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DESCRIPCION
Cepa de Cutibacterium acnes y usos médicos de la misma
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a una cepa bacteriana seleccionada que pertenece al género Cutibacterium, especies
acnes y al uso médico de la misma y a composiciones farmacéuticas y nutricionales que contienen la misma cepa.

La presente invencién se origina en el campo microbiolégico y encuentra aplicaciones en los campos farmacéutico,
cosmeético y nutricional.

Especificamente, la invencion se refiere a una cepa seleccionada de Cutibacterium acnes y a postbiéticos y fragmentos
de pared celular de la cepa que a través de componentes microbianos estructurales y/o mediante la produccién de
sustancias promueven el crecimiento de células de fibroblastos. La cepa de la invencion, fragmentos de su pared y
postbidticos de la misma tienen actividades antiinflamatorias y antibacterianas. Preferiblemente, la cepa bacteriana
seleccionada o fragmentos de su pared son para aplicacion tépica para el tratamiento de trastornos dermatolégicos,
infecciones o afecciones de la piel.

ANTECEDENTES

La inflamacién es esencialmente una respuesta biolégica a un estimulo o lesion perjudicial de un tejido del organismo
que puede estar provocada por causas externas tales como en el contacto con agentes irritantes o0 microorganismos.
La inflamacién se considera como una respuesta protectora del cuerpo destinada a eliminar la causa de lesién del
tejido, eliminar los tejidos necréticos dafiados por la agresion original y el proceso inflamatorio e iniciar la reparacién
del tejido. Esta respuesta del organismo implica las células inmunitarias y mediadores moleculares.

En la actualidad, la inflamacion se trata con la administraciéon sistémica o topica de farmacos antiinflamatorios no
esteroideos o esteroideos. A pesar de la ampliacion de los agentes antiinflamatorios, siguen existiendo algunos riesgos
residuales de que la inflamacién puede persistir después del tratamiento con farmacos antiinflamatorios. Ademas, el
tratamiento antiinflamatorio no est libre de efectos secundarios ni en caso de aplicacion topica ni de administracién
sistémica.

En los dltimos afios, la aparicion de efectos secundarios en el caso de la administracion tépica aumenta debido al
abuso 0 mal uso de cremas con esteroides dirigidas al tratamiento de la inflamacién de la piel.

Por lo tanto, actualmente existe la necesidad de disponer de nuevos productos provistos de actividad antiinflamatoria
cuyo uso incluso durante un tiempo prolongado no se vea afectado por efectos secundarios graves.

Problemas similares surgen en el campo dermatolégico y ginecolégico, en caso de infecciones de piel 0 mucosa.

El abuso de productos antibiéticos para uso topico para el tratamiento de infecciones de la piel ha aumentado el
numero de casos de resistencia a la terapia antibiotica local, forzando al médico a prescribir antibiéticos de segunda
generacion.

Por lo tanto, actualmente existe la necesidad de disponer de nuevos productos provistos con actividad antiinflamatoria
y/o posiblemente incluso antimicrobiana, que sean alternativos a los medicamentos disponibles comercialmente.

Uno de los objetivos de la presente invencion reside en proporcionar un producto provisto de actividad antiinflamatoria
y posiblemente antimicrobiana o antiflingica cuyo uso esta sustancialmente libre de efectos secundarios. También es
deseable proporcionar un producto que sea activo en el control de la microbiota humana.

Otro objetivo de la invencién reside en la provisién de un producto no esteroideo provisto de actividad antiinflamatoria,
que esta especificamente dirigido a la aplicacion topica sobre la piel 0 mucosas, tales como mucosas vaginales.

Este ultimo se dirige, en general, contra bacterias y/u hongos patégenos, funcionando, dependiendo de la diana, bien
como agente bactericida o bacteriostatico o como agente fungicida u fungistatico.

Por otro lado, al contrastar los patégenos, se logra una restauracion mas rapida de las condiciones de homeostasis a
través de la normalizacién del microbioma residente.

Compendio de la invencién

La presente invencién procede del hallazgo de que una cepa bacteriana seleccionada del género Cutibacterium,
especie acnes, promueve la proliferacion de fibroblastos y tiene la capacidad de interferir con el crecimiento de la
mayoria de las bacterias y hongos comunes, especialmente aquellos que afectan a la piel humana.

En particular, la cepa bacteriana seleccionada de Cutibacterium acnes tal y como se define en la reivindicacion 1,
fragmentos de su pared celular o postbiéticos o composicién que contienen la misma tal y como se define en la
presente memoria, muestran una regulacion en el sistema inmunitario combinada con un efecto inhibidor mejorado
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sobre microorganismos patégenos de la piel. Estos efectos estan relacionados en parte con una interferencia por la
cepa con la unién del patégeno a las células huésped.

Ademas, los inventores han descubierto que cepas bacterianas vivas o muertas o parte de ellas, tales como
fragmentos de su pared de la invencion, producen sustancias o subproductos que promueven el crecimiento y la
migracién de las células de fibroblastos. Esta propiedad apoya ademas el uso de la cepa seleccionada o de sustancias
producidas por la misma como agentes inmunomoduladores y la convierte en un candidato adecuado para
aplicaciones en el campo dermatolégico o ginecolégico, especialmente en el tratamiento de infecciones de la piel
bacterianas o flngicas, especialmente de Candida Albicans o infecciones bacterianas.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona, en un primer aspecto, una cepa bacteriana del género
Cutibacterium especie acnes depositada con el nimero de acceso (0 numero de registro) DSM 28251 en the
International Deposit Authority Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, o una variante que se deriva esencialmente de dicha cepa.

En un aspecto, la invencién proporciona usos médicos de la cepa bacteriana de Cutibacterium acnes mencionada
anteriormente depositada con el nimero de acceso DSM 28251. Segun este aspecto, la cepa de la invencién es para
administracién tépica o sistémica.

Administracion sistémica significa una via de administracién de un medicamento, nutricién que incluye la cepa de la
invencion en el sistema circulatorio de manera que todo el cuerpo se ve afectado. La administracion puede tener lugar
mediante administracion enteral, oral o administracion parenteral, por ejemplo, por inyeccion, infusién o implantacion.

La administracion o aplicacion tépica es la via de administracién preferida de la Cutibacterium acnes DSM 28251
segun la presente invencién. La Cutibacterium acnes DSM 28251, postbidticos, fragmentos de pared celular y
composiciones que contienen los mismos fragmentos de la misma se pueden aplicar sobre la piel en cualquier forma
adecuada para aplicacion tépica.

Segun otro aspecto, la invencién proporciona cepas o variantes de la cepa bacteriana DSM 28251 como se ha
identificado anteriormente, que se derivan esencialmente por mutacién espontanea, mutacion inducida y seleccion,
hibridacién y seleccion u otros métodos de manipulacion genética, y pueden rastrearse hasta ella. En otro aspecto, la
invencién se refiere a postbibticos de la cepa anterior y a usos médicos o nutricionales de la misma.

La cepa bacteriana, segun la presente invencién, puede aislarse y seleccionarse de piel sana, entre la multitud de
cepas que componen el microbioma de la piel.

Segln otro aspecto mas, la invencion se refiere a la cepa bacteriana de Cutibacterium acnes, depositada con el
nimero de acceso DSM 28251 en the International Deposit Authority Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, o una variante esencialmente derivada de dicha cepa, para su uso en la
prevencioén o tratamiento de una enfermedad o infeccién inflamatoria, especialmente de la piel 0 mucosas.

Preferiblemente, la cepa bacteriana de la invencién encuentra aplicaciones en el campo dermatoldgico y ginecolégico,
por ejemplo en el tratamiento de la inflamacién de la piel o mucosas o infecciones de bacterias, hongos o protozoos.
En particular, la cepa anterior es eficaz en la prevencién y o tratamiento de infecciones, especialmente de la piel.

La cepa seleccionada de la invencién es eficaz en el tratamiento de hongos, especialmente levaduras del género
Candida spp, especialmente Candida Albicans, o dermatofitos tales como Malassezia spp, ambos estan entre los
agentes causantes mas comunes de infecciones oportunistas del cuerpo humano. Ademas, la cepa seleccionada de
la invencion se utiliza en el tratamiento de infecciones flngicas que son resistentes a los productos antiflingicos
disponibles en el mercado.

La invencion también proporciona el uso proctologico de Cutibacterium acnes DSM 28251, especialmente inactivada
térmicamente, postbibtico o fragmento de pared de esta cepa, o0 una composicion tépica de la misma, especialmente
en el tratamiento de hemorroides o fisuras anales o cicatrices de la piel.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicién de acido hialurénico con un fragmento de la pared
bacteriana de C. acnes DSM 28251, en particular para su uso en el tratamiento de heridas, abrasion, ulceraciones de
la piel, por ejemplo Ulceras por presién. Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso cosmeético de la cepa
bacteriana identificada anteriormente para mejorar un aspecto estético de la piel tal como enrojecimiento o cuperosis.

Segln otro aspecto, la invencién se refiere a usos nutricionales de la cepa identificada anteriormente o de un
postbiético obtenido de ese modo.

Breve descripcion de las Figuras
La invencién se describira ahora en detalle y con referencia a las Figuras adjuntas, en las que:

La Figura 1 muestra graficos de barras que reportan los valores del septo del Ejemplo 1, calculados con el software
imagenJ;
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La Figura 2 muestra graficos de barras con el area del septo del Ejemplo 1, calculado con el software imagenJ;

La Figura 3 muestra graficos de barras que muestran los efectos in vitro sobre la curva de crecimiento de S. aureus,
E. coliy C. albicans al afiadir en los medios de cultivo diferentes concentraciones de C. acnes DSM 28251 inactivada
térmicamente.

