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TITULO

EXTRACTOS PROTEICOS CON AMPLIO ESPECTRO DE ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA Y CEPAS DEL GENERO BIFIDOBACTERIUM QUE LOS
PRODUCEN.

SECTOR DE LA TECNICA

Esta patente pertenece al sector de la técnica de la Industria Alimentaria y
Farmacéutica. Mas concretamente, esta invencidn se enmarca dentro del
campo de la alimentaciéon funcional (probiéticos) y de las tecnologias de
conservacion de alimentos por métodos biolégicos, a través del uso de
microorganismos con actividad antimicrobiana y de sus metabolitos. La patente
incluye seis cepas del género Bifidobacterium, de origen intestinal humano, los
metabolitos proteicos con actividad antibacteriana de amplio espectro que
producen, y su uso frente a bacterias patégenas gastrointestinales y bacterias

patdgenas y alterantes de alimentos.

ESTADO DE LA TECNICA

Los probiéticos constituyen uno de los subgrupos de alimentos funcionales
mas destacados por su versatilidad funcional y gran aceptacién por los
consumidores, lo que ha despertando un creciente interés comercial, tanto en

la industria farmacéutica como en la alimentaria.

Un probiético es un suplemento dietético constituido por microorganismos
viables que, administrado en cantidades adecuadas, es capaz de modificar la
microflora de un compartimento del huésped, ejerciendo asi un efecto
beneficioso sobre la salud de éste (Schrezenmeir, et al., 2001. Probiotics,
prebiotics, and symbiotics-approaching a definition. Am. J. Clin. Nutr. 73: 361S-
364S). Los principales probiéticos son las bacterias integrantes de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, comensales del tracto gastrointestinal y
tradicionalmente utilizadas en diversas fermentaciones alimentarias. Las cepas
del género Bifidobacterium son particularmente importantes ya que colonizan
selectivamente el tracto intestinal de los recién nacidos, representando hasta el
91% de su flora, y en adultos entre el 3 y el 7% (Harmsen, et al. 2000. Analysis

of intestinal flora development in breast-feed and formula-feed infants by using
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molecular identification and detection methods. J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr.
30: 61-67; Biavati, et al. 2001. The family Bifidobacteriaceae. In: Dworkin, et al.
(eds.), The Prokaryotes. pp. 1-70. Springer, Nueva York). Los microorganismos
del género Bifidobacterium se incluyen habitualmente dentro del grupo de
bacterias lacticas, definido fisiolégicamente por su capacidad para producir
acido lactico como uno de los principales metabolitos resultantes de la
fermentacion de carbohidratos. No obstante, su ADN posee un contenido en G
+ C mas alto (565-64%) por lo que filogenéticamente se incluyen dentro de la
clase Actinobacteria (O'Riordan, et al. 1997. Determination of genetic diversity
within the genus Bifidobacterium and estimation of chromosomal size. FEMS
Microbiol. Lett. 156: 259-264).

Los probidticos se han comercializado en una gran variedad de formas: (i)
alimentos fermentados convencionales a los que se les adicionan probidticos y
que se consumen principalmente con fines nutritivos (leche, quesos, etc.); (ii)
las leches cultivadas y fermentadas, utilizadas basicamente como vehiculos de
bacterias probiéticas (leche acidéfila, leche bifidus, etc.), y (iii) los suplementos
dietéticos o preparaciones farmacéuticas liofilizadas. En la actualidad, las
bifidobacterias se consumen mayoritariamente incorporadas a alimentos vy,
principalmente, a derivados lacteos; aunque se esta ampliando el numero de
productos (zumos, papillas, productos carnicos, cereales, mayonesas, etc.) que

constituyen un posible vehiculo para su aporte.

Entre los efectos beneficiosos que se atribuyen a los probidticos se
incluyen la mejora de la intolerancia a la lactosa; la prevencion y tratamiento de
infecciones gastrointestinales y urogenitales, el restablecimiento del ecosistema
intestinal tras los tratamientos con antibiéticos y quimioterapia, la prevencién
del cancer coleorrectal y la estimulacién del sistema inmune (Salminen, et al.
1998. Functional food science and gastrointestinal physiology and function. Br J
Nutr; 80: 147S-171S; Tannock, 1999. A fresh look at the intestinal microflora. /n
G.W. Tannock (ed.), Probiotics. A critical review, pp. 5-14. Horizon Scientific
Press, Wymondham, Norfolk, England). Concretamente, se considera que el
género Bifidobacterium es esencial en el mantenimiento del equilibrio del
ecosistema intestinal y el desplazamiento de microorganismos potencialmente

perjudiciales, por lo que se le atribuye una importante funcién protectora. Se
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considera que cepas de este género ejercen efectos beneficiosos en el
tratamiento de la diarrea del viajero, las infecciones por rotavirus y la diarrea
asociada al uso de antibiéticos (McNaught, et al. 2001. Probiotics in clinical
practice: a critical review of the evidence. Nutr. Res. 21: 343-353). También se
han descrito sus efectos antagénicos frente a patégenos de los géneros
Listeria, Clostridium, Salmonella, Campylobacter, Shigella, Proteus, y
Escherichia (Gibson, et al. 1994. Regulatory effects of bifidobacteria on the
growth of other colonic bacteria. J. Appl. Bacteriol. 77: 412-420; Lee, et al.
2003. Identification and screening for antimicrobial activity against Clostridium
difficile of Bifidobacterium and Lactobacillus species isolated from healthy infant
faeces. Int. J. Antimicrob. Agents 21: 340-346; Touré ef al. 2003. Production of
antibacterial substances by bifidobacterial isolates from infant stool active
against Listeria monocytogenes. J. Appl. Microbiol. 95: 1058-1069; Gagnon, et
al. 2004. In vitro inhibition of Escherichia coli 0157:H7 by bifidobacterial strains of
human origin. Int. J. Food Microbiol. 92: 69-78).

No obstante, no siempre existen evidencias claras sobre los efectos
beneficiosos ejercidos por las cepas probidticas y por los productos cultivados
con ellas y, en muchos casos, los resultados son contradictorios. En parte esto
es debido a la aplicacién de deficientes criterios de evaluacién en el proceso de
seleccién de nuevas cepas probiéticas y a la falta de estudios cientificos sobre

sSus mecanismos de accion.

Concretamente, el origen de las cepas probiéticas, su resistencia a las
condiciones de estrés gastrointestinal y tecnoldgico y su susceptibilidad a los
antibiéticos son criterios de seleccion claves para el desarrollo de nuevos

probidticos previo a su introduccién en el mercado.

Se considera que la funcién e implantacion de los probiéticos puede ser
dependiente de la especie y se ha recomendado el uso de cepas de origen
humano (Lee, et al. 1995. The coming age of probiotics. Trends Food Sci.
Technol. 6: 241-245); pese a ello, actualmente el nimero de cepas de

bifidobacterias de origen humano existente en el mercado es escaso.

Entre los factores que condicionan la supervivencia de las cepas

probidticas durante el transito gastrointestinal, el pH acido del estomago y la
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elevada concentracion de sales biliares en el intestino son las barreras
fisiolégicas mas importantes. Durante la digestién, el tiempo medio de
permanencia de los alimentos en el estbmago es de 90 minutos a un pH
proximo a 2,0 (Hill. 1990. Factors controlling the microflora of the health upper
gastrointestinal tract. In Hill M.J. y Marsh, P.D. (eds), Human Microbial Ecology
pp. 57-85. CRC Press, Boca Ratén, Florida; Berrada, et al. 1991.
Bifidobacterium from fermented milk: survival during acid transit. J. Dairy Sci.
74:409-414). La concentracion de bilis en el intestino oscila entre 1,5y 2,0% en
la primera hora de la digestién, disminuyendo posteriormente hasta el 0,3%
(Sjovall, 1959. On the concentration of bile acids in the human intestine during
absorption of bile acids and steroids 74. Acta Physiol. Scand. 46: 339-345). Por
ello, las tolerancias al pH acido y a altas concentraciones de sales biliares son
dos de las propiedades deseables en un microorganismo probiético. Ademas,
para su incorporacion a alimentos y utilizacion como suplementos, es
aconsejable que estas cepas resistan otras condiciones de estrés a las que son
sometidas durante los procesos industriales (congelacién, secado, liofilizacién,
salado, temperaturas de fermentacién y de refrigeracién, etc.). Hasta ahora el
proceso de seleccién de las cepas probidticas no siempre ha asegurado su
resistencia a los tratamientos tecnoldégicos y a su paso por el tracto
gastrointestinal por lo que su viabilidad y estabilidad en los productos
comercializados a menudo no cumple los criterios deseables para garantizar su
efectividad (Fasoli, et al. 2003. Bacterial composition of commercial probiotic
products as evaluated by PCR-DGGE analysis. Int. J. Food Microbiol. 82: 59-
70; Temmerman, et al. 2003. Identification and antibiotic susceptibility of
bacterial isolates from probiotic products. Int. J. Food Microbiol. 81: 1-10;
Temmerman, et al. 2003. Culture-independent analysis of probiotic products by
denaturing gradient gel electrophoresis. Appl. Environ. Microbiol. 69: 220-226).

