) y el cocultivo se incub6 durante 20 h (37°C, atmoésfera humidificada con 5% de CO,). Al dia
siguiente, las células se lavaron y analizaron para determinar la prevalencia de Tregs usando citometria de flujo. Se
detectaron Tregs que expresaban el receptor CD4, el factor de transcripcion (forkhead box P3; Foxp3) y la citocina
intracelular IL-10. Las bacterias se usaron en forma individual o en combinaciones de dos, tres, cuatro o cinco cepas. Las
combinaciones contenian cantidades iguales de cada cepa (afiadidas el mismo dia del experimento), todas hasta una
concentracion final de 1x107 UFC/ml. Las muestras de control contenian Unicamente medio de cultivo celular. Los
resultados se muestran en la Figura 1. Los datos representan la frecuencia de células T CD4*Foxp3* en porcentaje.

Era claramente evidente a partir de los resultados que solo se seleccionaron cepas individuales de L. plantarum (SH1313,
KS11 o Y1An734), tienen el potencial de inducir un perfil antiinflamatorio y activar Tregs entre las células de tejidos
linfoides intestinales recién aislados. L. salivarius CW30, L. brevis SH111 pueden desencadenar Tregs solo en
combinacién con cepas cuidadosamente seleccionadas de L. plantarum. Los resultados también demostraron que la L.
plantarum SH1313, L. plantarum KS11, L. plantarum Y1 An734, L. salivarius CW30, y L. brevis SH111 trabajan
sinérgicamente para activar y aumentar las Tregs. El efecto antiinflamatorio mas significativo y profundo se logra mediante
el uso de una combinacién de las cinco cepas.

Utilizando el mismo ensayo, hemos comparado aun mas el potencial de diferentes lactobacilos para inducir Tregs. Hemos
usado L. plantarum SH1313 (LMG P28884), L. salivarius CW30 (LMG P-28887), L. brevis SH111 (LMG P-28888), L.
plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) y cuatro cepas de lactobacilos aisladas de
diferentes productos alimenticios disponibles comercialmente; L. paracasei CNCM 1-1518 (Actimel), L. plantarum DSM
9843 (ProViva), L. acidophilus DSM 13241 (Aria A-fil) y L. rhamnosus ATCC 53103 (yogur Valio). Se cocultivaron 1x10”
UFC/ml (100 pl) de cada cepa con células inmunitarias durante 20 h a 37 °C. Los resultados se muestran en la Figura 2.
Los datos representan la frecuencia de células T CD4*Foxp3* en porcentaje.

Los resultados revelaron que L. plantarum (SH1313, KS11 y Y1An734) tienen un potencial significativamente mas fuerte
para inducir Tregs que otras cepas, incluida la L. paracasei CNCM 1-1518, L. plantarum DSM 9843, L. acidophilus DSM
13241 y L. rhamnosus ATCC 53103, es decir, que estas cepas de L. plantarum (L. plantarum (SH1313, KS11y Y1An734))
tienen un pronunciado efecto antiinflamatorio.

Todas las evaluaciones estadisticas se realizaron con StatView y los datos se evaluaron con la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney.