La Figura 4 muestra la preparacién del sobrenadante y de Staphylococcus aureus utilizados en el ensayo del Ejemplo
3.

Las Figuras 5A y 5B muestran graficos que muestran la tasa de supervivencia de larvas de Galleria mellonella después
de la inyeccion con sobrenadantes de cultivos de S. aureus ATCC BAA1680 (At) y S. aureus ATCC 29213 (B) pre-
incubados con formulaciones ensayadas durante 1 h segun el Ejemplo 4. "Sobrenadantes+formaA" representa el
sobrenadante incubado con LimpiAD A, "Sobrenadantes+formaD" el sobrenadante incubado con la formulacién
LimpiAD D, "Sobrenadantes+pared" sobrenadante incubado con los componentes activos LimpiAD, "Sobrenadantes”
pos control, "Medio” para el medio de cultivo solo (sin cultivo bacteriano), “disolucion salina” para el tratamiento
simulado.

Las Figuras 6A y 6B muestran graficos que muestran la tasa de supervivencia de larvas de Galleria mellonella después
de la inyeccion con sobrenadantes de cultivos de S. aureus ATCC BAA1680 (A) y S. aureus ATCC 29213 (B) pre-
incubados con formulaciones ensayadas durante 4 h, segin el Ejemplo 4. "Sobrenadantes+formaA" representa el
sobrenadante incubado con la formulacion de LimpiAD A (como se define en el Ejemplo 4), "Sobrenadantes+formaD"
el sobrenadante incubado con LimpiAD D, "Sobrenadante+pared" sobrenadante incubado con los componentes
activos de LimpiAD, "Sobrenadantes” pos control, "Medio” para el medio de cultivo solo (sin cultivo bacteriano),
"Solucion salina” para el tratamiento simulado.

La Figura 7 muestra la expresion de genes diana "normalizados" en el control, expresados como veces que aumenta
o disminuye tal y como se reporta en el Ejemplo 4.

La Figura 8 muestra cinco graficos que ilustran cada uno curvas de crecimiento comparativas de cepas de
Staphylococcus aureus (tres cepas diferentes), Staphylococcus epidermidis y Candida albicans inoculadas con
sobrenadantes (mas Control sin cepas) de siete cepas conocidas de Cutibacterium acnes y de la cepa (comparativa)
de Cutibacterium acnes DSM 28251;

La Figura 9 muestra cinco graficos que muestran cada uno curvas de crecimiento comparativas de tres cepas de
Staphylococcus aureus, una cepa de Staphylococcus epidermidis y una cepa de Candida albicans cada una en un
medio inoculado con siete cepas conocidas diferentes inactivadas térmicamente de Cutibacterium acnes y con la cepa
de Cutibacterium acnes DSM 28251 (cepa comparativa inactivada térmicamente);

La Figura 10 muestra cinco graficos que muestran cada uno curvas de crecimiento comparativas de tres cepas de
Staphylococcus aureus, una cepa de Staphylococcus epidermidis y una cepa de Candida albicans cada una en un
medio inoculado con fragmentos de pared bacteriana obtenidos por homogeneizacion y después separacion en
gradiente de siete cepas conocidas diferentes de Cutibacterium acnes y por la cepa de Cutibacterium acnes DSM
28251 (fragmento comparativo de pared bacteriana).

Descripcion detallada de la invencion

En un primer aspecto, la invencién se refiere a una cepa perteneciente al género Cutibacterium especie acnes,
presentada con el nimero de acceso DSM 28251 (ID 19-401) en the International Deposit Authority Leibniz-Institut
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, o una variante esencialmente derivada
de dicha cepa.

La invencidon también se refiere a un postbiético como se define en las reivindicaciones 2, 3 y una pared celular como
se define en las reivindicaciones 4, 5.

La cepa bacteriana anterior se proporciona tanto con una actividad antiinflamatoria in vivo como al menos una actividad
antimicrobiana in vitro. También se proporciona una pared celular o un postbiético de la cepa anterior con estas
actividades.

Las actividades anteriores se demuestran mediante los ensayos experimentales llevados a cabo por los inventores y
reportados en los siguientes ejemplos. Estos ensayos proporcionan una base cientifica para el uso de la cepa
bacteriana identificada anteriormente como agentes antiinflamatorios, inmunomoduladores y antimicrobianos,
especialmente para aplicaciones tépicas.

En ciertos aspectos de la invencién, se proporciona en la presente memoria una composicion, especialmente una
composicion farmacéutica o nutricional, que contiene una cepa/pared o postbidtico como se define en la presente
memoria.

Segun otro aspecto, la invencién se refiere al uso de la cepa/pared/postbidtico identificados anteriormente como un
medicamento y a usos médicos de los mismos especialmente como se define en las reivindicaciones 9-13.
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Las propiedades intrinsecas de la cepa bacteriana seleccionada proporcionan una accién antiinflamatoria que permite
al médico tratar una amplia gama de enfermedades, especialmente aquellas localizadas en la piel 0 mucosa del cuerpo
humano.

Ademas, las propiedades antibacterianas y/o bacteriostaticas de la cepa seleccionada la hacen util en el tratamiento
de infecciones, especialmente infecciones de la piel y mucosas. La cepa seleccionada ha demostrado ser eficaz contra
bacterias comunes, especialmente bacterias gram positivas, especialmente bacterias coco tales como Staphylococcus
aureus, o contra Escherichia coli y hongos, por ejemplo, del género Candida.

La cepa segun la presente invencién se caracteriza genotipicamente y es identificable de una manera clara y definida
por rasgos especificos identificados dentro del genoma. Esta cepa ha evolucionado espontaneamente, sin ninguna
intervencién directa ni manipulacion genética, y tiene las caracteristicas relevantes para la aplicacion industrial. Para
comprobar y determinar las caracteristicas de la cepa DSM 28251 y descartar el posible solapamiento de esta cepa
con las cepas descritas en la técnica anterior, se realizé una caracterizacion del genotipo por DSMZ.

En un aspecto, la invencién se proporciona para el uso cosmético de una composicion topica tal y como se define en
las reivindicaciones 7, 8, especialmente para el tratamiento o prevencién cosméticos de la piel sensible, piel roja,
cuperosa, esqui seco, en particular de la cara de un ser humano.

En determinados aspectos, la invencién también se refiere a una cepa o pared o postbidtico de la cepa de C. acnes
DSM 28251 para usos médicos en el tratamiento de:

- una enfermedad ginecolégica tal como vaginitis, infeccion o inflamacién vaginal o
- un trastorno proctolégico, por ejemplo hemorroides, fisuras anales o cicatrices cutaneas o el area perianal o

- heridas, lesiones, abrasion, ulceraciones de la piel, por ejemplo Ulceras por presion o heridas cicatrizantes.

Definiciones en la presente invencion:

- "Cepa DSM 28251" pretende incluir una cepa bacteriana del género Cutibacterium, especies acnes, presentada
el 18 de diciembre de 2013 (referencia de identificacion ULTIMO) y convertida en un deposito segun The Budapest
Treaty el 22 de diciembre de 2019 con el nimero de acceso DSM 28251 en The International Depsit Authority Leibniz-
Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; Tipicamente, Cutibacterium acnes
es una bacteria grampositiva.

- "Manipulacién genética" pretende incluir cualquier intervencién técnica destinada a dirigir el proceso de
adquisicion de caracteristicas genéticas especificas que se expresan como rasgos fenotipicos correspondientes,
donde las intervenciones técnicas comprenden (Sturley & Young, 1986): (i} el cruce de cepas naturales, seguido de
seleccion; (ii) la produccién de hibridos seguido de seleccién; (iii) la transformacioén, es decir, la insercion de DNA
exdgeno en cromosomas o en el genoma mitocondrial, u otros elementos genéticos tales como plasmidos; (iv) la
mutagénesis aleatoria inducida normalmente seguida de seleccién y/o produccién de hibridos (Nevoigt 2008) se puede
afiadir como modo adicional de manipulacién;

- "Variante derivada" pretende incluir una variante de la cepa de la cepa de Cutibacterium acnes, depositada en la
DSMZ con el nimero de acceso DSM 28251, que puede rastrearse hasta ella mediante perfiles de DNA microsatélite
o debido a un rasgo genético distintivo detectable mediante secuenciacidon gendmica y andlisis comparativo.

- "Medio de crecimiento” (sinébnimos: medio, medio de crecimiento/caldo de cultivo/caldo de crecimiento) se refiere
a un sustrato que contiene todos los compuestos (factores) necesarios para un microorganismo, especialmente una
bacteria tal como una bacteria gram+ para la replicacién celular que resulta en el aumento del nimero de células
individuales y el crecimiento de la poblacién. Los factores necesarios para los microorganismos para su crecimiento
en el medio pertenecen principalmente a las categorias: fuente de carbono, fuente de nitrégeno similar (constituida
tanto por amoniaco como por aminoacidos libres, el Ultimo también conocido como FAN), vitaminas y sales
(oligoelementos). Fuentes de carbono tipicas son melaza de cafia de azlcar, melaza de remolacha, extracto de malta
de cebada y extracto de malta de trigo.