El conocimiento de la susceptibilidad de las cepas probidticas a los
antibioticos es también esencial, tanto para asegurar la ausencia de elementos
de resistencia transferibles, como para establecer la compatibilidad de los
probiéticos con antibiéticos para su uso en terapias combinadas y en diarreas
debidas a tratamientos con antibidticos.
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Por otro lado, los mecanismos de acciéon de los probidticos frente a
patégenos gastrointestinales se desconocen, en gran medida, lo que dificulta la
definicién de la especificidad de su accion frente a patologias concretas. Entre
los posibles mecanismos, se pueden citar: la competicidon por nutrientes y sitios
de adhesion, la degradacion de toxinas, la estimulacion del sistema inmune y la
sintesis de compuestos antimicrobianos (Fooks, et al. 1999. Prebiotics,

probiotics and human gut microecology. Int. Dairy J. | 9: 563-61).

Los compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias lacticas se
dividen en dos grandes grupos: (i) los compuestos de bajo peso molecular
(menores de 1000 Da) que incluyen los acidos organicos y que poseen un
amplio espectro de accién y (ii) los proteinas antimicrobianas o bacteriocinas
(mayores de 1000 Da) cuyo espectro de accién se restringe a microorganismos
proximamente relacionados y otras bacterias Gram-positivas. En los ultimos
afnos, en Lactobacillus spp. también se ha detectado la produccién de otros
compuestos de naturaleza proteica, denominados “bacteriocin-like
compounds”, que no encajan con los criterios que definen las bacteriocinas y
que tienen un espectro de accién mas amplio (Bruno, et al. 2002. Inhibition of
pathogenic and putrefactive microorganisms by Bifidobacterium sp.
Milchwissenschaft 57: 617-621).

La capacidad de las bacterias lacticas para competir e inhibir el
desarrollo de otros microorganismos se debe fundamentalmente a Ila
produccién de acidos organicos, principalmente lactico y acético; aunque, en
las dltimas décadas, se ha demostrado que la produccion de bacteriocinas
también desempeia una funcién importante (Niku-Paavola, et al. 1999. New
types of antimicrobial compounds produced by Lactobacillus plantarum. J. Appl.
Microbiol. 86: 29-35). Esto ha permitido el uso de cepas de bacterias lacticas
como cultivos protectores y sus metabolitos como conservantes en un gran
numero de fermentaciones alimentarias. La produccién de bacteriocinas se ha
estudiado en cepas de diversos géneros del grupo de bacterias lacticas y, muy
especialmente, en Lactobacillus, Pediococcus y Enterococcus por su diversidad
en especies y habitats y sus aplicaciones industriales (Riley et al. 2002.
Bacteriocins: Evolution, Ecology, and Application. Ann. Rev. Microbiol. 56: 117-

137). Concretamente, las cepas del género Lactobacillus se consideran las
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principales productoras de bacteriocinas y, en el caso de cepas probidticas, se
suponen implicadas en la colonizacion del tracto intestinal y en el
desplazamiento de patégenos (Majhenic, et al. 2004. DNA analysis of the
genes encoding acidocin LF221A and acidocin LF221B, two bacteriocins
produced by Lactobacillus gasseri LF221. Appl. Microbiol. Biotechnol. 63: 705-
714). Por el contrario, los efectos inhibitorios de las bifidobacterias frente a la
flora competitiva se han atribuido basicamente a la produccién de acidos
organicos y sideréforos (Bruno, et al. 2002. Inhibiton of pathogenic and
putrefactive microorganisms by Bifidobacterium sp. Milchwissenschaft 57: 617-62;
Asahara, et al. 2001. Increased resistance of mince to Salmonella enterica
serovar Thyphimurium infection by synbiotic administration of Bifidobacteria and
transgalactosylated oligosaccharides. J. Appl. Microbiol. 91: 985-996; O Sullivan,
et al. 2001. Isolated bifidobacteria that produce siderophores which inhibit
growth of Lactococcus lactis. US Patent Number 884894; Levchenko, et al.
2001. Strain bifidobacterium breve 79-88 used for preparing curative-
prophylactic fermented-milk, nonfermented-milk food-stuffs, biologically active
supplements and bacterial preparations. Numero de patente: RU2176270;
Neeser, et al. 2001. New bifidobacteria preventing diarrhea caused by
pathogenic bacteria. International Patent Number WO 01/11015 A1) y no
existen evidencias claras de su capacidad para sintetizar compuestos
antimicrobianos de naturaleza proteica y de amplio espectro. Tan sélo se ha
demostrado que algunas bifidobacterias aisladas de heces de nifios producen
péptidos antimicrobianos activos frente a Listeria monocytogenes y sélo se ha
purificado una bacteriocina (Bifidocina B) de B. bifidum NCFB 1454, que posee
un espectro de inhibicién restringido a bacterias Gram-positivas (Yildirim, et al.
1998. Characterization and antimicrobial spectrum of Bifidocin B, a bacteriocin
produced by Bifidobacterium bifidum NCFB 1454. J. Food Prot. 61: 47-51;
Yildirim, et al. 1999. Purification, amino acid sequence and mode of action of
Bifidocin B produced by Bifidobacterium bifidum NCFB 1454. J. Appl. Microbiol.
86: 45-54. Touré, et al. 2003. Production of antibacterial substances by
bifidobacterial isolates from infant stool active against Listeria monocytogenes.
J. Appl. Microbiol. 95: 1058-1069).
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La presente invencion aporta un grupo de cepas del género
Bifidobacterium de origen humano y, por consiguiente, amplia el escaso
namero de cepas de bifidobacterias de dicho origen (cuyo uso ha sido
recomendado) existente en el mercado de los probiéticos. Estas bacterias son
productoras de metabolitos proteicos con actividad antibacteriana de amplio
espectro (activos frente a Gram-positivas y Gram-negativas). Otra ventaja de la
presente invencibn es la resistencia a las condiciones de estrés
grastrointestinal y tecnolégico. Otra ventaja afiadida es el perfil de sensibilidad

a antibiéticos que garantiza su seguridad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Descripcion breve

En la presente invencion han sido seleccionadas seis cepas del género
Bifidobacterium: Bifidobacterium BIR-0304, Bifidobacterium BIR-0307,
Bifidobacterium BIR-0312, Bifidobacterium BIR-0324, Bifidobacterium BIR-0326
y Bifidobacterium BIR-0349.

Las cepas han sido aisladas a partir de heces de individuos sanos
(adultos y nifios), y son productoras de compuestos de naturaleza proteica con
caracteristicas similares a las bacteriocinas pero con un espectro de accién
mas amplio que comprende bacterias, tanto Gram-positivas, como Gram-
negativas. Este espectro de inhibiciébn tan amplio no es una caracteristica
comun a todas las bifidobacterias humanas de origen fecal ya que sélo seis del
total de aislados presentan esta propiedad.

Estas cepas son altamente resistentes al pH acido. La seleccion y
aislamiento de las cepas mediante incubacién previa de las muestras fecales
en un medio acido ha permitido la seleccién directa de aislados resistentes al
pH propio de los jugos gastricos, que constituye la principal barrera biolégica
que puede limitar la supervivencia de los probidticos a su paso por el tracto
gastrointestinal y durante los procesos de fermentaciéon de alimentos y su
periodo de almacenamiento.

Las cepas del género Bifidobacterium seleccionadas son también
resistentes a altas concentraciones de sales biliares y cloruro sddico y a altas

temperaturas, el método de aislamiento selectivo utilizado mediante pre-
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incubacién de las muestras fecales a pH acido, permitié la seleccién directa de
cepas resistentes al pH acido y pudo favorecer el desarrollo de otras
resistencias cruzadas, obteniéndose cepas tolerantes a las condiciones de
estrés gastrointestinal y tecnolégico. Por lo tanto, estas cepas cuentan con
mayores posibilidades de sobrevivir y ser funcionales que las cepas probidticas
actualmente comercializadas.

Las cepas seleccionadas del género Bifidobacterium presentan un perfil
de resistencia-sensibilidad a antibiéticos comun a este género que garantiza su
seguridad. La realizacion de pruebas sistematicas de sensibilidad a antibiéticos
es esencial como criterio de seleccidbn de nuevos probidticos y cultivos
protectores para su uso en alimentacién a fin de garantizar la ausencia de
resistencias a antibiéticos transmisibles.

La presente invencidén proporciona ademas compuestos antibacterianos
derivados del metabolismo de las bifidobacterias, en forma de extractos. Estos
compuestos antibacterianos derivados del metabolismo de las bifidobacterias
constituyen un objeto adicional de la presente invencién y son reivindicados en
la presente invencion.

Los metabolitos son secretados al medio de cultivo durante el
crecimiento de las bifidobacterias y los extractos que los contienen se obtienen
a partir de los sobrenadantes libres de células de estos cultivos mediante
liofilizacién, centrifugacién, precipitacion, extraccién o filtracién. El espectro de
actividad incluye a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas responsables de
alteraciones en alimentos y potencialmente patégenas pertenecientes a los
géneros (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Carnobacterium,
Brochothrix, Listeria, Clostridium, Staphylococcus Escherichia, Salmonella,
Aeromonas, Vibrio, Helicobacter, Campylobacter, Arcobacter, efc.). Los
compuestos responsables de la actividad antibacteriana secretados a los
medios de cultivo por las seis bifidobacterias y presentes en los extractos
neutralizados ensayados son sustancias de naturaleza proteica y poseen
caracteristicas bioquimicas similares a las de las bacteriocinas de bacterias
lacticas, pero no cumplen los criterios de su definiciobn ya que poseen un

espectro de inhibicién excepcionalmente amplio incluyendo, no sélo a bacterias
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Gram-positivas, sino también a un amplio nimero de bacterias Gram-
negativas.