Inhibicién entre especies de cinco cepas diferentes de Lactobacillus: Cada vez hay mas evidencia que muestra que ciertas
mezclas de Lactobacillus especies tienen mas efectos beneficiosos que sus cepas componentes. Los diversos efectos
sinérgicos o aditivos in vivo se ha sugerido que esta influenciados por la posible inhibicion mutua de las cepas
componentes. Investigamos si los cinco lactobacilos diferentes; L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. salivarius CW30
(LMG P-28887), L. brevis SH111 (LMG P-28888), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), y L. plantarum Y1An734 (LMG P-
28886) puede inhibir el crecimiento de los demas in vitro. Para este propdsito se utilizé un ensayo de estrias cruzadas.
Cada cepa se sembré en agar MRS usando un asa de 1 ml (3 lineas paralelas). Después de que las lineas se secaron,
otras cepas se sembraron perpendicularmente a estas cepas creando 3 zonas potenciales de inhibiciéon para cada
combinacion de cepas. Si la cepa de prueba obstaculizaba el crecimiento de la segunda cepa, implicaba una inhibicion.
Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Los resultados revelaron claramente que L. salivarius CW30, y L. brevis SH111, tienen muy poca, y el L. plantarum
SH1313, L. plantarum KS11, L. plantarum Y1An734, no tienen capacidad para inhibir el crecimiento de las otras cepas
bacterianas seleccionadas. A pesar de que el preparado de lactobacilos multicepa propuesto (que consta de L. salivarius
CW30, y L. brevis SH111, L. plantarum SH1313, L. plantarum KS11, y L. plantarum Y1An734) puede mantener la inhibicion
de una gama de C. difficile, no hay inhibicion entre las cepas componentes que influyan en la eficacia terapéutica de la
mezcla bacteriana.

Susceptibilidad a los antibiéticos de las cepas de Lactobacillus: Se ha demostrado que las susceptibilidades a los
antibioticos de los lactobacilos dependen de la especie y la cepa. Por lo tanto, la susceptibilidad a los antibiéticos de los
cinco lactobacilos diferentes; L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. salivarius CW30 (LMG P-28887), L. brevis SH111
(LMG P-28888), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), y L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) se examinaron mediante la
prueba de difusion en disco. Se inocularon placas de Agar Rogosa con bacterias de cultivos recién preparados de cepas
de Lactobacillus. Se realizaron pruebas de difusion en disco para eritromicina (disco de 15 ug), vancomicina (disco de 30
Mg) y metronidazol (disco de 5 pg). Los resultados se muestran en la Tabla 3. "S", significa sensible y "R", significa
resistente.

Los datos del perfil antibiotico revelan que L. salivarius CW30, y L. brevis SH111, L. plantarum SH1313, L. plantarum
KS11, y L. plantarum Y1An734 son todos sensibles a la eritromicina, que es un tipo de medicamento conocido como
antibidtico macrolido, y ninguna de las cepas es sensible a la vancomicina o al metronidazol.

Adhesién de cepas de lactobacilos a células Caco-2 similares a enterocitos humanos: La adhesiéon de las cepas de
lactobacilos a la mucosa intestinal es una de las propiedades apropiadas para su colonizacién en el tracto intestinal, donde
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compiten con otras bacterias. La linea de células intestinales humanas Caco-2 (de adenocarcinoma de colon) es un
modelo celular bien caracterizado que desarrolla caracteristicas de enterocitos maduros con microvellosidades
funcionales en el borde en cepillo cuando se diferencia completamente. La linea celular Caco-2 se ha utilizado
ampliamente para estudiar la adhesion e invasion bacteriana.

En el presente estudio, la adhesién de los diversos Lactobacillus se compararon las cepas con las células Caco-2. Las
células Caco-2 se cultivaron en placas Petri de plastico de 100 mm. Las células se sembraron a aproximadamente 5 x
10% en una placa de 35 mm y se usaron dos semanas después de la confluencia (células completamente diferenciadas).
Se afiadieron células bacterianas (5x108) a monocapas de células lavadas y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Hemos
usado L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. salivarius CW30 (LMG P-28887), L. brevis SH111 (LMG P-28888), L.
plantarum KS11 (LMG P-28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) y cuatro cepas de lactobacilos aisladas de
diferentes productos alimenticios disponibles comercialmente; L. paracasei CNCM [-1518, L. plantarum DSM 9843, L.
acidophilus DSM 13241, y L. rhamnosus ATCC 53103.

A continuacién, todas las monocapas se lavaron 3 veces con PBS para liberar las bacterias no unidas y se tifieron con
solucién de tincion de Giemsa. A continuacion, las placas se lavaron, se secaron durante 1 h y se examinaron al
microscopio (aumento de x 100) bajo inmersién en aceite. Las cepas de Lactobacillus se contaron y promediaron en 20
campos microscopicos seleccionados al azar.