La composicién de células no vitales/células no viables, extractos celulares, lisado celular esta estrictamente
relacionada con las propiedades metabdlicas y fisiolégicas Unicas de la cepa DSM 28251.

- "Postbioticos" significa productos bacterianos no viables incluyendo subproductos metabélicos secretados por un
microorganismo tal y como la cepa depositada en la DSMZ con nimero de acceso DSM 28251 que tienen actividad
biolégica en el huésped o cuando se aplica sobre un tejido del cuerpo humano tal como la piel.

Los posthidticos también comprenden materiales de la cepa de Cutibacterium DSM 28251, incluyendo células
inactivadas térmicamente, el sobrenadante de células lisadas mecanicamente o fragmentos de pared celular.
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Los postbioticos proporcionan beneficios fisioldégicos al huésped y pueden usarse para formular una composicién para
usos médicos o cosméticos y para administracién oral y/o topica tal y como se describe en la presente memoria.

El postbético de la cepa de Cutibacterium DSM 28251 puede obtenerse segun un procedimiento/proceso general que
incluye las siguientes etapas:

La cepa bacteriana se cultiva en un medio o en un caldo para obtener una suspension.
La suspension se centrifuga en tubos de ensayo, usando tecnologia convencional.

Al final de la centrifugacién, se obtiene una estratificacion de la suspension. Un sedimento que contiene las células se
deposita en el fondo del tubo de ensayo con una capa superior que contiene el sobrenadante, que es el liquido/medio
de cultivo.

El sobrenadante se retira después dejando el sedimento depositado en el fondo del tubo de ensayo, que se recoge y
se lava con agua. El sedimento se re-suspende después en una solucion fisiologica (disolucién salina) para obtener
las células y se centrifuga adicionalmente para eliminar el medio de cultivo restante. Las células suspendidas en agua
se tratan mecanicamente con un agitador mecanico, tal como Ultraturrax (lisis mecanica).

Con la lisis mecéanica de la pared celular se libera el contenido celular y se obtiene el postbibtico (sobrenadante).

Las realizaciones especificas de este procedimiento se describen en la siguiente descripcién detallada y en los
Ejemplos.

- "Vehiculo" se refiere a un excipiente, vehiculo, diluyente o adyuvante, que puede o puede estar presente en la
composicién de la invencién.

- "Producto nutricional" significa un producto, que mejora el estado nutricional y puede usarse para apoyar o
mejorar la actividad funcional de uno o mas 6rganos o la funcionalidad del cuerpo humano dentro de los limites
fisiologicos.

- "Cepa bacteriana seleccionada" o "cepa" tal y como se menciona en la presente memoria significa la cepa de la
invencion depositada en la DSMZ con el nimero de acceso DSM 28251.

- "Pared celular" o "pared de la cepa bacteriana (de la invencion)" significa la pared celular de la cepa bacteriana
de Cutibacterium acnes depositada con el nimero de acceso DSM 28251.

La pared de la cepa de la invenciéon puede romperse en partes o fragmentos. El término "fragmento" significa una
parte de la pared de la cepa DSM 28251 de la invencion. Un fragmento también puede designar un lisado celular de
la pared de la cepa DSM 28251.

Un fragmento o lisado de la pared celular de la cepa DSM 28251 puede obtenerse por métodos convencionales o
generales de rotura celular, por ejemplo como se describe en la presente memoria mas adelante:

Las bacterias en caldo o medio de cultivo se lavan y deslipidan tipicamente usando un extractor soxhlet. Las bacterias
deslipidadas se suspenden después en agua y después se someten a lisis mecanica, por ejemplo con un agitador
mecanico, por ejemplo usando un Ultraturrax y el contenido se trata con sulfato de amonio para precipitar los
fragmentos de la pared bacteriana.

Los fragmentos pueden limpiarse después por ejemplo lavando con agua para obtener fragmentos de pared.

Un procedimiento especifico para obtener un fragmento de pared de la cepa de C. acnes DSM 28251 se describe en
el Ejemplo 6.

Una destruccién/rotura adecuada de la cepa o de su pared puede conseguirse sometiendo la cepa de la invencion a
métodos mecanicos/tratamientos de lisis 0 métodos no mecanicos/tratamientos de lisis.

Rotura de la cepa con métodos/aparatos mecanicos

Los métodos mecanicos adecuados para romper (lisis) la pared de la célula de la presente cepa y obtener fragmentos
de pared incluyen métodos de cizallamiento sélido o cizallamiento liquido.

El cizallamiento sélido incluye el uso de molino de perlas, prensa X o prensa Hughes.

El cizallamiento liquido incluye sonicacion y métodos de alta presion que incluyen la prensa Hughes o la prensa
francesa y/o la homogeneizacion con un homogeneizador o el uso de un homogeneizador de microfluidos.

La técnica con molino de perlas (o abrasion) incluye tipicamente la agitacién de una suspensién de la cepa con perlas
de vidrio.
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Tipicamente, la rotura de la pared de la célula con un método de molino de perlas se lleva a cabo en un molino de
perlas que incluye una camara de molienda con camisa con un eje giratorio que pasa por su centro. El eje esta
equipado con agitador(s) que imparte la energia cinética a las perlas en la cadmara, forzandolas a colisionar entre si
(Chisti & Moo-Young, 1986; Middelberg, 1995). Las perlas adecuadas pueden tener un diametro de 0,10-0,15 mm
para la rotura eficaz de las bacterias. Los grandes aparatos industriales pueden usar perlas de 0,4-0,6 mm de diametro
debido al mecanismo para separar las perlas de la suspension (Kula & Sutte, 1987). La velocidad de punta adecuada
es de al menos 10 m™! para la rotura de las bacterias (Kula & Shutte, 1987). Las concentraciones celulares pueden
variar del 40-50% en peso humedo en el caldo introducido en la camara.

Los cizallamientos sélidos adecuados también comprenden sonicacién y métodos de alta presion, incluyendo la prensa
Hughes o la prensa francesa, en la que una suspension congelada de células se fuerza a través de una pequefia
abertura mediante altas presiones (Engler, 1985).

La sonicacion incluye el uso de ultrasonidos, ondas sonoras tipicamente con una frecuencia superior a 15-20 kHz que
puede romper la pared de células en suspension. Potencia acUstica adecuada, por ejemplo, cuando se sonican 5-30
mL de una suspension bacteriana al 20% en un medio liquido convencional usando 35-95 W de potencia acustica.

Alternativamente, la rotura mecanica puede obtenerse en un homogeneizador de vélvula de alta presion haciendo
pasar una suspensién celular de la cepa a alta presién a través de una valvula de descarga de orificio restringido
ajustable, tal como lo reporta Engler, 1985. Tipicamente, un disefio de homogeneizador basico comprende una bomba
de desplazamiento positivo que fuerza una suspensién celular a través del centro de un asiento de valvula y a través
de la cara de asiento. El ajuste de |a fuerza sobre la valvula controla la presion. El fluido fluye radialmente a través de
la valvula e incide en un anillo de impacto (Middelberg, 1995). La rotura da como resultado la separacion inespecifica
de la pared celular.

El tipo de homogeneizador ejemplar es el disefio Manton-Gaulin APV (Middelberg, 1995). Por ejemplo, la temperatura
se eleva de aproximadamente 21C por 10 MPa en un homogeneizador. Existe una fuerte influencia de la presiéon de
funcionamiento sobre el proceso de rotura en el homogeneizador. Al operar el homogeneizador a presiones mas altas,
es posible disminuir el nimero de pases de la suspension de células a través del homogeneizador para un grado dado
de rotura (Chisti & Moo-Young, 1986; Bury et al., 2001).

También se puede usar un homogeneizador de microfluidos como equipo para obtener pared celular fragmentada. En
este aparato, dos corrientes de una suspensién celular impactan a alta velocidad contra una superficie estacionaria y
la entrada de energia se disipa casi instantaneamente en el punto de impacto, lo que conduce a la rotura de las células
(Middelberg,1995; Agerkvist & Enfors, 1990). El tiempo de permanencia de la suspensién de la cepa en la camara de
rotura de los microfluidos, que es la parte mas caliente del dispositivo, es de 25-40 ms. El enfriamiento en su lugar
puede conseguirse mediante inmersién de la cdmara de rotura en un bafio de hielo (Sauer et al., 1989; Geciova,
experiencia personal). La fraccion de células rotas aumenta con el aumento de la presion y el nimero de pases.

Rotura de la cepa con métodos no mecanicos

Un método no mecanico se basa en la descompresion obtenida introduciendo un gas subcritico o supercritico
presurizado en las células, provocando la rotura después de la liberacion de la presién aplicada por expansién.

Otra rotura no mecanica de la pared celular puede obtenerse mediante choque osmético en el que una suspension de
la cepa celular se diluye en un medio/caldo liquido después del equilibrio a alta presidon osmética en condiciones
convencionales.

Un método alternativo para la lisis celular es la termdlisis que implica el tratamiento térmico de las células en
condiciones convencionales. Otra lisis celular no mecéanica puede obtenerse por permeabilizacién quimica
especialmente con una sustancia seleccionada de antibidticos tales como antibidtico de beta lactamas, por ejemplo
penicilina, agentes quelantes, por ejemplo EDTA, caotropos, por ejemplo urea, guanidina, etanol, detergentes, por
ejemplo la serie Triton X, dodecilsulfato de sodio, laurilsarcosinato de sodio, disolventes tales como tolueno, acetona,
cloroformo, hidréxidos tales como hidréxido de sodio, hipocloritos tales como hipoclorito de sodio y mezclas de los
mismos.