Los compuestos antibacterianos derivados del metabolismo de estas
bacterias, asi como el uso de estos compuestos como agentes antibacterianos
frente a patdgenos gastrointestinales o frente a bacterias patégenas y
alterantes de alimentos, estan también reivindicados en la presente invencion.

El procedimiento de obtencién de los extractos que contienen los
compuestos arriba mencionados también se reivindica en la presente
invencién.

Puesto que las cepas seleccionadas del género Bifidobacterium
sintetizaron compuestos con actividad antibacteriana de amplio espectro, frente
a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, en las condiciones a las que
estan expuestas en el tracto intestinal, pueden actuar como probidticos con
funcién protectora a este nivel y ser utilizados con fines médicos. El uso de las
cepas de la presente invencién como probiéticos es otro objeto de la presente
invencion.

Las bifidobacterias seleccionadas crecen y se mantienen viables en
diversos alimentos y bebidas constituyendo, por tanto, vehiculos idéneos para
su aporte. Por ejemplo, en las leches fermentadas y no fermentadas se
comprobd su capacidad para secretar compuestos antimicrobianos al medio de
cultivo durante su crecimiento. Las cepas del género Bifidobacterium
seleccionadas, asi como sus metabolitos adicionados en forma de extractos,
actuan como inhibidores del desarrollo de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas en alimentos y bebidas. Es decir, actian como cultivos
bioprotectores en alimentos como la leche. El uso de estas cepas y de sus
extractos como agentes bioprotectores de alimentos constituye otro objeto de la
presente invencién.

Puesto que pueden fermentar y coagular la leche, podrian ser utilizadas
para la elaboracién de leches fermentadas y otros derivados lacteos. Este uso

también ha sido reivindicado en la presente invencion.
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Descripcion detallada

Un objeto de la presente invencidn lo constituye una cepa bacteriana
aislada util como producto probiético, en adelante cepa bacteriana aislada de la
presente invencion, caracterizada porque es una cepa aislada de heces de
humanos sanos perteneciente al género Bifidobacterium, porque produce
compuestos antibacterianos de naturaleza peptidica con caracteristicas
similares a las bacteriocinas de amplio espectro de accion que comprende
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, y porque es resistente a
condiciones de estrés gastrointestinal y tecnolégico, pertenecientes al siguiente
grupo: a condiciones del jugo gastrico, altas concentraciones de sales biliares y
cloruro sédico y altas temperaturas .

Hay que destacar que esta cepa ha sido aislada a partir de heces de
individuos sanos (adultos y nifios), y es productora de compuestos de
naturaleza proteica con caracteristicas similares a las bacteriocinas pero con
un espectro de accibn mas amplio que comprende bacterias, tanto Gram-
positivas, como Gram-negativas. Este espectro de inhibiciéon tan amplio no es
una caracteristica comun a todas las bifidobacterias humanas de origen fecal
ya que sélo seis del total de aislados presentan esta propiedad.

Debido a que experiencias previas demostraron que mediante aislamientos
convencionales tan sélo un 40% de las cepas de bifidobacterias de origen fecal
eran resistentes a pH acido, se utilizé un procedimiento de aislamiento mas
selectivo que permitiera mejorar este porcentaje y aislar directamente sélo las
cepas acido-resistentes. Tras pre-incubacion de las muestras fecales a pH
acido durante 16 h, 60 aislados fueron asignados al género Bifidobacterium. De
acuerdo con los resultados del analisis por RAPDs, 24 del total de aislados
fueron cepas distintas. La identificacion a nivel de especie de las cepas de
mayor interés por su amplio espectro de actividad antibacteriana se realizé
utiizando PCRs especificas de especie. La cepas del género Bifidobacterium
BIR-0304, BIR-0307, BIR-0312 y BIR-0349 se asignaron a la especie B.
longum infantis; la cepa BIR-0324 a la especie B. catenulatumy la cepa BIR-
0326 a B. bifidum.

Por tanto, las cepas del género Bifidobacterium seleccionadas son

altamente resistentes al pH acido. El procedimiento de selecciéon de las cepas,
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mediante incubacién previa de las muestras fecales en un medio acido, permite
la seleccion directa de aislados resistentes al pH propio de los jugos gastricos,
que constituye la principal barrera biolégica que puede limitar la supervivencia
de los probidticos a su paso por el tracto gastrointestinal y durante los procesos
de fermentacién de alimentos y su periodo de almacenamiento (Ejemplo 1).
Todas las cepas fueron resistentes a las condiciones propias de los jugos
gastricos manteniendo su viabilidad en torno a 10°-10® UFC/ml tras incubacién
prolongada.

Ademas, Las cepas del género Bifidobacterium seleccionadas son
resistentes a altas concentraciones de sales biliares y cloruro sédico. Todas las
cepas estudiadas mostraron capacidad para crecer a concentraciones de bilis
de entre 1y 5% (Figura 1A) y de NaCl de entre 2 y 10% (Figura 1B). Ademas,
estas cepas presentan muy buena capacidad de crecimiento a temperaturas
superiores a la éptima (hasta 60 °C) incluyendo las habitualmente utilizadas en
los procesos de elaboraciéon de leches fermentadas (Por ejemplo 42-45 °C).
Por tanto, el método de aislamiento selectivo utilizado mediante pre-incubacién
de las muestras fecales a pH acido, permitié la selecciéon directa de cepas
resistentes al pH acido y pudo favorecer el desarrollo de otras resistencias
cruzadas, obteniéndose cepas tolerantes a las condiciones de estrés
gastrointestinal y tecnoldgico (altas concentraciones de cloruro sdédico, altas
temperaturas incluidas en los procesos tecnologicos de elaboracion de diversos
alimentos como los productos lacteos y procesos de liofilizacién). Globalmente,
la invencién proporciona cepas resistentes y estables en las condiciones
propias del tracto gastrointestinal y de los procesos tecnolégicos con mayores
posibilidades de sobrevivir y ser funcionales que las cepas probiéticas
actualmente comercializadas (Ejemplo 1).

Asi, un objeto particular de la presente invencién lo constituye una cepa
del género Bifidobacterium perteneciente, a titulo ilustrativo y sin que limite el
alcance de la presente invencién, al siguiente grupo: Bifidobacterium BIR-0304
(CECT 7039), Bifidobacterium BIR-0307 (CECT 7040), Bifidobacterium BIR-
0312 (CECT 7041), Bifidobacterium BIR-0324 (CECT 7042), Bifidobacterium
BIR-0326 (CECT 7043) y Bifidobacterium BIR-0349 (CECT 7044).
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La determinacion de la sensibilidad a antibioticos es un criterio esencial
para la seleccion de nuevos probiéticos y, en general, de cepas bacterianas
que vayan a ser utilizadas para alimentacién (humana y animal) a fin de
garantizar su uso seguro y, en el caso de probidticos, su compatibilidad con la
administracion de antibiéticos en terapias combinadas y en el tratamiento de
trastornos originados por el consumo de éstos. Las cepas seleccionadas del
género Bifidobacterium presentan un perfil de resistencia-sensibilidad a
antibioticos comun a este género que garantiza su seguridad. Las cepas
estudiadas fueron resistentes al metronidazol, gentamicina, acido nalidixico,
trimethoprim, kanamicina, vancomicina y polimixina. Las resistencias
intrinsecas a ciertos antibidticos que presentan las cepas de la presente
invencion, como el metronidazol y la vancomicina, son utiles para terapias
combinadas que incluyan estos probidticos y antibiticos, por ejemplo en el
tratamiento de las infecciones por Helicobacter pylori y Clostridium difficile. S6lo
la cepa Bifidobacterium BIR -0349 fue sensible a la gentamicina y la cepa
Bifidobacterium BIR-0324 al trimethoprim. Sin embargo, todas fueron sensibles
a la rifampicina, amoxicilina, penicilina G, cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina
y claritromicina. (Ejemplo 1).

Otro objeto de la presente invenciéon lo constituyen compuestos
antibacterianos, en forma de extracto, derivados del metabolismo de las
bifidobacterias de la presente invencién. Los metabolitos son secretados al
medio de cultivo durante el crecimiento de las mencionadas bifidobacterias y
los extractos que los contienen se obtienen a partir de los sobrenadantes libres
de células de estos cultivos por ejemplo mediante liofilizacién. El procedimiento
de obtencién de los extractos también se reivindica en la presente invencion.
Este procedimiento de obtencién es el siguiente: (i) inoculaciéon de un medio de
cultivo al 1% (entre el 0.01 y el 50%) con cada bifidobacteria e incubacién del
mismo, (ii) recuperacion del sobrenadante del cultivo por centrifugacién al final
de la fase exponencial del crecimiento (0 bien durante la fase exponencial o
estacionaria de crecimiento) (iii) concentracion del sobrenadante por
liofilizacién (o bien por precipitacién con sulfato aménico o solventes organicos
y posterior dialisis o evaporacion, por extraccion con solventes organicos o por

filtracién) y (iv) suspension del liéfilo en un volumen de tampén que represente
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el 10% (entre el 90 y el 0.5% ) del volumen inicial del medio de cultivo y
neutralizacién o no del extracto obtenido y esterilizaciéon por filtraciéon. La
actividad antimicrobiana se detecta en los extractos, neutralizados (en los que
se elimina el efecto de los acidos organicos) y sin neutralizar (en los que el
efecto de los acidos organicos se suma al de compuestos de otra naturaleza;
ver Ejemplo 2 y 3). El espectro de actividad incluye a bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas responsables de alteraciones en alimentos y potencialmente
patogenas pertenecientes a los géneros Lacfobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Carnobacterium, Brochothrix, Listeria, Clostridium,
Staphylococcus, Escherichia, Salmonella, Aeromonas, Vibrio, Helicobacter,
Campylobacter, Arcobacter, elc.