Como se indica en la Figura 6, hubo variaciones significativas en la adherencia de diferentes cepas de lactobacilos a las
células Caco-2, lo que indica que las propiedades adhesivas no son una caracteristica universal de los lactobacilos. L.
plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. brevis SH111 (LMG P-28888), y L. salivarius CW30 (LMG P-28887) mostraron la
mayor eficiencia de adhesion a las células Caco-2. Aunque las propiedades adhesivas de L. plantarum KS11 (LMG
P28885), L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886), y L. paracasei CNCM 1-1518 son un poco mas débiles, su adherencia
a las células Caco-2 aun parece mas prominente que las propiedades de adhesiéon de L. plantarum DSM 9843, L.
acidophilus DSM 13241, y L. rhamnosus ATCC 53103.

Actividad antagonista de una combinacién de cepas de Lactobacillus frente a cepas de Salmonella y Escherichia coli:
Hemos evaluado aun mas la capacidad de la combinacién de cinco lactobacilos; L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L.
salivarius CW30 (LMG P-28887), L. brevis SH111 (LMG P-28888), L. plantarum KS11 (LMG P-28885), y L. plantarum
Y1An734 (LMG P-28886) para inhibir el crecimiento in vitro de Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, y
Escherichia coli. Las cepas de Lactobacillus se cultivaron 48 h en caldo de Man-RogosaSharpe (MRS) a 37°C. Las cepas
de Salmonella y E. coli se cultivaron 24 h en caldo de infusién de cerebro corazén (BHI) a 37 °C. Todos los cultivos
bacterianos se centrifugaron a 4°C y los sedimentos se suspendieron en una soluciéon de NaCl al 0,9 % para preparar una
concentracion igual a 0,5 en la escala de turbidez de McFarland. Se inocularon 100 ul de suspensiones celulares de las
cepas de Salmonella o E. coli y se extendieron sobre placas de agar sangre Wilkins-Chalgren. Una mezcla que contiene
cantidades iguales de cada cinco cepas de Lactobacillus (afiadidas el mismo dia del experimento), se prepararon hasta
una concentracion final de 1x10” UFC/ml. Se sembraron 10ul de suspension de Lactobacillus en diferentes lineas
(alrededor de 2 cm). Las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C (con 5 % de CO,). A continuacion, se midieron las
zonas de inhibicion del crecimiento.

Como se indica en la Tabla 4, los resultados demuestran claramente que una combinacion de L. salivarius CW30, y L.
brevis SH111, L. plantarum SH1313, L. plantarum KS11, y L. plantarum Y1An734 es capaz de inhibir fuertemente el
crecimiento del Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, y Escherichia coli. Los datos demuestran aun mas el
potencial antimicrobiano de la mezcla de lactobacilos contra las bacterias patégenas gastrointestinales.

Casos clinicos

La presente invencion se demuestra mediante los siguientes ejemplos de ensayos clinicos que se realizaron en el
Departamento de Enfermedades Infecciosas del Hospital Universitario de Skane en Malmg, Suecia (durante 2013-2014).
Los ejemplos, materiales y procedimientos implicados deben entenderse ampliamente con el alcance y el espiritu de la
invencion tal como se establece en este documento.

Caso 1: La infeccién por Clostridium difficile es una complicacion cominmente asociada con la terapia con antibiéticos en
pacientes hospitalizados. Una paciente de 70 afios con cancer anal en curso y cirugia de estoma recibe varios ciclos de
antibioticos debido a problemas con la herida. Mostré colitis recurrente por C. difficile durante un afio y fueron tratados
varias veces con metronidazol y luego vancomicina con una estrategia de desescalada de menos de seis semanas. Una
vez mas, desarrollé infeccion recurrente por C. difficile (ICD). Método: Se proporciond una combinacion de cinco
lactobacilos; L. plantarum SH1313 (LMG P-28884), L. salivarius CW30 (LMG P-28887), L. brevis SH111 (LMG P-28888),
L. plantarum KS11 (LMG P-28885), y L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886) (cantidades iguales de cada cepa). Se
combinaron 1 x 102 UFC con un engrudo estéril rico en fibra. A continuacion, la composicion se mezcld con una solucién
de enema y se realiz6 una infusion colonica mediante un tubo rectal. El tratamiento se repitié cinco veces con un intervalo
de 3-5 dias.