La lisis celular de la cepa también puede obtenerse mediante lisis enzimatica, por ejemplo, usando una proteasa y
glucanasa para atacar, en primer lugar, el complejo de manoproteinas de la pared celular y después el esqueleto de
glucano (Kitamura, 1982). Un producto adecuado para la lisis de la pared de la cepa es el producto comercial
Zymolase-20T (Seikagaku America, Inc., Rockville, MD). La lisozima también puede usarse para la lisis de capas de
peptidoglicano ya que cataliza la hidrélisis de enlaces b-1,4-glicosidicos.

Segun una realizacion preferida, un fragmento de pared de la cepa de C. acnes DSM 28251 se puede obtener por
tratamiento de la cepa bacteriana con sulfato de amonio, preferiblemente a una temperatura inferior a la temperatura
ambiente, por ejemplo, en el intervalo de 10 a 2°C, y de manera ventajosa después del tratamiento, la suspensién se
centrifuga y se recoge el fragmento precipitado.
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De manera ventajosa, antes del tratamiento con sulfato de amonio, la cepa de C. acnes DSM 28251 se seca y se
centrifuga opcionalmente con agua. Opcionalmente, después de la centrifugacion, el sobrenadante resultante de la
centrifugacion se calienta, por ejemplo, a una temperatura de 40 a 95°C, preferiblemente a 75-85°C y después se
enfria, por ejemplo, con agua fria, preferiblemente a 3 a 15°C. Después de eso, la etapa de precipitacién se realiza
incubando con una solucién de sulfato de amonio a una concentracién de 20 a 60 % v/v, por ejemplo, de 2 a 10°C. De
manera ventajosa, después de la incubacién, la suspensién obtenida se centrifuga y el fragmento precipitado puede
recogerse. Por ejemplo, el sedimento bacteriano se deslipida mediante tratamiento con Soxhlet usando disolventes
organicos seleccionados de éter-etanol, cloroformo, metanol-cloroformo y una mezcla de los mismos, después se
seca, por ejemplo, en una campana de flujo laminar. Después del secado, el sedimento se homogeneiza mediante 2
etapas de tratamiento con Ultraturrax, preferiblemente 1 minuto cada una, afiadiendo agua destilada, preferiblemente
en la proporcién de 1:2 p/v. Después de la centrifugacién, el sobrenadante se calienta a 80°C y después se enfria en
agua fria, preferiblemente de 3 a 15°C, y finalmente en hielo. Posteriormente, la etapa de precipitacion de fragmentos
se realiza mediante la incubacion con sulfato de amonio frio al 40 % v/v durante 24 horas a 4°C. Después de la
incubacién, la suspension se centrifuga, y el fragmento precipitado se recogio y se liofilizo.

En algunas realizaciones, el fragmento de la pared celular de Cutibacterium acnes depositada con el nimero de acceso
DSM 28251 se deslipida, es decir, se trata para eliminar o reducir considerablemente el componente lipidico de la
pared celular de la bacteria por medio de técnicas quimicas/biotecnolégicas. Por ejemplo, la Cutibacterium acnes
depositada con el nimero de acceso DSM 28251 se deslipida antes de la trituracién para producir los fragmentos de
pared celular. Tipicamente, los fragmentos deslipidados de la pared celular de la cepa de la invencién comprenden
azUcares y cadenas peptidicas, tipicamente unidas entre si en glicopéptidos que forman una malla tejida cerrada. Los
azUcares tipicos de la pared celular comprenden acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

La cepa bacteriana DSM 28251 y cepas esencialmente derivadas de la misma o un fragmento o postbiético resultante
de la misma demuestran ser extremadamente ventajosos para la aplicacion industrial en la preparacion de
composiciones farmacéuticas, especialmente para aplicacién tépica.

Segun un aspecto, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cepa
bacteriana como se definié anteriormente, fragmento o postbidtico resultante de la misma y un excipiente farmacéutica
o fisiolégicamente aceptable. El vehiculo, diluyente o excipiente fisiolégica o farmacéuticamente adecuado puede
seleccionarse basandose en la via de administracién para la que se pretende la composicién farmacéutica resultante.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién abarcan cualquier composicién preparada mezclando una
cepa tal y como se define en la presente memoria, fragmento de la misma o postbiético de la misma segun la presente
invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones son adecuadas para uso farmacéutico
en un animal o ser humano.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de una
cepa como se ha definido anteriormente o fragmento/postbibtico de la misma, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Una composicién farmacéutica puede contener opcionalmente otros principios activos. El término "vehiculo” se refiere
a un vehiculo, excipiente, diluyentes o adyuvante con el que se administra el principio terapéutico o activo. Se
contempla cualquier vehiculo y/o excipiente adecuado para la forma de preparacion deseada para la administracion
para su uso con las cepas/pared/postbiotico descritas en la presente memoria.

El vehiculo puede tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparaciéon deseada para la
administracién, por ejemplo oral o parenteral, incluyendo intravenosa. En la preparacion de las composiciones para la
forma de dosificacion oral, se puede emplear uno cualquiera de los medios farmacéuticos habituales, tales como, por
ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes, conservantes, agentes colorantes y similares en el
caso de preparaciones liquidas orales, tales como, por ejemplo, suspensiones, elixires y soluciones; o vehiculos tales
como almidones, azucares, celulosa microcristalina, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes,
agentes disgregantes, y similares en el caso de preparaciones sélidas orales tales como, por ejemplo, polvos, capsulas
duras y blandas y comprimidos, prefiriéndose las preparaciones orales solidas frente a las preparaciones liquidas.

En determinadas realizaciones, la cepa/pared/postbibtico de la presente invencién se puede combinar como un
principio activo en una mezcla intima con un vehiculo y/o excipiente farmacéutico adecuado segin las técnicas de
composicién farmacéutica convencionales.

Las composiciones incluyen composiciones adecuadas para administracién parenteral, incluyendo subcutanea,
intramuscular e intravenosa, pulmonar, nasal, rectal, topica u oral. La via de administracion adecuada en cualquier
caso dado dependera en parte de la naturaleza y gravedad de las afecciones que se estan tratando y de la naturaleza
del principio activo. Una via de administracién ejemplar es la via oral. Las composiciones pueden presentarse
convenientemente en forma de dosificacion unitaria y prepararse mediante uno cualquiera de los métodos bien
conocidos en la técnica farmacéutica. Las composiciones preferidas incluyen composiciones adecuadas para
administracién oral, parenteral, tépica, subcutdanea o pulmonar, en forma de inhalacién nasal o bucal. Las
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composiciones pueden prepararse mediante uno cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica farmacéutica.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de comprimidos, pildoras, capsulas, soluciones,
suspensiones, emulsion, polvos, supositorios y como formulaciones de liberacién sostenida.

Si se desea, los comprimidos pueden recubrirse mediante técnicas estandar acuosas o no acuosas. En determinadas
realizaciones, dichas composiciones y preparaciones pueden contener al menos 0,1 por ciento de cepa. El porcentaje
de cepa/pared/postbidtico activo en estas composiciones puede, por supuesto, variarse y puede estar
convenientemente entre aproximadamente 0,1 por ciento a aproximadamente 60 por ciento 0,5 a 20% del peso de la
unidad. La cantidad de cepa/pared/posthiético activo en dichas composiciones terapéuticamente Utiles es tal que se
obtendra una dosificacion terapéuticamente activa. La cepa/pared/postbiético también se puede administrar
intranasalmente como, por ejemplo, gotas liquidas o pulverizacién.

Los comprimidos, pildoras, capsulas y similares también pueden contener un aglutinante tal como goma de tragacanto,
goma arabiga, almidén de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato de dicalcio; un agente disgregante tal como
almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico; un lubricante tal como estearato de magnesio; y un agente
edulcorante tal como sacarosa, lactosa o sacarina. Cuando una forma de unidad de dosificacion es una capsula, puede
contener, ademas de los materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido tal como un aceite graso. Pueden estar
presentes otros diversos materiales como recubrimientos o para modificar la forma fisica de la unidad de dosificacion.
Por ejemplo, los comprimidos pueden recubrirse con goma laca, azlcar o ambos. Un jarabe o elixir puede contener,
ademas del principio activo, sacarosa como agente edulcorante, metil y propilparabenos como conservantes, un
colorante y un agente aromatizante tal como aroma de cereza o naranja. Para evitar la descomposicién durante el
transito a través de la parte superior del tracto gastrointestinal, la composicién sera una formulacién con recubrimiento
entérico.

En el marco de la invencidn, se prefieren los usos topicos. Por consiguiente, en determinadas realizaciones preferidas,
la composicién es para la aplicacion tépica. En esta aplicacién, la composicién que contiene cepa/pared/postbibtico
tal y como se define en la presente memoria puede aplicarse sobre |a piel de los seres humanos.

Las composiciones para administracion tépica incluyen, pero no se limitan a, pomadas, cremas, lociones, soluciones,
pastas, geles, barras, liposomas, nanoparticulas, parches, vendas y apodsitos para heridas. En determinadas
realizaciones, la formulacién topica comprende un potenciador de penetracién.

Las composiciones para administracion pulmonar incluyen, pero no se limitan a, composiciones de polvo seco que
consisten en el polvo de una cepa/fragmento/postbidtico, y el polvo de un vehiculo y/o lubricante adecuado. Las
composiciones para administraciéon pulmonar pueden inhalarse desde cualquier dispositivo inhalador de polvo seco
adecuado conocido por un experto en la técnica.