La actividad antimicrobiana de estos compuestos fue determinada por la
técnica de la doble capa y la de difusién en agar frente a dos microorganismos
indicadores Gram-positivos, L. innocua y L. lactis, esto permitié la seleccion de
ocho cepas del género Bifidobacterium de entre las 24 aisladas de heces.
Posteriormente, el estudio se orientdé hacia la deteccién de la actividad
antibacteriana debida exclusivamente a la secrecion de compuestos de
naturaleza proteica, por lo que se utilizé sélo la técnica de difusién en agar y
extractos neutralizados, y se ampli6 el numero de microorganismos
indicadores, incluyendo bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas.
Se seleccionaron, finalmente, las seis cepas que mostraron el espectro de
inhibicibn mas amplio (ver Tabla ). Entre ellas, la cepa Bifidobacterium BIR -
0312 fue la que inhibié un nimero mayor de microoganismos indicadores. Los
perfiles de inhibicién de las cepas Bifidobacterium BIR-0304, BIR-0307, BIR-
0312, BIR-0324 y BIR-0326 fueron similares mientras que la cepa BIR-0349
mostr6 un espectro mas restringido. La mayoria de las bacterias
potencialmente  patégenas Gram-positivas  (Clostridium  difficile, L.
monocytogenes y Staphylococcus aureus) y Gram-negativas (Salmonella
typhimurium, Helicobacter pylori, Campylobacter coliy Arcobacter butzleri)
fueron inhibidas por, al menos, cuatro de las bifidobacterias seleccionadas.

Los compuestos responsables de la actividad antibacteriana secretados
a los medios de cultivo por las seis bifidobacterias y presentes en los extractos

neutralizados ensayados son sustancias de naturaleza proteica cuya
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produccion o liberaciéon al medio es maxima al final de la fase de crecimiento
exponencial y fase estacionaria, cuando se utiliza como medio de cultivo caldo
MRS, conteniendo cisteina y agentes como el Tween (0,1-10,0%). La
naturaleza proteica se confirma por la destruccion de su actividad tras su
tratamiento con todas las proteinasas ensayadas. Tan sélo la incubacién con
proteinasa K incrementé el efecto inhibidor sobre Helicobacter pylori, debido a
que la propia proteinasa actuaba como inhibidor del crecimiento de este
microorganismo Yy, dependiendo de la concentracion, de forma sinérgica junto
a otros compuestos de los extractos de las bifidobacterias.

Los compuestos responsables de la inhibicibn son termoestables
manteniendo su actividad tras su incubacién a 80°C durante al menos 3 miny a
100°C durante al menos 1 min. También son estables y activos en un amplio
intervalo de pH (2-11) (Ejemplo 2). Por tanto, su actividad es compatible con las
condiciones propias del tracto gastrointestinal y con las de un amplio numero
de procesos tecnoldgicos (fermentaciéon y maduraciéon de productos lacteos,
carnicos, etc.).

La masa molecular aparente de los compuestos antibacterianos es menor de
100 kDa, determinada por ultrafiltraciéon (Ejemplo 2).

Por tanto, los compuestos responsables de la actividad antibacteriana
poseen caracteristicas bioquimicas similares a las de las bacteriocinas de
bacterias lacticas, pero no cumplen los criterios de su definicién ya que poseen
un espectro de inhibicidbn excepcionalmente amplio incluyendo, no sélo a
bacterias Gram-positivas, sino también a un amplio nimero de bacterias Gram-
negativas. Asi, la actividad antimicrobiana de los extractos frente a bacterias
Gram-positivas (por ejemplo Listeria innocua) y Gram-negativas (por ejemplo
Salmonella typhimurium 'y Helicobacter pylori) se destruye tras su tratamiento
con diversas proteasas (tripsina, proteasa A, pepsina y catepsina B), pero no
con amilasas y lipasas (Ejemplo 2). El hecho de que el espectro de inhibicién
se amplie a patégenos Gram-negativos es una caracteristica inusual en las
bacteriocinas convencionales de bacterias Gram-positivas y confiere a la cepa
aislada de la presente invencién y a sus metabolitos grandes ventajas como
probidticos y bioprotectores frente a microorganismos que no estén

préximamente relacionados.
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Los compuestos antibacterianos de naturaleza proteica producidos por
las cepas seleccionadas del género Bifidobacterium son capaces de inhibir
cepas de Helicobacter pylori (multi) -resistentes a antibiéticos habitualmente
utiizados para su tratamiento (por ejemplo metronidazol y claritromicina),
pudiendo constituir una terapia alternativa a dicho tratamiento farmacéutico.

Las cepas seleccionadas del género Bifidobacterium de la presente
invencién sintetizaron compuestos con actividad antibacteriana de amplio
espectro, frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, en las
condiciones a las que estan expuestas en el tracto intestinal, presencia de
sales biliares y pancreatina, por lo que pueden actuar como probiéticos con
funcion protectora a este nivel y ser utilizados con fines médicos. Dicha
actividad antibacteriana fue debida a compuestos secretados al medio de
cultivo y, en gran parte, a compuestos de naturaleza proteica ya que los halos
de inhibicion debidos al efecto de los extractos neutralizados fueron sélo
ligeramente inferiores (entre 1 y 3 mm) a los de los extractos sin neutralizar (ver
Figura 3-B, pocillos Ay B) (Ejemplo 3).

Se determiné el posible uso de leche y medios basados en leche como
sustrato para el crecimiento de las bifidobacterias y vehiculos para su aporte en
forma de células viables. En leche, todas las bifidobacterias seleccionadas e
inoculadas al 1% fueron capaces de crecer, alcanzando niveles de 108-10°
UFC/ml, tras periodos de incubacién de entre 24 y 48 h. El pH de la leche se
redujo de valores iniciales de 6,4 a valores entre 4,0 y 5,2 y se observé cierto
grado de coagulacién, especialmente importante en las muestras inoculadas
con la cepa Bifidobacterium BIR-0324 y su aroma fue el tipico del yogur. En L-
EL-G, todas las bifidobacterias seleccionadas fueron capaces de crecer, y el
aumento en el numero de viables fue ligeramente superior (entre 1 y 0,5
unidades logaritmicas) al obtenido en L. El grado de acidificacién alcanzado
también fue mayor, obteniéndose valores finales de pH entre 3,0 y 4,6. Se
observé también un mayor grado de coagulacién y, este fue especialmente
importante, en las muestras inoculadas con las cepas Bifidobacterium BIR -
0312, BIR-0324 y BIR-0326 y su aroma fue el tipico de leches fermentadas

azucaradas.
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Las Dbifidobacterias seleccionadas fueron capaces de sintetizar
compuestos con actividad antibacteriana frente a microorganismos Gram-
positivos y Gram-negativos en leche y medios basados en leche, como se
demuestra por la técnica de la doble capa. Se obtuvieron halos de inhibicién de
3 a 12 mm, excepto en el caso de la cepa Bifidobacterium BIR-0349 (ver Figura
3-A). La capacidad para secretar compuestos antimicrobianos al medio de
cultivo durante su crecimiento en estos medios se verificé mediante el analisis
de la actividad de sus extractos. Concretamente, en la Figura 3-B se observa el
efecto inhibidor de los extractos neutralizados y sin neutralizar de la cepa
Bifidobacterium BIR-0324 crecida en L-EL-G frente a S. {typhimurium,
detectandose halos muy similares, s6lo 3 mm mayor en el extracto no
neutralizado. Estos resultados confirman, por tanto, que dicha actividad es
debida a compuestos de naturaleza proteica y que son secretados in situ
durante su crecimiento en medios basados en leche.

Por lo tanto, las cepas del género Bifidobacterium de la presente
invencién seleccionadas crecen y se mantienen viables en diversos alimentos
constituyendo vehiculos idéneos para su aporte. Las leches fermentadas y no
fermentadas, constituyen ejemplos de alimentos que sirven de soporte para el
mantenimiento de su viabilidad (Ejemplo 4); ademas, se encuentran entre los
productos mas adecuados para la administracién de cepas probiéticas, debido
a que la leche y sus derivados son integrantes habituales de la dieta en paises
desarrollados, tienen alto valor nutritivo, son faciles de digerir y gozan de gran
aceptacion en los diversos grupos de poblacion.

Las cepas del género Bifidobacterium seleccionadas pueden fermentar
la leche y coagular sus proteinas; por tanto, pueden ser utilizadas para la
elaboraciéon de leches fermentadas, leches bifidus y otros derivados lacteos
como por ejemplo, el yogur (Ejemplo 4).