Resultado: El paciente se curd clinica y bacteriologicamente después de 3 meses y no mostrd signos de infeccion
recurrente hasta un afo después del ultimo tratamiento.
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Caso 2: Paciente masculino de 75 afios con pluripatologia. Mostré colitis recurrente por C. difficile después de un
tratamiento a largo plazo con Dalacin, que contiene el antibiético llamado clorhidrato de clindamicina, el afio anterior.
Recibié dos ciclos de metronidazol, seguidos de 10 dias de tratamiento con vancomicina. Tras seis semanas bajo
estrategia de desescalada, presenta ICD recurrente. Recibié un trasplante de microbiota fecal que contenia heces de
donantes sanos preparadas por los investigadores clinicos del hospital. Después de un nuevo curso del tratamiento con
antibioticos, desarrollé ICD recurrente una vez mas.

Método: Se proporcion6 una composicion de cinco lactobacilos como se describe anteriormente y se infundio la solucién
de enema. El tratamiento se repitio tres veces con un intervalo de 7 dias.

Resultado: El paciente se cur6 clinicamente después de unos dias y no mostro signos de infeccion recurrente hasta un
afio después del ultimo tratamiento.

Caso 3: Una paciente de 55 afios presentd colitis recurrente por C. difficile después de tratamientos antibidticos a largo
plazo. Recibio dos ciclos de metronidazol, seguidos de 10 dias de tratamiento con vancomicina. Tras seis semanas bajo
estrategia de desescalada, presenta ICD recurrente.

Método: Se proporcion6 una composicion de cinco lactobacilos como se describe anteriormente y se infundio la solucién
de enema. El tratamiento se repitié tres veces con un intervalo de 7 dias.

Resultado: El paciente se cur6 clinicamente después de unos dias y no mostro signos de infeccion recurrente hasta un
afio después del ultimo tratamiento.

Caso 4: Un hombre joven, de 20 afios, desarrollé el sindrome del intestino irritable (Sll) después de una gastroenteritis
anterior. Recibi6 trasplante de microbiota fecal con heces de donantes sanos (preparadas por los investigadores clinicos
del hospital) en dos ocasiones sin signos de mejoria de su estado.

Método: Se proporcion6 una composicion de cinco lactobacilos como se describe anteriormente y se infundio la solucion
de enema. El tratamiento se repitié tres veces con un intervalo de 7 dias.

Resultado: El paciente mostré una mejoria significativa en la sintomatologia del Sll. No ha mostrado ningun signo de
deterioro clinico hasta un afio después del ultimo tratamiento.

Los resultados de las investigaciones clinicas demuestran que una composicion bacteriana que consta de L. plantarum
SH1313 (LMG P-28884), L. salivarius CW30 (LMG P-28887), L. brevis SH111 (LMG P-28888), L. plantarum KS11 (LMG
P-28885), y L. plantarum Y1An734 (LMG P-28886), es efectivo y relativamente seguro para el tratamiento de pacientes
que padecen afecciones gastrointestinales graves.
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REIVINDICACIONES
1. Composicion para uso en el tratamiento y/o prevencion de una condicidn gastrointestinal, que comprende una
combinacién de L. salivarius CW30, depositado como LMG P-28887, L. plantarum Y1An734 depositado como LMG P-
28886, L. plantarum SH1313, depositado como LMG P-28884, L. plantarum KS11, depositado como LMG P-28885, y L.
brevis SH111, depositado como LMG P-28888.
2. Composicién para uso segun la reivindicacion 1, donde dicha afeccién gastrointestinal implica inflamacion.

3. Composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la afeccién gastrointestinal es una
diarrea, diarrea asociada a antibidticos (DAA), gastroenteritis, gastroenteritis aguda y diarrea infecciosa.

4.  Composicién para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la afeccion gastrointestinal es una
infeccion bacteriana por Clostridium difficile, Salmonella o Escherichia coli.

5. Composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la afeccién gastrointestinal es una
infeccion por Clostridium difficile NAP1/027.

6. Composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la afeccion gastrointestinal es
el sindrome del intestino irritable (Sll) o la enfermedad inflamatoria del intestino (ElI).

7.  Composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la composiciéon se administra por
via oral o como un enema o como una infusion en el tracto gastrointestinal superior.

8. Composicién para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la cantidad total de Lactobacillus
es de 10° a 10" UFC por tratamiento.

9. Composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la composicion esta liofilizada.
10. Composicién para uso segun la reivindicacion 9, donde la composicién comprende ademas un componente de fibra.

11.  Un enema que comprende una composicion segun la reivindicacion 1.
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Figura 1:
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Figura 2:
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Figura 3:
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Figura 4:
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Figura 5:
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Figura 6:
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Figura 7:

bt

4

(¥ELNYA) wnioluvyd 7 +

(TYSH) wrupiuoyg 7+ (TTTHS)
stnaig 7+ (0EAD) snuoaps T +
(ETETHS) wrioiuolg ] op epzop

Pt

1}02 DJYII3YIS3  WnuNWYdA} DjjauoWDS SIPIJIIUS DJjIUCW]DS

Tabla 4

21



ES 2909 430 T3

Figura 8: [

eso|ly

Yl

yar

Yk

L EET

Y2l

Uak

Yy

ESOIEJES

Y24

Ugy

Yre

[0S

Uzl

Yaf

Ype

BUIDIES

Yzl

Yaf

Yz

esoqny

YeL

yap

Upez

ESOULYEY

Yl

yap

Upz

CELIL TN

Yeg

yar

o KR KN R - R R R KA R KRR R AR

Yk

ESOND8|3|

Yzl

yap

Yy

-1-11

ESOUE]

Y24

Ugy

Yre

onuepy

Yzi

yary

Urg

ESO}E[

Yzl

Yaf

Ypz

ES0]10E7

YL

Yay

Ype

01EUOIN|S

Yl

yap

Upz

BS0JIE|ED)

Y2l

yary

Ype

BUIN3IS]

Y2l

Usp

Yy

-l L T -] -

BS0Ig0jan

Y24

Ugy

Yrg

ESOUIQEIY

Uzl

Yaf

Yre

euljepbiuy

Yzl

Yaf

Yz

BS0IN|5)

Yz2.L

uay

Urg

31303 -]l -l-r3(3 3] -] - -[3]3]a| 3333333331 -|2]2]3l2[2]3]-]-|-[-|-|-|2[2|3|2]2]3[2|2}3 -|-|-

Al af2)2]2] -] -|-12]2[2] 1113|1301 [1[3|3]3]3]|3]3]3[3[3|3|3)|2]3|3]3 5]a[a]-[-[2|2]3]|3]-|-|-[3|3]2]3]3]|3|3][53)2|-[-]|-

Al sf2)2|2)-)-|-13)3[3|1|1|1 3|53l 2l2{1|2|2|2|2|2|2|2|2[2|2|2|2|2|2]2 2|2|2]|-[2|3|2]2]2]-|-| -[3|3|3|3]3|3|2[2]2]|-[-]|~

alajafzi2lz)-(-|-laiafsit|riafajajz|t|1[{2|a]a|2[a{a]aa|afz|3[a|2]a|a|2]a]al-[1]3|2]a|3[-|-|-|2[af[3|2]3]3/3[3]3 -|-|1

MBI R

22

Cw3o

K511

Y1An734
SH1313
SH111




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