Tipicamente, la composicidon para uso topico puede contener una cantidad de la cepa bacteriana identificada
anteriormente de 0,00001% a 10%, de 0,0001 a 3%, de 0,1 a 2% en peso con respecto al peso total de la composicion.

La composicion para aplicacion topica puede estar en forma sélida, semisélida o fluida. Las formulaciones adecuadas
en forma sélida incluyen cremas, geles, pomadas, pastas, ungiientos, cremas, parches.

La composicién para aplicacién local en forma fluida puede estar en forma de lociones, geles, suspensiones,
emulsiones.

En el caso de la forma de formulaciones fluidas o semifluidas, la cepa bacteriana puede diluirse en un vehiculo en
forma liquida fisiolégicamente aceptable tal como agua, alcohol, solucion hidroalcohdlica o de glicerilo o mezclarse
con otros liquidos adecuados para aplicacién local.

A modo de ejemplo, las composiciones de la invencién en forma liquida pueden prepararse disolviendo o dispersando
la cepa bacteriana o un subproducto de la misma en agua y/o alcohol. La composicion liquida puede tamponarse para
alcanzar un intervalo de pH convenientemente seleccionado de 5 a 7 para que sea compatible con el pH de la piel y
después filtrarse y envasarse en recipientes adecuados tales como botellas o viales.

En una realizacién, la formulacién para la aplicacion local esta en forma de una crema o emulsién que contiene la cepa
bacteriana transportada en un excipiente adecuado.

Segun otras realizaciones, la composicion de la invencion esta en forma para administracion sistémica, en particular
para administracion oral. En estos casos, la composicion contiene la cepa bacteriana como se ha definido
anteriormente y uno 0 mas vehiculos o excipientes adecuados para administracién sistémica.

La administracion de las composiciones se realiza bajo un protocolo y a una dosificacién suficiente para reducir la
enfermedad objetivo en el sujeto.

En algunas realizaciones, en las composiciones farmacéuticas de la presente invencién el principio activo o principios
activos se formulan generalmente en unidades de dosificacion. La unidad de dosificacion puede contener de 0,00001
a 1000 mg de una cepa/pared/postbiético por unidad de dosificacion para administracién diaria.
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En algunas realizaciones, las cantidades eficaces para la formulacién tépica dependeran de la gravedad de la
enfermedad, trastorno o afeccién, terapia previa, el estado de salud del individuo y la respuesta al farmaco. En algunas
realizaciones, la dosis esta en el intervalo de 0,001 % en peso a aproximadamente 60 % en peso de la formulacion.

Cuando se usa en combinacién con uno o mas de otros ingredientes activos, la cepa/pared/postbibtico de la presente
invencion y el otro ingrediente activo se pueden usar en dosis mas bajas que cuando cada uno se usa individualmente.

Con respecto a las formulaciones con respecto a cualquier variedad de vias de administracion, se describen métodos
y formulaciones para la administracion de farmacos en Remington's Pharmaceutical Sciences, 17" Edition, Gennaro
et al. Eds., Mack Publishing Co., 1985, y Remington's Pharmaceutical Sciences, Gennaro AR ed. 20t Edition, 2000,
Williams & Wilkins PA, USA y Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21" Edition, Lippincott Williams &
Wilking Eds., 2005; y en Ansel's Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 8! Edition, Lippincott
Williams & Wilkins Eds., 2005.

En determinadas realizaciones, la composicion de la invencién para administracién oral es un producto nutricional o
dietético o nutracéutico.

A continuacién se describen ejemplos de realizaciones y procedimientos preferidos de la presente invencion para
ilustrar la invencion.

Ejemplo 1

Migracién potencial in vitro de células de fibroblastos humanos estimuladas con sobrenadante derivado de un cultivo
de la cepa bacteriana con No. de Acceso DSM 28251.

Objetivo del estudio

Uno de los mecanismos de accion del sobrenadante de un cultivo de la cepa bacteriana con No. de acceso DSM
28251 se atribuye a un efecto postbidtico. El término postbidtico se refiere a subproductos metabélicos de
microorganismos, especialmente bacterias y/o probiéticos. Tipicamente, los postbibticos se producen por la actividad
metabolica o los procesos fermentativos de bacterias tales como probidticos (microorganismos vivos que ejercen
efectos beneficiosos para los huéspedes cuando se administran en cantidades adecuadas).

Los postbitticos desemperfian papeles extremadamente importantes en la regulacién de la salud y el mantenimiento
de una microbiota sana.

Uno de los objetivos de este estudio es evaluar el efecto postbidtico sobre la migracion de células de fibroblastos de
piel humana inmortalizadas, para evaluar si con el sobrenadante derivado de un cultivo de la cepa bacteriana con
numero de acceso DSM 28251 se promueve la migracion de esta linea celular.

Muestras ensayadas

Sobrenadante derivado de un cultivo de la cepa bacteriana con nlimero de acceso. DSM 28251.

Materiales y métodos

Bacterias

La cepa bacteriana con nimero de acceso DSM 28251 de la invencion se cultivé en medio de caldo infusion cerebro
corazon (BHI) durante la noche a 37°C y después para evaluar el efecto postbiético, el sobrenadante del crecimiento
bacteriano se centrifugd y posteriormente se filtré (0,45 um) para eliminar las células bacterianas. Antes de su uso, se
sembré una alicuota en agar BHI y se incub6 durante 24 horas a 37°C para verificar la ausencia de crecimiento
microbiano.

Linea celular

Células del fibroblasto de la piel humana no tumorigénicas se mantuvieron en matraces de cultivo de 25 cm2 en medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 1% de L-glutamina 200 mM, penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 ug/mL) y 10% de FBS. Las células, después de lavar con DPBS, se separaron a temperatura
ambiente con solucién 1X de tripsina-EDTA al 0,25%, y las células se observaran bajo un microscopio invertido hasta
que la capa celular se dispersara (normalmente en 5 minutos). Las células se colocaron en placas en p-Dish (diametro
35 mm) que contenian el inserto de cultivo (coédigo 81176 Ibidi, Giemme, Italia). El inserto de cultivo consiste en dos
pocillos; cuando ambos pocillos se llenan con células adherentes, se crea un espacio libre de células (canal) de
aproximadamente 500 um después de retirar el inserto de cultivo. La suspension celular se preparo a la densidad de
3-7 x 105 células/mL, se aplicé en los dos pocillos de inserto de cultivo (70 uL/pocillo) y se mantendra a 37°C en CO2
al 5 % en DMEM suplementado con 1% de L-glutamina 200 mM, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL}) y
FBS al 10 %. Después de 24 horas de unién celular apropiada, el inserto de cultivo se retirara usando pinzas estériles
y la p-Dish se llen6 con medio (2 mL).
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Experimento celular para analisis de migracion

Las células se trataron con sobrenadante, previamente filtrado, derivado de un cultivo de bacterias Aileens diluido 1:10
y 1:100 con DPBS (solucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco). Ademas, se han usado como control
fibroblastos tratados con BHI diluidos a 1:10 y a 1:100 con DPBS.

Las células se mantendran durante 24 horas mas. El grado de migracién celular se fotografiara mediante un Digital
Microscope Eyepiece y se medira usando el software de andlisis de imagenes, Image J (V 1.45s, proporcionado por
the National Institute of Health, USA). Cada imagen se transformara posteriormente en negativo usando una funcién
del software y después se medira. Los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como
una media = SE. Se utilizara la prueba T de Student para la significacién estadistica. Los valores de p > 0,05 se
consideraran estadisticamente significativos.

Resultados

Los resultados obtenidos muestran que el sobrenadante de la cepa bacteriana con No. de acceso DSM 28251 diluido
1:10 y 1:100 con DPBS promueve la migracién celular (Figura 1 y 2). Ademas, BHI diluido 1:10 y 1:100 con DPBS no
interfiere con la migracién de fibroblastos.

Ejemplo 2

Actividad de la cepa bacteriana inactivada térmicamente depositada bajo el No. de Acceso DSM 28251 con DSMZ
sobre el crecimiento de microorganismos patégenos humanos.

Material y métodos

La cepa bacteriana se ha cultivado en medio de infusién cerebro-corazén (BHI) durante una noche a 37°C y después
se ha inactivado térmicamente a 60°C durante 1 hora.

El cultivo se lavo con agua para lavar el medio y el cultivo libre de medio se diluy6 a 107, 108 y 105 CFU/ml de ambos
en medio Mller Hinton (MH) o Sabouraud. 10° células/ml de in6culo S. aureus ATCC 29213, y E. coli ATCC 11775
se cultivaron por triplicado en el volumen final de 150 ul de cada dilucion de Muller Hinton del cultivo inactivado
térmicamente en una placa de 96 pocillos. De manera similar, 10° células/ml de inéculo C. albicans se cultivaron por
triplicado en diluciones 107, 108 y 105 de Sabouraud del cultivo bacteriano inactivado. Como controles, se produjeron
triplicados de todas las diluciones en ambos medios, asi como controles para el crecimiento de las cepas se produjeron
con 10° células/ml de inéculo de las cepas de S. aureus y E. coli y C. albicans en el volumen final de 150 ul de medio
de Miller Hinton y Sabouraud respectivamente. La densidad éptica (O.D.) a la longitud de onda de 600 nm se midi6
para cada pocillo antes (T0) y después de 3, 6, 20 y 24 horas (T3, T6, T20, T24) de incubacion a 37°C. El crecimiento
como tendencia de los valores de O.D. observado para cada cepa en el medio afiadido por la cepa inactivada
térmicamente se comparé con uno del medio Muller Hinton o Sabouroaud solo.