Las cepas del género Bifidobacterium de la presente invencion
seleccionadas, asi como sus metabolitos adicionados en forma de extractos,
actuan como inhibidores del desarrollo de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas en alimentos y bebidas. Las bifidobacterias seleccionadas actuaron
como cultivos bioprotectores en leche, reduciendo la viabilidad de Salmonella

en, al menos, dos unidades logaritmicas y de Listeria en, al menos, seis (ver
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Tabla Il). Los efectos protectores consecuencia directa de los metabolitos
secretados por las bifidobacterias, se confirmaron por adicion exclusiva a la
leche contaminada de sus extractos. La adicion de extractos no neutralizados,
en los que se sumarian los efectos de los acidos organicos y los de
compuestos de naturaleza proteica, produjeron una reduccién de los niveles de
Listeria a valores inferiores a 100 UFC/ml y la adicion de extractos
neutralizados, con los que se evaluaria inicialmente el efecto de compuestos de
naturaleza proteica, provocé reducciones de la bacteria contaminante de, al
menos, dos unidades logaritmicas. Por tanto, los compuestos de naturaleza
proteica en forma de extractos asi como los cultivos de las cepas del género
Bifidobacterium que los producen pueden actuar, en alimentos como la leche,
como bioprotectores o conservantes naturales inhibiendo el desarrollo de
microorganismos contaminantes (Ejemplo 5).

Por lo tanto, otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de
la cepa bacteriana aislada en la presente invencién en la elaboraciéon de un
alimento o bebida probidtica, y que de una forma concreta cumpla funciones
profilacticas o terapéuticas frente a patégenos gastro-intestinales. De forma
preferente dicho uso de la cepa bacteriana en la elaboracién de un alimento
probidtico consiste en la elaboracién de una leche fermentada, una leche
bifidus y otros derivados lacteos.

Otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de la cepa
bacteriana aislada en la presente invencién como fermento o cultivo iniciador y
cultivo bioprotector de alimentos o bebidas frente a bacterias de alteracién y de
interés sanitario y de forma preferente en alimentos como leches fermentadas
una leche bifidus y otros derivados lacteos.

Otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de la cepa
bacteriana aislada en la presente invencidn como cultivo bioprotector de
alimentos o bebidas fre nte a bacterias alterantes de alimentos y de interés
sanitario.

Otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de los extractos
proteicos de la presente invencion como compuestos terapéuticos frente a

patégenos gastrointestinales u otro tipo de bacteria patégena, preferentemente
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el patégeno gastrointestinal es una cepa de la especie Helicobacter pylori multi-
resistente.

Otro objeto de la presente invencién lo constituye el uso de los extractos
proteicos de la presente invencion como conservantes biolégicos frente a
bacterias alterantes y de interés sanitario en alimentos o bebidas y de forma
preferente en una leche fermentada, una leche bifidus y otros derivados

lacteos.

Un cultivo de Bifidobacterium BIR-0304 ha sido depositado en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), con sede en Burjasot (Valencia),
el dia 21 de Diciembre de 2004, correspondiéndole el nimero de depdsito
CECT 7039.

Otro cultivo de Bifidobacterium BIR-0307 ha sido depositado en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT ), con sede en Burjasot (Valencia),
el dia 21 de Diciembre de 2004, correspondiéndole el numero de depdsito
CECT 7040.

Otro cultivo de Bifidobacterium BIR-0312 ha sido depositado en la
Coleccién Espariola de Cultivos Tipo (CECT), con sede en Burjasot (Valencia),
el dia 21 de Diciembre de 2004, correspondiéndole el nimero de depdsito
CECT 7041.

Otro cultivo de Bifidobacterium BIR-0324 ha sido depositado en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), con sede en Burjasot (Valencia),
el dia 21 de Diciembre de 2004, correspondiéndole el numero de depdsito
CECT 7042.

Otro cultivo de Bifidobacterium BIR-0326 ha sido depositado en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), con sede en Burjasot (Valencia),
el dia 21 de Diciembre de 2004, correspondiéndole el namero de depdsito
CECT 7043.

Por ultimo, otro cultivo de Bifidobacterium BIR-0349 ha sido depositado
en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), con sede en Burjasot
(Valencia), el dia 21 de Diciembre de 2004, correspondiéndole el nimero de
depdsito CECT 7044.
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DESCRIPCIONES DE LAS FIGURAS
Figura 1.- Representaciéon de la tolerancia de las cepas del género
Bifidobacterium a condiciones de estrés intestinales y tecnoldgicas. Se muestra
un ejemplo de la capacidad de crecimiento de una de las cepas seleccionadas
(Bifidobacterium BIR-0314) en presencia de altas concentraciones de bilis (Ox-
gall; Fig. 1A) y sal (NaCl; Fig. 1B), en caldo MRS-C, a 37 °C. El crecimiento se
monitoriz6 mediante medidas de absorbancia a 655 nm en un
espectrofotdmetro de placas de multipocillo.
Figura 2.- Representacion del efecto inhibidor de las cepas del género
Bifidobacterium frente a Helicobacter pylori mediante la técnica de difusion en
agar. Las flechas sefalan los halos de inhibicién causados por los compuestos
antibacterianos presentes en los extractos obtenidos a partir de los cultivos de
las bifidobacterias seleccionadas. El control negativo (C) muestra la ausencia
de inhibicién del extracto obtenido a partir del medio de cultivo que no fue
fermentado por las bifidobacterias.
Figura 3.- A. Representacion del efecto inhibidor de las cepas del género
Bifidobacterium crecidas en distintos medios de cultivo sobre Salmonella
typhimurium por la técnica de la doble capa. Los medios utilizados para crecer
las bifidobacterias fueron: MRSC-OX-P, MRSC con un 0,5 % de sales biliares
(Ox-gall) y 0,1 g/l de pancreatina; L, leche; L-EL-G, leche con un 0,5% de
extracto de levadura y un 1% de glucosa; PCL, Plate Count leche. El efecto
inhibidor se determiné midiendo los halos de inhibicidn y esta expresado en
milimetros (mm)*. B. Representacion del efecto inhibidor de los extractos de las
cepas del género Bifidobacterium crecidas en distintos medios de cultivo sobre
Salmonella typhimurium por la técnica de difusién en agar. A= MRSC-OX-P,
neutralizado; B= MRSC-OX-P, sin neutralizar;, C=MRSC, sin neutralizar;
D=MRSC, neutralizado; E=MRSC sin inocular, control negativo; F= L-EL-G sin

neutralizar; G= L-EL-G neutralizado; H= L-EL-G sin inocular, control negativo.
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EJEMPLOS DE REALIZACION DE LA INVENCION
EJEMPLO 1 . PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO SELECTIVO DE CEPAS
DEL GENERO BIFIDOBACTERIUM RESISTENTES A DIVERSAS
CONDICIONES DE ESTRES Y CARACTERIZACION DE LOS AISLADOS.
Aislamiento selectivo e identificacién de los aislados.

Se procedié al aislamiento de cepas del género Bifidobacterium a partir de
heces de individuos sanos (adultos de entre 25-35 afios de edad y nifios de
entre 6 y 12 meses) que no hubieran ingerido alimentos que contuvieran
bifidobacterias durante al menos el mes anterior al andlisis y que no hubieran
sido sometidos a tratamientos con antibidticos durante los ultimos seis meses.
Las muestras se mantuvieron a 4° C y se analizaron sin que transcurrieran mas
de dos horas desde su recogida. Dos gramos de cada una de ellas se diluyeron
en tampén fosfato 10 mM conteniendo una concentracion de NaCl 130 mM
(PBS) y se homogeneizaron en un stomacher Lab-Blender 400 (Seward
Medical, Londres, UK), durante 3 min. A fin de aislar directamente sélo cepas
resistentes a las condiciones acidas de los jugos gastricos, de cada uno de los
homogeneizados se tomaron muestras de 1 ml y se inocularon en caldo MRS
(de Man Rogosa and Sharpe; Scharlau, Barcelona) conteniendo un 0.05% de
cisteina (Sigma, St. Louis, MO; MRS-C), ajustado a pH 2 con HCI. Estas
muestras se incubaron a 37 °C durante 16 h en condiciones de anaerobiosis
(AnaeroGen, Oxoid, UK). Posteriormente, se hicieron diluciones decimales y
alicuotas de 100 ul se sembraron en placas de agar de dos medios selectivos
para el aislamiento de bifidobacterias: BSM (Fluka, Buchs, Suiza) y BFM
(Nebra y Balnch, 1999). Después de tres dias de incubacién, se seleccionaron
entre 8 y 10 colonias caracteristicas de las diluciones mas altas de cada medio
y se analizé su morfologia bajo tinciéon de Gram.

La identidad de los aislados se confirmo mediante PCR especifica de
género, de acuerdo con la metodologia descrita por Kaufman et al. (1997.
Identification and quantification of Bifidobacterium species isolated from food
with genus-specific 16S rRNA-targeted probes by colony hybridization and
PCR. Appl. Environ. Microbiol. 63: 1268-1273). Se utilizaron cebadores (LM26 y
LM3) que amplifican un fragmento de 1.35 kb del gen del ARN ribosémico 16S.
La diferenciacion de los aislados a nivel de cepa se realizd por la técnica de



10

15

20

25

30

WO 2006/070040 PCT/ES2005/070173

21

RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA)-PCR, utilizando el cebador Bif y
la metodologia descrita por Tynkynen et al. (1999. Comparison of ribotyping,
randomly amplified polymorphic DNA analysis, and pulsed-field gel
electrophoresis in typing of Lactobacillus rhamnosus and L. casei strains. Appl.
Environ. Microbiol. 65: 3908-3914). De los 60 aislados, 24 fueron cepas
distintas. La identificacion a nivel de especie de las cepas de mayor interés por
su amplio espectro de actividad antibacteriana (ver ejemplo 2) se realizé
mediante el uso de PCRs multiples y simples utilizando cebadores especificos
de especie basados en secuencias del gen del ARN ribosémico 16S (Matsuki
et al. 2003. Genus- and species-specific PCR primers for the detection and
identification of Bifidobacteria Curr. Issues Intest. Microbiol. 4: 61-69).

La cepas del género Bifidobacterium BIR-0304, BIR-0307, BIR-0312 y BIR-
0349 se asignaron a la especie B. longum infantis; la cepa BIR-0324 a la

especie B. catenulatum y la cepa BIR-0326 a B. bifidum.

Resistencia a condiciones de estrés gastrointestinal y tecnolbgicas

La resistencia de las bifidobacterias aisladas a las condiciones acidas de los
jugos gastricos, que constituyen la primera barrera biolégica que limita la
viabilidad de los probiéticos tras su ingestion, se confirmé para cada una de las
cepas recuperadas. Para ello, se prepararon suspensiones de células (108
células/ml) de cada cepa en PBS, conteniendo 3 g/l de pepsina (Sigma, St.
Louis, MO) y ajustada a pH 2 con HCI y se incubaron a 37 °C durante un total
de 120 min. A distintos tiempos (0, 90 y 120 min), incluyendo el tiempo medio
de vaciado gastrico (90 min), se tomaron alicuotas para determinar la viabilidad
mediante recuentos en placas de agar MRS-C. Posteriormente, se estudio la
tolerancia de las cepas resistentes al pH acido a otras condiciones de estrés,
como la bilis, el NaCl y las altas temperaturas. Para conocer la tolerancia de las
cepas objeto de estudio a la bilis, se evalué su capacidad para crecer en MRS-
C, al que se adicionaron diversas concentraciones (0,5-1,5 %) de Ox-gall
(Sigma, St. Louis, MO). Alicuotas de 200 ul de cada medio, inoculadas al 1%
con cultivos de 24 h, se cargaron en placas multipocillo y se incubaron a 37 °C.
El crecimiento se monitorizé mediante medidas de absorbancia a 655 nm en un

espectrofotdmetro 550 Microplate Reader (Bio-Rad, Hercules, CA). Del mismo
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modo, se determind la tolerancia de las cepas a altas concentraciones de NaCl
(3-10%) y a altas temperaturas (42-60 °C).

Sensibilidad a antibibticos

La sensibilidad de las cepas objeto de estudio se determiné mediante el
uso de discos de antibidticos (Oxoid, Basingstoke, UK) y el método de difusién
en agar y, en el caso del metronidazol y la claritromicina mediante el uso de E-
test (AB Biodisk, Solna, Suecia). 100 pul de un cultivo de 24 h se inocularon en 9
ml de MRS-C conteniendo un 0.7% de agar fundido y se vertié sobre una capa
de agar sélido. Una vez solidificada la capa superior, se colocaron los discos o
tiras de antibiético en su superficie y, tras incubar a 37°C durante 24 h, se
midieron los halos de inhibicién.

EJEMPLO 2. PROCEDIMIENTO DE SELECCION DE BIFIDOBACTERIAS
CAPACES DE PRODUCIR PROTEINAS ANTIBACTERIANAS DE AMPLIO
ESPECTRO Y DE EXTRACTOS CON DICHA ACTIVIDAD.

Deteccién de actividad antibacteriana en cultivos y extractos obtenidos a partir
de ellos y analisis del espectro de inhibicion.

La actividad antibacteriana de las cepas del género Bifidobacterium
aisladas selectivamente por el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, se
determiné mediante dos métodos: (i) por la técnica de la doble capa vy (ii) por la
técnica de difusion en agar.

La actividad antibacteriana de cada cepa se evalué globalmente
mediante la técnica de la doble capa utilizando como microorganismos
indicadores dos bacterias Gram-positivas (Listeria innocua y Lactococcus
lactis). Las bifidobacterias potencialmente activas se sembraron en placas de
MRS-C en lineas de unos 2 cm y se incubaron en condiciones 6ptimas durante
16 h y su desarrollo posterior se inhibié con cloroformo. El microorganismo
indicador se inoculé a una concentracién de 10%-10° CFU/ml en 10 ml de agar
semisoélido adecuado, se vertid6 sobre la capa de agar del microorganismo
protector y se incubd en condiciones Optimas para el primero. Listeria innocua

se cultivd en Brain Herat (BH) y L. /actis en M17 y ambos se incubaron en
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aerobiosis a 30°C. Tras 24 h se midieron los posibles halos de inhibicién
alrededor de las lineas del cultivo protector.

A fin de evaluar la actividad antibacteriana debida a la secreciéon de
compuestos de naturaleza proteica se utilizé la técnica de difusién en agar. 10
ml de caldo MRS-C se inocularon al 1% con un cultivo de 24 h de cada
bifidobacteria y se incubaron durante 16 h a 37°C. Los sobrenadantes se
obtuvieron por centrifugacién (12.000 g, 15 min, 4°C) y se concentraron por
liofilizacién. Los liéfilos se resuspendieron en 1 ml de tampén fosfato 50 mM a
pH 6.5, se neutralizaron con NaOH hasta alcanzar un pH de 6,5 para eliminar
los efectos de los acido organicos generados por fermentaciéon, y se
esterilizaron por filtracién. Estas muestras constituyeron los extractos crudos en
los que se determindé la posible actividad de proteinas antibacterianas
producidas por las bifidobacterias. EI microorganismo indicador se inoculd a
una concentracién de 10*-10° células/ml en 10 ml de agar semisélido adecuado
y se vertidé sobre una capa sélida de agar del mismo medio. Tras solidificar, se
perforaron pocillos de 5 mm, a los que se afiadieron 40 pl del extracto libre de
células y neutralizado de cada bifidobacteria. Se dej6é difundir 1 h a 4°C vy,
posteriormente, se incubdé en las condiciones Optimas para cada
microorganismo indicador. Como microorganismos indicadores, inicialmente, se
utilizaron dos bacterias Gram-positivas (Listeria innocua y Lactococcus laclis) y,
posteriormente, se amplio el espectro incluyendo un amplio numero de
bacterias alterantes y patégenos Gram-positivos y Gram-negativos. Entre estos
se estudiaron los siguientes indicadores: (i) cepas alterantes de los géneros
Lactobacillus y Leuconostoc que se cultivaron en MRS, y del género
Carnobacterium que se cultivaron en agar APT y se incubaron a 30°C y en
microaerofilia; (ii) cepas alterantes del género Brochothrix que se cultivaron en
agar STAA y se incubaron a 30°C y en aerobiosis; (iii) cepas del género
Enterococcus que se cultivaron en BH y se incubaron a 37 °C, en aerobiosis;
(iv) cepas del género Clostridium que se cultivaron en RCM a 37°C, en
anaerobiosis; (v) cepas del género Listeriay Enterobacter que se cultivaron en
BH e incubaron a 30 °C, en aerobiosis; (vi) cepas de los géneros
Staphylococcus, Escherichia, Salmonella y Vibrio, que se cultivaron en BH y se

incubaron a 37 °C, en aerobiosis; (vii) cepas del género Aeromonas que se
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cultivaron en BH y se incubaron a 20°C, en aerobiosis; (viii) cepas de los
géneros Helicobacter y Campylobacter, que se cultivaron en agar sangre de
caballo (ASC) y de oveja (ASO), respectivamente, y se incubaron a 37 °C en
microaerofilia; y (ix) cepas del género Arcobacter que se cultivaron en agar
ASO y se incubaron a 30°C, en aerobiosis. También se incluyé como indicador
una cepa del mismo género y de la especie B. bifidum, que se cultivé en agar
TPY y se incubé a 37°C, en anaerobiosis. Todos los medios de cultivo fueron
de Oxoid (Basingstoke, UK) excepto el agar MRS y STAA que fue de Scharlau
(Barcelona, Espafa).
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Tabla .- Representacion del espectro de inhibicion de las cepas del

género Bifidobacterium seleccionadas mediante la técnica de difusién en

agar.
Bacteria Espectro de inhibicion (mm)* de las cepas Bifidobacterium
Indicadora BIR-0304 BIR-0307 BIR-0312 BIR-0324 BIR-0326 BIR-0349
Lactobacillus fermentum 9,2 B 91 ) 11,1 144
Lactococcus lactis 10,1 9,2 14,3 10,1 10,5 19,2
Leuconostoc spp. B B B B ) 103
Enterococcus faecium ) ) ) B ) B
Carnobacterium 10,1 - 9,0 9,2 - -
piscicola

Bifidobacterium bifidum - - 9.0 - - -
Brochothrix 16,3 15,1 14,3 12,1 - -
thermosphacta

Listeria innocua 17,1 18,2 16,6 15,5 10,3 10,1
Listeria monocytogenes 153 B 11,2 103 11,2 B
Clostridium difficile 93 13,3 123 9.2 10,0 -
Staphylococcus aureus 10,2 9,1 15,2 - 19,4 -
Escherichia coli 13,5 18,0 14,0 15,2 15,3 10,4
E. coli O157:H7 - - - - - 10,2
Salmonella typhimurium 14,0 15,2 12,0 14,2 9,0 -
Enterobacter aerogenes - - - - - 9,2
Aeromonas salmonicida - - 9,0 - 9,0 10,0
Vibrio parahaemolyticus - - - - 9,3 9,0
Helicobacter pylori 10,0 9,1 9,3 12,3 9,0 -
Campylobacter coli 9,1 9,2 13,2 10,1 15,3 -
Arcobacter butzleri 13,3 9,0 10,2 11,5 12,4 -