La capacidad de la cepa bacteriana con No. de acceso DSM 28251 para interferir o inhibir el crecimiento microbiano
de bacterias y hongos encontrados comunmente en la piel humana (véase cepas bacterianas probadas) se probé con
un método espectrofotométrico descrito por Hall et. al.

La inhibicién del crecimiento microbiano se evalué en placas de poliestireno de 96 pocillos. Las diluciones en serie de
la mezcla tindalizada (de 107 a 10%° CFU/ml) se inocularon con los microorganismos ensayados, junto con
microorganismos solos (control) y medio (blanco). Todas las cepas microbianas se ensayaron segun las directrices
del CLSI (Clinical Standard Laboratory Institute) [3,4].

A intervalos definidos (3, 6, 20 y 24 horas i) se realiz6 una lectura espectrofotométrica a 600 nm. Los resultados se
proporcionaron como curvas de crecimiento (microorganismo solo) y curvas de inhibicién (microorganismo y
concentraciones tindalizadas). Cada experimento se realizd ocho veces y se repitid tres veces, los resultados se
expresan como la media + SD.

Cepas bacterianas ensayadas:

- Staphylococcus aureus

- Candida albicans

- Escherichia coli

Los resultados se presentan en la Figura 3 adjunta.

Como se evidencia en la Figura 3, la adicién de la cepa bacteriana con No. de Acceso DSM 28251 de la invencién a
los cultivos de S aureus ralentizan en una dosis dependiente la fase logaritmica de crecimiento.

Se encuentran resultados similares con C. albicans.
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Estos datos experimentales apoyan un efecto inhibidor para la cepa bacteriana con No. de acceso DSM 28251 segun
la invencion.

Ensayo comparativo con el medio de cultivo solo (es decir, sin la cepa 28251).
Ejemplo 3

Ensayos con formulaciones que contienen la cepa DSM 28251 de la invencion sobre el crecimiento de C.
albicans

Material y métodos

Formulaciones ensayadas

A) una férmula base (libre de cepa DSM 28251 )

B) una férmula con 1% de cepa DSM 28251

C) una férmula con 2,5% de cepa DSM 28251

D) una férmula con 2,5% de cepa DSM 28251 (2x C40)

La formula base de la formulacién contiene agua, triglicérido caprilico/caprico, glicerina, mantequilla butyrospermum
parkii.

Procedimiento

Cada formulacién se incluyd en el medio agar (20%) en placas de 4 sectores. Los 4 sectores se usaron para sembrar
diferentes diluciones fungicas (10-5 10-8 CFU/mI), las mismas diluciones se sembraron en medio sin formulaciones,
como un control. Después de la inoculacién, las placas con la formulacién se incubaron a 37°C durante 48 horas. El
crecimiento fungico en los medios con formulaciones se chequeo frente al control. Ademas, se registré el pH del medio
solo y de las formulas/medio, para verificar una posible interferencia con la transicién del estado de virulencia al de no
virulencia de C. albicans.

Resultados

En el control, se observo una formacién evidente de numerosas colonias con la morfologia tipica blanca y turbia (2x109
CFU/ml).

A partir de los descubrimientos microscopicos, observamos las morfologias celulares caracteristicas del
microorganismo patdégeno con la produccién de hifas fungicas.

Para todas las formulaciones ensayadas, observamos la formacién de una patina opaca con la formacién fallida de
hifas, dos caracteristicas que estan asociadas con la transicion del patégeno del estado de virulencia al de no
virulencia.

Ademas, el pH del medio de cultivo solo (S) es similar al pH de los medios de las férmulas; por lo tanto, el cambio de
pH no parece estar implicado en el cambio fenotipico.

Conclusiones

En C. albicans se observo una variacion en la morfologia de las colonias: en ausencia de las formulaciones, se
observaron las colonias tipicas de aspecto lechoso, mientras que en presencia de las formulaciones se obtuvo una
patina homogénea y translicida. Esta variacién también se confirmé a nivel microscopico, sin las formulaciones el
microorganismo se observé tanto como levadura como moho (presencia de hifas), mientras que en presencia de las
féormulas s6lo como levadura.

Esta observacién es una evidencia de la actividad inhibidora sobre el crecimiento de Candida albicans de las
formulaciones que contienen la cepa seleccionada de la invencion.

Ejemplo 4

Accion inhibidora de una formulacion que contiene la cepa DSM 28251 (LimpiAD) contra toxinas/catabolitos
producidos por S. aureus: ensayo in vivo de Galleria mellonella y ensayo de expresion de genes

Introduccion

Se probo la accién potencial de la férmula y del principio activo como agentes capaces de reducir los efectos de las
toxinas de S. aureus sobre un objetivo biologico especifico. S. aureus es uno de los microorganismos mas conocidos
en la etiologia y desarrollo de dermatitis atépica. Uno de sus principales mecanismos de patogénesis es la produccion
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de una amplia gama de toxinas.

La formula de LimpiAD ensayada contiene agua, triglicérido caprilico/caprico, glicerina, mantequilla de butyrospermum
parkii.

Para este fin, se realizd un ensayo in vivo utilizando Larvas de Galleria mellonella. La polilla mas grande de la cera
Galleria mellonella (G. mellonella) es un organismo modelo que ya esta validado para experimentos de infeccién
bacteriana y para ensayos de toxicidad farmacolégica. Representa una herramienta esencial para la seleccién
preliminar de nuevos compuestos y una evaluacion rapida y fiable de la actividad inhibidora potencial y, por lo tanto,
debe reducir el nimero de experimentos necesarios usando modelos de mamiferos [6].

Las larvas de G. mellonella dan multiples opciones para la facil administracién del patégeno, tal como aplicacién topica,
administracién oral e inyeccion. El microorganismo puede inyectarse directamente en el hemocele larval y por lo tanto,
las larvas reciben una cantidad conocida de patégenos.

Otra ventaja del modelo de G. melionella es la posibilidad de evaluar la expresion de genes relacionados con la
inmunidad y el estrés. De este modo, para investigar la accién del dispositivo sobre las larvas de G. mellonella
inoculadas con el sobrenadante de S aureus, hemos realizado un ensayo de qPCR para evaluar el efecto de LimpiAD
sobre los genes de inmunidad y estrés de G. mellonella. Hemos seleccionado genes que juegan un papel crucial en
las respuestas inmunitaria de insectos a la infeccion: fagocitosis, regulacion de citoquinas, adhesién celular e inhibidor
de metaloproteinasa.

Material y métodos
Cepas microbianas ensayadas y condiciones de cultivo

Staphylococcus aureus ATCC BAA1680 y Staphylococcus aureus ATCC 29213 se cultivaron en caldo de infusion
cerebro-corazoén y se incubaron en condiciones térmicas a 37°C durante la noche.

Preparacion de los sobrenadantes: los cultivos de una noche de ambas cepas de Staphylococcus se centrifugaron a
5000 rpm durante 5 minutos. Las células bacterianas residuales se separaron mediante esterilizacion por filtro (0,22
pum) y se diluyeron en disolucién salina en una relacion (1:2).

Los sobrenadantes diluidos se mezclaron (1:5 p/v) con tres formulaciones diferentes (Tabla 1):
- LimpiAD A (férmula de base, sin componente activo);

- LimpiAD D (con 2,5% de componente activo);

- el componente activo solo.

Después de 1 h y 4 h de incubacién de las formulaciones, los sobrenadantes se recuperaron mediante centrifugacion
y se usaron para inocular larvas de Galleria mellonella. Las larvas tratadas inyectadas con sobrenadantes (sin
formulacién) y medio de cultivo solo (caldo de infusiéon cerebro-corazén) en una proporciéon 1:2 se usaron como
controles (Figura 25).

Para evaluar la supervivencia de las larvas de infeccién por larvas de G. mellonella: las larvas se seleccionaron en
funcién del peso y tamafio y se dividieron en los grupos experimentales enumerados en la Tabla 1. Las larvas se
inocularon mediante inyeccién utilizando un dispensador repetitivo equipado con una jeringa de insulina (BD,
Wellington) y una aguja ultrafina de 1 mL a través del Ultimo prolego de la larva. Después de la inoculacién, las larvas
para cada condicion se incubaron en placas Petri a 35°C y se observé la supervivencia en las siguientes 96 horas.
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Tabla N. 1 Sustancias ensayadas y nimero de larvas de G. melionella inyectadas
para cada grupo.

Sustancias ensayadas N¢ de larvas

obrenadante ATCC BAALG80/ATCC 29213 + LimpiAD D {4h)

chrenadante ATCC BAALGRC/ATCC 29213 + componente activo {4h)

; Control negativo {BHI) 1:2

Ensayo de expresion génica: gPCR

Tres larvas de supervivencia para cada grupo (Control, disolucion salina; Infectadas, sobrenadante ATCC BAA1680;
Tratadas con sobrenadante ATCC BAA1680 de S aureus) se recuperaron a las 96 h después del tratamiento. EIl RNA
se extrajo reactivo TRI (Sigma Aldrich) siguiendo el protocolo del fabricante. Los extractos de RNA se cuantificaron
espectrofotométricamente, después se transcribieron de forma inversa a cDNA utilizando una mezcla de sintesis de
cDNA ReadyScript™ (Sigma Aldrich)

Las funciones de nombre de los cebadores y las secuencias usadas en la expresién génica se enumeran en la Tabla
2. Las veces de expresion génica en relacién con un gen de referencia EF1, se determinaron en las muestras
normalizadas por Rotor-Gene Q - QIAGEN, con PowerSYBR®(AppliedBiosystems). Las condiciones de ciclacion
fueron de 95°C 5 min, después 42 ciclos de: 95°C 5 s, fortalecimiento 10 s, 72°C 20 s. Un contacto inicial de 1°C por
ciclo de 65°C durante los primeros 5 ciclos, dio como resultado una amplificacion 6ptima para todos los loci. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado para tres mediciones diferentes [7].

Tabla 2. Cebadores usados para analizar la expresion génica en larvas de Galleria mellonella

Cebador ; Proceso :Funcion ebador directo Cebador inverso

. Factor de elongacion 1 - T OO T AC AL TRARTE ATGTTATCTCCGTGC
EF1 ara mantenimiento AACGTCCTTACAGTGARTCC G
ilmpi EMetaloprotel’nasa gGen diana TAGTAARGCAGTAGCATAGTICO ggCATCTTCACAGTAG

Respuesta al estrés SATY GTTTGCTTAGCACGGT :
L :

oxidativo, éGen diana CCACATTETGAGGRAALAT CACA
iCytk EReguIacién de citoquinas gGen diana CHAGOTARABACAGHOGATT g%#gCTGCGGTTGAAT
. . AGCTATTTGOCGGARA
iPhag §Fagomt03|s gGen diana PRTTOUTARCUAGETTCARGA [ cTCA

La preparacién del sobrenadante y la S. aureus usada en el ensayo se muestran en la Figura 5.
Supervivencia de las larvas

En comparacion con los grupos de control, los sobrenadantes que habian sido pre-incubados durante una hora con
las férmulas de ensayo fueron mucho menos letales.
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Por lo tanto, el aumento de la supervivencia de las larvas de S. aureus ATCC BAA1680 ha atribuido la accion de los
componentes activos.

De manera similar, después de 4 h de incubacién, la actividad de la férmula base A se confirmé a un nivel menor,
mientras que la férmula D confirmé la mayor supervivencia de las larvas.

Con respecto a la cepa de S. aureus ATCC 29213, también se confirmé la menor actividad para la férmula base A con
respecto a las otras férmulas probadas. En este caso, los componentes activos produjeron el mayor aumento de la
supervivencia de las larvas con respecto a la férmula D tanto en pretratamientos de 1 h como de 4 h.

En conjunto, estos resultados sugirieron que los componentes activos podrian interferir con la patogénesis asociada
a las toxinas/catabolitos producidos por S. aureus ATCC BAA1680. Ademas, la accién se pudo apreciar ya después
de 1 h de incubacién tanto para las cepas como para la cepa de S. aureus ATCC 29213, |a intensidad de interferencia
resultd mayor a medida que se prolongaba mas la interaccién putativa con las toxinas/catabolitos en los sobrenadantes
(Fig. 27-28).

Por el contrario, el gen 18-wheeler se hipo-expresé (99,98 %) en el grupo infectado en comparacién con el grupo
tratado. La preincubacién con LimpiAD, por lo tanto, aumenté de manera significativa la expresién de este gen
implicado en la adhesién y migracién celular.

Ensayo de expresion de genes

La expresién de los dos genes relacionados con el estrés metabélico IMP1y GLUT no se alteré de manera significativa
en comparacion con el control en ambos grupos, como se evidencia en la Figura 7. Por lo tanto, LimpiAD no altera la
expresién de estos genes. La expresion de los dos genes relacionados con la inmunidad innata se expresé de manera
diferente en el grupo infectado que en el grupo tratado. El gen CITOK que regula las citocinas inflamatorias (cascada
de NF-kappa B) se sobre-expresaron (93,8%) en el grupo infectado en comparacién con el grupo tratado. Por lo tanto,
LimpiAD redujo la expresién de citocinas proinflamatorias.

Tabla 3. Expresion génica de G. mellonalla después del tratamiento con LimpiAD/infectado

GEN .................... o deexpreslontratado/mfectadoExpresnon .................
éIMPI 6,56% Hipo-expresado |
éGLUT 6,56% éSobreexpresado ‘
CITOK ............... 93,08%H|poexpresado
18wheeler 99,08H|poexpresado

Conclusién

Las infecciones por cepas patégenas de Staphylococcus aureus se consideran como un factor perjudicial en la
dermatitis atbpica, ya que estos microorganismos, que producen catabolitos, estimulan la emisién de citocinas
inflamatorias y contribuyen al dafio de la barrera epidérmica y la manifestaciéon de los sintomas caracteristicos de la
enfermedad.

Los resultados obtenidos sugieren que los componentes de LimpiAD reducen el efecto de los catabolitos producidos
por S. aureus en la supervivencia de larvas de G. mellonella inyectadas.

Ademas, el tratamiento con LimpiAD redujo la expresion de citocinas pro-inflamatorias y aumentd la expresién del gen
de 18-wheeler implicado en la adhesion y migracion celular. Los datos obtenidos de la expresion de genes de estrés
metabdlico e inmunidad proporcionan una evidencia adicional sobre el mecanismo de accién del dispositivo de
LimpiAD.

Ejemplo 5
Ensayo comparativo in vitro

Un ensayo comparativo con C. acnes DSM 28251 tindalizada frente a otras cepas de cutibacterium sobre el
crecimiento del microorganismo patégeno de la piel.
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Objetivo del ensayo

La actividad inhibidora de bacterias inactivadas térmicamente de la cepa de C. acnes DSM 28251 sobre bacterias
colonizantes de la piel se compard con la actividad de cuatro cepas diferentes de la misma especie (cepas de
Cutibacterium con la misma composicién de peptidoglicanos) y una cepa de C. granulosum que esta muy préxima
desde el punto de vista evolutivo (proximidad filogenética).

El objetivo de este estudio fue evaluar si la cepa de C. acnes DSM 28251 tiene propiedades peculiares 0 mejoradas
en comparacién con otras especies con proximidad filogenética.

Para este fin, cuatro cepas de Cutibacterium spp. (tres Cutibacterium acnes y una Cutibacterium granulosum) que
difieren de la cepa DSM 28251, ya sea por filotipo o distancia filogenética, se han elegido y ensayado (cepa ensayada).

En el estudio también se han incluido dos cepas de C. acnes (DSM 30738 y 30753) cuyas caracteristicas no son
conocidas, aunque pertenecen a la misma especie que la cepa DSM 28251 de esta invencion.

CEPAS ENSAYADAS {género Cutibacterium}

Compasicion del Distancia filogenética de C.
Cutibstienuns sop. peptidoglicano acnes DSM 28251
{tipo de filotipo de mureina) {% de homeologia de 165 rONA}

g s B S TR LB
T menes AFSC TIEEE T REy LL Domtily
2 . granulosum : T

DSM 20458

ATLC 131828 . :
3. C. acnes DSM {887 Ay LL-Dpin-Gly
Ay LL-DpmeGly

4. C. acnes DSM 16372 B2
5. 0. acnes DSM 30738 | NAv* NAv Naw*
6 C. sones DSM 30758 Ay

NA*: no asignado. La dasificacion de filotipos estd solo disponible para las cepas
de C. acnes.
NAv*: no disponible.

Microorganismos patogenos de la piel

La actividad inhibidora de las seis cepas de Cutibacterium anteriores se ha ensayado contra los cinco microorganismos
siguientes que son patdgenos de la piel bien conocidos y ampliamente representados:

- S aureus ATCC 29213

- S aureus ATCC BAA-1680

- S aureus DSM 20491

- S epidermidis ATCC 12228

- Candida albicans ATCC 90028

MATERAL Y METODOS
Preparacion de las bacterias inactivadas térmicamente (Cutibacterium)
Las Cutibacterium ensayadas se destruyeron por tindalizacién (esterilizacién fraccionada).

Todas las cepas de Cutibacterium se cultivaron en caldo BHI (infusién de cerebro-corazén) con un 20 % de
suplementacién a una temperatura de 37°C hasta que se verificé la fase exponencial maxima de crecimiento mediante
lectura espectrofotométrica (O.D. 600 nm). Posteriormente, el medio se retird mediante centrifugacion y se proceso
para el ensayo del sobrenadante. El sedimento bacteriano se lavé en disolucion salina (NaCl al 0,9 %) hasta la
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eliminacién completa de cualquier sobrenadante residual y después se diluy6é a una concentracion de 0,5 McFarland
(1,5x108CFU/ml).

El inéculo titulado se sometié a tindalizacion.

El proceso de tindalizacion implicé calentar a 80°C durante 30 minutos para inactivar las formas vegetativas, seguido
de un periodo de incubacién a 37°C durante 24 horas para promover la germinacion de las células vegetativas
restantes no inactivadas por el tratamiento térmico, después el material se llevé de nuevo a 80°C durante 30 minutos.
El ciclo térmico entero se repitié 3 veces. Se sembr6 una alicuota del material tindalizado en agar Columbia Blood y
se incubd a 37°C en aerobiosis durante 24 horas para verificar la ausencia de crecimiento microbiano y la correcta
implementacion del proceso. Las células bacterianas tindalizadas tienen una replicaciéon y capacidad enzimatica
inactivada mientras mantienen su estructura y pared celular, por lo tanto fisiologicamente intactas y, por esta razén,
inmunologicamente activas.