*, El efecto inhibidor de los extractos, libres de células y neutralizados, obtenidos a partir de los
cultivos de las bifidobacterias seleccionadas frente a bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas se determiné mediante medidas de los halos de inhibicidon y estd expresado en
milimetros (mm)*. El signo (-) indica ausencia de inhibicion.
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Posteriormente, el estudio se orientd hacia la detecciéon de la actividad
antibacteriana debida exclusivamente a la secrecion de compuestos de
naturaleza proteica, por lo que se utilizé6 sélo la técnica de difusion en agar y
extractos neutralizados, y se ampli6 el numero de microorganismos
indicadores, incluyendo bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas.
Se seleccionaron, finalmente, las seis cepas que mostraron el espectro de
inhibicion mas amplio (ver Tabla I). Entre ellas, la cepa Bifidobacterium BIR -
0312 fue la que inhibié un numero mayor de microoganismos indicadores. Los
perfiles de inhibicién de las cepas Bifidobacterium BIR-0304, BIR-0307, BIR-
0312, BIR-0324 y BIR-0326 fueron similares mientras que la cepa BIR-0349
mostr6 un espectro mas restringido. La mayoria de las bacterias
potencialmente = patégenas Gram-positivas (Clostridium  difficile, L.
monocytogenes y Staphylococcus aureus) y Gram-negativas (Salmonella
typhimurium, Helicobacter pylori, Campylobacter coliy Arcobacter butzleri)

fueron inhibidas por, al menos, cuatro de las bifidobacterias seleccionadas.

Caracterizacion de los compuestos responsables de la actividad antibacteriana
La caracterizacion de los compuestos responsables de la actividad

antibacteriana de los extractos neutralizados, obtenidos por el procedimiento

descrito en el apartado anterior, se realizé6 mediante los siguientes ensayos:

(i) Sensibilidad a diversos enzimas proteoliticos (tripsina, proteinasa K,
proteasa A, pepsina y catepsina B) lipoliticos (lipasa A) y amiloliticos
(a-amilasa) suministrados por Sigma (St. Louis, MO). Los extractos
se incubaron en presencia de 2 mg/ml de cada enzima y fueron
incubados en condiciones Optimas de actuaciéon para cada una de
ellas, durante 2 h. Tras cada tratamiento se determiné la actividad
residual utilizando como control los extractos no incubados con
ningun enzima.

(i)  Estabilidad a la temperatura y pH. Los extractos se incubaron a
distintas temperaturas (80 y 100 °C) durante 10-30 min y a distintos
pH (3-10), durante 1 h. Tras cada tratamiento se determiné la

actividad residual utilizando controles no tratados.
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(ili) Masa molecular aparente. Se determin6é mediante el uso de sistemas
de filtracién-centrifugacion (Millipore, Bedford, Mass) con membranas
de limites de exclusion entre 3 y 100 kDa. Los extractos se
fraccionaron de forma progresiva con filtros de distinto limite de
exclusién y se determindé en que fracciones (retenido y filtrado) se
concentraba la actividad.

Como microorganismos indicadores se utilizaron bacterias Gram-positivas

(L. innocua y L. lactis) y Gram-negativas (H. pylon).

EJEMPLO 3. PRODUCCION DE COMPUESTOS ANTIBACTERIANOS DE
NATURALEZA PROTEICA EN CONDICIONES INTESTINALES.

La capacidad de las cepas seleccionadas del género Bifidobacterium
para producir compuestos antibacterianos en las condiciones propias del tracto
intestinal se determiné por la técnica de la doble capa y la de difusién en agar.
En el primer caso las cepas seleccionadas se inocularon en lineas en agar
MRS-C conteniendo 0.5 % de bilis (Ox-gall, sigma, St. Louis, MO) y 0,1 g/l de
pancreatina (Sigma, St. Louis, MO), y se incubaron a 37 °C, durante 16 h.
Sobre estas placas de agar se vertieron los cultivos del microorganismo
indicador (Listeria innocua'y Salmonella typhimurium) y se incubaron durante
24 h a temperatura 6ptima para el indicador. En el segundo ensayo, se estudio
el efecto inhibidor de los extractos obtenidos a partir de cultivos de las seis
bifidobacterias crecidas en caldo MRS-C, conteniendo 0.5 % de bilis y 0,1 g/l
de pancreatina. Alicuotas (40 pl) de estos extractos se adicionaron a los
pocillos perforados en placas de agar semisélido en las que estaba inoculado el
microorganismo indicador (Listeria innocuay Salmonella typhimurium), se
dejaron difundir a 4 °C, durante 1 h y, posteriormente, se incubaron en
condiciones oOptimas para cada indicador durante 24 h. Tras el periodo de
incubacién se midieron los halos de inhibicion alrededor de las lineas o los

pocillos.
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EJEMPLO 4. CAPACIDAD PARA CRECER, FERMENTAR Y COAGULAR LA
LECHE Y PARA PRODUCIR COMPUESTOS ANTIBACTERIANOS DE
NATURALEZA PROTEICA EN ESTE MEDIO.

La capacidad de las bifidobacterias para crecer, fermentar y coagular la
leche se determiné inoculando al 1% cultivos de 24 h de cada una de ellas en
leche desnatada al 10% (L) y leche desnatada al 10 %, conteniendo un 0.5%
de extracto de levadura y un 1% de glucosa (L-EL-G). Los cultivos se incubaron
a 37 °C y a distintos tiempos se determiné la viabilidad de las bifidobacterias
mediante recuentos en placas de agar MRS-C, el pH, la consistencia y el
aroma de las leches cultivadas.

La capacidad de las cepas seleccionadas para producir compuestos
antibacterianos in situ en los medios basados en leche (L, L-EL-G y PCL) se
determiné por la técnica de la doble capa y por la de difusién en agar. En el
primer caso, las cepas seleccionadas se inocularon en lineas en los medios
basados en leche descritos y se incubaron a 37 °c, durante 16 h. Sobre estas
placas de agar se vertieron los cultivos del microorganismo indicador (Listeria
innocua y Salmonella typhimurium) y se incubaron, durante 24 h, a temperatura
6ptima para el indicador. En el segundo ensayo, se estudié el efecto inhibidor
de los extractos obtenidos a partir de cultivos de las bifidobacterias en L y L-EL-
L tras su incubacién durante 16 h a 37 °C, en anaerobiosis. Alicuotas (40 ul) de
los extractos, neutralizados y sin neutralizar, se adicionaron a los pocillos
perforados en placas de agar semisélido en las que estaba inoculado el
microorganismo indicador (Listeria innocuay Salmonella typhimurium), se
dejaron difundir a 4 °C, durante 1 h y, posteriormente, se incubaron en
condiciones Optimas para cada indicador durante 24 h. Tras el periodo de
incubaciéon se midieron los halos de inhibicion alrededor de las lineas de

siembra y de los pocillos, en cada caso.

EJEMPLO 5. FUNCION BIOPROTECTORA DE LAS CEPAS DEL GENERO
Bifidobacterium Y DE SUS EXTRACTOS EN LECHE.

Se utilizé leche descremada al 10% como modelo de un alimento en el
que las cepas seleccionadas podrian desempeiar una funcién bioprotectora

frente a bacterias alterantes y patdégenas. La leche, previamente esterilizada,
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se inoculé con las bifidobacterias bioprotectoras, de modo que alcanzaran
niveles de 10’ UFC/ml, y se contaminaron con cultivos de Listeria innocua y
Salmonella typhimurium, de modo que alcanzaran niveles finales de 104-10°
UFC/ml, y se incubaron a 37°C, durante 48 h. Paralelamente, se analizaron
controles en los que sélo se inoculé la bacteria contaminante. A distintos
tiempos se tomaron alicuotas y se evalué comparativamente la viabilidad de los
microorganismos contaminantes en presencia o ausencia de la bifidobacteria
bioprotectora. Los recuentos de Listeria se hicieron en agar Palcam (Merck,
Darmstadt, Alemania) y los de Salmonella en agar Hektoen (Scharlau,
Barcelona, Espafia) incubando en aerobiosis a 30 y 37°C, respectivamente,
durante 48 h.

A fin de estudiar el efecto bioprotector de los compuestos
antimicrobianos secretados al medio por las bifidobacterias y adicionados, en
forma de extractos a la leche, previamente inoculada con el microorganismo
contaminante (Listeria innocua; 10° UFC/ml), se le afiadieron 0.2 volimenes
del extracto obtenido en MRS-C, neutralizado y sin neutralizar. Se incubd a
37°C durante 48 h. Paralelamente, se analizaron controles en los que se
inoculé la bacteria contaminante y un volumen equivalente de medio no
fermentado. Como en el caso anterior se evalué la viabilidad del
microorganismo contaminante a distintos tiempos mediante recuentos en placa.

Las cepas del género Bifidobacterium de la presente invencion
seleccionadas, asi como sus metabolitos adicionados en forma de extractos,
actuan como inhibidores del desarrollo de bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas en alimentos. Las bifidobacterias seleccionadas actuaron como
cultivos bioprotectores en leche, reduciendo la viabilidad de Salmonella en, al
menos, dos unidades logaritmicas y de Listeria en, al menos, seis (ver Tabla II).
Los efectos protectores consecuencia directa de los metabolitos secretados por
las bifidobacterias, se confirmaron por adicién exclusiva a la leche contaminada
de sus extractos. La adicion de extractos no neutralizados, en los que se
sumaria los efectos de los acidos organicos y los de compuestos de naturaleza
proteica, produjeron una reduccién de los niveles de Lisferia a valores inferiores
a 100 UFC/ml y la adicién de extractos neutralizados, con los que se evaluaria

inicialmente el efecto de compuestos de naturaleza proteica, provocéd
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reducciones de la bacteria contaminante de, al menos, dos unidades
logaritmicas. Por tanto, los compuestos de naturaleza proteica en forma de
extractos asi como los cultivos de las cepas del género Bifidobacterium que los
producen pueden actuar, en alimentos como la leche, como bioprotectores
inhibiendo el desarrollo de microorganismos contaminantes (Ejemplo 5).

Tabla Il.- Representacion del efecto inhibidor de las bifidobacterias
seleccionadas sobre Listeria innocuay Salmonella typhimurium en co-
cultivos en leche y por adicién directa de los extractos, obtenidos a partir
de los sobrenadantes de los cultivos de las bifidobacterias, a cultivos

simples de cada uno de los microorganismos en leche.

Inéculo en leche Viabilidad del microorganismo
contaminante (UFC/ml)

Tiempo de Incubacién (h)

Oh 48 h
L.innocua 1,3x10° 5,5 x107
L.innocua+Bifidobacterium BIR-0326 1,3x10° <10?
L.innocua+ medio no inoculado 6,0x10° 4.4 x108
L.innocua+ extracto neutralizado de 5 6
Bifidobacterium BIR-0326 6,0x10 2,0x10
L.innocua+ extracto sin neutralizar de 6,01 0° <102

Bifidobacterium BIR-0326
S. typhimurium 4,5x10* 1,5x10°

S. typhimurium + Bifidobacterium BIR-

4 2
0324 4,5x10 <10
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REIVINDICACIONES
1.- Cepa bacteriana aislada util como producto probiético caracterizada porque
es una cepa aislada de heces de humanos sanos perteneciente al género
Bifidobacterium, porque produce compuestos antibacterianos de naturaleza
proteica con caracteristicas similares a las bacteriocinas de amplio espectro de
accion que comprende bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, y porque es
resistente a condiciones de estrés gastrointestinal y tecnolégico, pertenecientes
al siguiente grupo: a condiciones del jugo gastrico, altas concentraciones de
sales biliares, altas concentraciones de cloruro sodico y altas temperaturas.
2.- Cepa bacteriana aislada segun la reivindicaciéon 1 caracterizada por la
resistencia a las condiciones del jugo gastrico.
3.- Cepa bacteriana aislada segun la reivindicaciéon 1 caracterizada porque la
tolerancia a altas concentraciones sales biliares se encuentra entre 1-5% de
bilis.
4.- Cepa bacteriana aislada segun la reivindicacién 1 caracterizada porque la
tolerancia a altas concentraciones de cloruro sédico se encuentra entre el 2-
10%.
5. Cepa bacteriana aislada segun la reivindicacion 1 caracterizada porque la
tolerancia a altas temperaturas se encuentra entre 42-60°C.
6.- Cepa bacteriana aislada segun las reivindicaciones 1 a la 5 caracterizada
porque pertenece al siguiente grupo: Bifidobacterium BIR-0304 (CECT 7039),
Bifidobacterium BIR-0307 (CECT 7040), Bifidobacterium BIR-0312 (CECT
7041), Bifidobacterium BIR-0324 (CECT 7042), Bifidobacterium BIR-0326
(CECT 7043) y Bifidobacterium BIR-0349 (CECT 7044).
7.- Extracto proteico derivado del metabolismo de la cepa bacteriana de las
reivindicaciones 1 a la 6 caracterizado porque contiene compuestos de
naturaleza proteica con caracteristicas similares a las bacteriocinas con
propiedades antibacterianas de amplio espectro (frente a Gram-positivas y

Gram-negativas).
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8.- Extracto proteico segun la reivindicacion 7 caracterizado porque contiene
compuestos con actividad antimicrobiana que:

a) tienen una masa molecular aparente menor de 100 kDa

b) son termoestables

c) presentan estabilidad y actividad en un intervalo de pH de 2-11

d) son sensibles a enzimas proteoliticas

e) son resistentes a enzimas lipoliticas y amiloliticas
9.- Procedimiento de obtencion de extracto proteico segun las reivindicaciones
7 y 8 caracterizado porque se obtiene a partir de los sobrenadantes libres de
células de cultivos de las cepas bacterianas aisladas segun las reivindicaciones
1 a la 6 en condiciones adecuadas.
10.- Procedimiento de obtencién de extracto proteico segun la reivindicacion 9
caracterizado porque se obtiene mediante liofilizacién, centrifugacion,
precipitacién, extraccion o filtracion.
11.- Uso de la cepa bacteriana aislada segun las reivindicaciones 1 ala 6 en la
elaboracion de un alimento o bebida probidtica.
12.- Uso de la cepa bacteriana aislada segun la reivindicaciéon 11 caracterizado
porque el alimento o bebida probidica cumple funciones profilacticas o
terapéuticas frente a patdgenos gastro-intestinales.
13.- Uso de la cepa bacteriana aislada segun las reivindicaciones 11 y 12
caracterizado porque el alimento o bebida probidica consiste, entre otros, en
una leche fermentada, leche bifidus y otros derivados lacteos.
14.- Uso de la cepa bacteriana aislada segun las reivindicaciones 1 a la 6 como
fermento o cultivo iniciador y cultivo bioprotector de alimentos o bebidas frente
a bacterias de alteracion y de interés sanitario.
15.- Uso de la cepa bacteriana aislada segun la reivindicacién 14 caracterizado
porque el fermento se utiliza para la elaboracion de, entre otros, leches

fermentadas, leches bifidus y otros derivados lacteos.
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16.- Uso del extracto proteico segun las reivindicaciones 7 y 8 como
conservante biolégico de alimentos o bebidas frente a bacterias alterantes de
alimentos y de interés sanitario.

17.- Uso del extracto proteico segun las reivindicaciones 7 y 8 como compuesto
terapéutico frente a patégenos gastrointestinales u otro tipo de bacteria
patdégena.

18.- Uso del extracto proteico segun la reivindicacién 17 caracterizado porque
el patégeno gastrointestinal es una cepa de la especie Helicobacter pylori

(multi)-resistente.
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Claims 6 to 18 (in part):
Bifidobacterium strain BIR-0304 (CECT 7039), protein extract obtained
therefrom, method for obtaining it, and use of same.

Claims 6 to 18 (in part):
Bifidobacterium strain BIR-0307 (CECT 7040), protein extract obtained
therefrom, method for obtaining it, and use of same.

Claims 6 to 18 (in part):
Bifidobacterium strain BIR-0312 (CECT 7041), protein extract obtained
therefrom, method for obtaining it, and use of same.

Claims 6 to 18 (in part):
Bifidobacterium strain BIR-0324 (CECT 7042), protein extract obtained
therefrom, method for obtaining it, and use of same.

Claims 6 to 18 (in part):
Bifidobacterium strain BIR-0326 (CECT 7043), protein extract obtained
therefrom, method for obtaining it, and use of same.

Claims 6 to 18 (in part):
Bifidobacterium strain BIR-0349 (CECT 7044), protein extract obtained
therefrom, method for obtaining it, and use of same.
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Recuadro IT Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién

del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de buisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones por los siguientes motivos:

1. [

3. [

Las reivindicaciones n*:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

Las reivindicaciones n®*:

se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una bisqueda provechosa, concretamente:

Las reivindicaciones n**:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

RecuadroIII  Observaciones cuando falta unidad de invencidn (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Blisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

VER HOJA ADICIONAL

1. |:| Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de

biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buiisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas

adicionales, esta Administracion no requirié el pago de tasas adicionales.

3. [ Dado que tan s6lo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente

informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n°%:

4. [ Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente

informe de busqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones n*:

Indicacién en cuanto a la protesta |:| Se acompafi a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,

el pago de una tasa de protesta.

Se acompaii6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecidopara ello.

|:| El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.
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06.02.2003, todo el documento.

A WO 0198516 A2 (REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
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Reivindicaciones 6-18 (parte): Cepa Bitidobacterium BIR-0304 (CECT 7039), extracto proteico obtenido
de ella, procedimiento para obtenerlo y uso de los mismos.

Reivindicaciones 6-18 (parte): Cepa Bifidobacterium BIR-0307(CECT 7040), extracto proteico obtenido
de ella, procedimiento para obtenerlo y uso de los mismos.

Reivindicaciones 6-18 (parte): Cepa Bifidobacterium BIR-0312 (CECT 7041), extracto proteico obtenido
de ella, procedimiento para obtenerlo y uso de los mismos.

Reivindicaciones 6-18 (parte): Cepa Bifidobacterium BIR-0324 (CECT 7042), extracto proteico obtenido
de ella, procedimiento para obtenerlo y uso de los mismos.

Reivindicaciones 6-18 (parte): Cepa Bifidobacterium BIR-0326 (CECT 7043), extracto proteico obtenido
de ella, procedimiento para obtenerlo y uso de los mismos.

Reivindicaciones 6-18 (parte): Cepa Bifidobacterium BIR-0349 (CECT 7044), extracto proteico obtenido
de ella, procedimiento para obtenerlo y uso de los mismos.
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