Evaluacion de la actividad de cepas inactivadas sobre el crecimiento de microorganismos patégenos

La capacidad de las cepas de C. acnes inactivadas térmicamente para interferir y/o inhibir con/sobre el crecimiento de
las cepas de Staphylococcus y una cepa de C. albicans ensayadas se evalué usando un método espectrofotométrico.

Las cepas inactivadas térmicamente se ensayaron usando el mismo medio de crecimiento (caldo BHI, suplementado
con 20% de concentracion) a través del siguiente procedimiento:

Las bacterias inactivadas térmicamente se diluyeron previamente hasta la concentracion final de 105 CFU/ml y
después se inocularon con los microorganismos patégenos de la piel como sigue.

Por triplicado, 100 ul de cultivos activos de cepas ensayadas de S. aureus ATCC@BAA-1680™, S. aureus DSM 20491,
S. aureus ATCC® 29213™, S. epidermidis ATCC@ 12228™ y C. albicans ATCC® 90028™ se inocularon en los pocillos
de cada fragmento. Cada cepa bacteriana se cultivé previamente en medio BHI a 37°C hasta la etapa de crecimiento
exponencial y las células se recogieron mediante centrifugacién a 3000 rpm durante 5 minutos. El sedimento se re-
suspendié en medio BHI fresco para obtener suspensiones con una concentracién de 1x10° CFU/ml.

Estas suspensiones se usaron como inoculos en los pocillos de la placa de 96 pocillos.

Las placas de 96 pocillos se prepararon por triplicado, cada una con controles experimentales, es decir, inéculo de las
cepas solas sin ningun fragmento afiadido, y los "blancos" del experimento (medio BHI con cada fragmento) para la
calibracion espectrofotométrica.

La densidad éptica a 600 nm (O.D. 600 nm) se midi6é usando el sistema VICTOR Multilabel Plate Reader (PerkinElmer)
y se consideré como el valor de crecimiento en el tiempo cero (TO) para cada cepa y tratamiento. Las mediciones
posteriores se realizaron después de 2, 4, 6, 8, 18, 20, 22 y 24 horas durante el periodo de incubacién. Los valores de
0.D. se normalizaron frente a blancos y controles y después se analizaron para evaluar la tendencia de crecimiento
de los diferentes gérmenes con/sin (CTR) los fragmentos de pared. Los resultados se expresaron como valor medio +
S.D. (Desviaciéon Estandar), y las curvas de crecimiento se obtuvieron mediante analisis de regresién no lineal
utilizando una funcién sigmoidal adecuada para el crecimiento bacteriano. Los analisis se realizaron con el software
Graph Pad Prism versién 7.0a.

RESULTADOS

Las curvas de crecimiento del microorganismo patégeno de la piel en presencia y ausencia (control} de las bacterias
inactivadas térmicamente de las cepas de Cutibacterium se muestran en la Figura 9. Una primera evaluacion
cualitativa de AUC muestra que C. acnes DSM 28251 inactivada térmicamente tiene un efecto inhibidor mejorado
sobre el crecimiento microbiano para todos los microorganismos patégenos de la piel ensayados.

La siguiente Tabla 2a presenta una evaluacién cuantitativa del AUC para cada derivado contra todos los
microorganismos ensayados. Estos valores confirman lo que se muestra en la Figura 9 en donde las bacterias
inactivadas térmicamente obtenidas a partir de C. acnes DSM 28251 muestran una notable influencia/actividad
inhibidora sobre el crecimiento de todos los microorganismos de la piel ensayados.
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DSM

DSM  ATCC <0458 psm  DpsM  DSM  DSM
28251 11828 nroc 1897 16379 30738 30753

11829

Control

Area 11,92 15,18 14,54 13,26 13,02 14,11 14,72 15,55
S. aureus total

ATCC 29213 Error 0,61 0,25 0,18 0,28 6,27 6,33 0,13 0,57
estandar

Area 12,38 13,13 15,01 13,39 12,71 13,40 14,54 15,55
S. aureus total

ATCC BAA-1680 Error 0,40 0,52 0,42 0,39 0,31 0,48 0,54 0,58
estandar

Area 9,16 11,33 10,86 10,15 9,55 10,86 11,04 11,38
S. aureus total

DSM 20491 Error 0,56 0,23 0,14 0,25 0,16 0,32 0,19 0,25
estandar

Area 14,83 16,37 16,67 1558 1520 1588 1560 17,62
S. epidermidis total

ATCC 1228 Error 0,55 0,18 0,34 0,51 0,24 0,11 0,44 0,98
estandar

Area 12,94 15, 24 15, 66 14,87 15,12 14,98 13,81 18,81
C. albicans total

ATCC 90028 Error 0,60 6,47 0,89 0,21 0,36 0,21 0,35 0,58
estandar

Tabla 2a. Los valores del area bajo la curva (AUC) y los errores estandar relativos (azul claro) de las curvas de
crecimiento se muestran en la Figura 2 con/sin bacterias inactivadas térmicamente (control). La escala de color para
cada cepa indica el intervalo de valores de AUC: desde el valor de AUC menor (rojo oscuro) hasta el mayor (verde
0SCuro).

El porcentaje de reduccion en el crecimiento comparado con las condiciones de control se muestra en la siguiente
Tabla 2b. Estos datos confirman los resultados discutidos anteriormente, destacando la actividad mejorada de la C.
acnes DSM 28251 inactivada térmicamente frente a las cepas comunes de C. acnes.

DSM ATCC DSM DSM DSM DSM DSM
28251 11828 20458 1897 16379 30738 30753
ATCC
11829
S. aureus 23,344 2,379 6,495 14,727 16,270 9,260 5,338
ATCC29213
S. aureus 20,386 2,572 3,473 13,891 18,264 13,826 6,495
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ATCC BAA-1680

S. aureus 19,135 0,439 4,148 10,415 15,719 4,148 2,560
DSM 20491

S. epidermidis 15,834 7,094 5,392 11,578 13,734 9,875 11,464
ATCC 1228

C. albicans 31,207 18,979 16,746 20,946 19,617 20,362 26,582
ATCC 90028

Tabla 2b. Porcentaje de crecimiento decreciente con respecto a la condicion de control (sin inéculos de bacterias
inactivadas térmicamente). La escala de color para cada cepa indica el intervalo de disminucion: de disminucion del
crecimiento (%) mayor (rojo oscuro) a menor (verde oscuro).

Ejemplo 6

Se repiti6 el ensayo comparativo del Ejemplo 5 usando postbidticos/sobrenadantes de todas las cepas de C. acnes
(en lugar de cepas inactivadas térmicamente del Ejemplo 5).

Objetivo del ensayo

Se comparé la actividad inhibidora de postbidticos/sobrenadantes obtenidos de las mismas seis cepas de
Cutibacterium del ejemplo 5 sobre los mismos microorganismos patégenos de la piel del ejemplo 5.

El objetivo de este estudio fue evaluar si un postbibtico de una cepa de C. acnes DSM 28251 tiene una actividad
inhibidora mejorada sobre microorganismos patégenos de la piel en comparacion con postbioticos de la especie C
acnes del Ejemplo 5.

MATERIAL Y METODOS
Preparacion del postbibtico de C. acnes DSM 28251.

Los sobrenadantes bacterianos obtenidos previamente a partir de cepas de Cutibacterium se sometieron a filtracién
(filtros de 0,22 um) para eliminar cualquier residuo celular; la esterilidad se confirmé por la ausencia de crecimiento
bacteriano después de la inoculacién en agar Columbia Blood e incubacion a 37°C en aerobiosis durante 24 horas de
una alicuota de cada sobrenadante en investigacion.

Con el fin de excluir cualquier interferencia debida a la produccion de sustancias acidas tipicas de algunas cepas de
Cutibacterium spp., el pH de cada sobrenadante se midi6é cuidadosamente vy, si fuera necesario, se neutralizé con una
disolucién de hidréxido de sodio 1M.

Evaluacion espectrofotométrica de la actividad de los postbioticos sobre el crecimiento de microorganismos patégenos.

La capacidad del postbiético procedente de cepas de C. acnes referido en el Ejemplo 5 para interferir y/o inhibir
con/sobre el crecimiento de las mismas cepas de Staphylococcus y una cepa de C. albicans descrita en el Ejemplo 5
se evalué usando un método espectrofotométrico.

Los postbioticos se ensayaron usando el mismo medio de crecimiento del Ejemplo 5 (caldo BHI, suplementado con
20% en concentracion) a través del siguiente procedimiento:

Los sobrenadantes se diluyeron en una proporcion 1:10 en caldo BHI y después se incubaron con microorganismos
de la piel ensayados.

Por triplicado, 100 ul de cultivos activos de microorganismos patégenos de la piel de S. aureus ATCC@BAA-1680™,
S. aureus DSM 20491, S. aureus ATCC® 29213™, S. epidermidis ATCC® 12228™ y C. albicans ATCC® 90028™ se
inocularon en los pocillos. Cada cepa bacteriana se cultivé previamente en medio BHI a 37°C hasta la etapa de
crecimiento exponencial y las células se recogieron mediante centrifugacién a 3000 rpm durante 5 minutos. El
sedimento se re-suspendié en medio BHI reciente para obtener suspensiones con una concentracién de 1x10°
CFU/m.

Estas suspensiones se usaron como inéculos en los pocillos de una placa de 96 pocillos.
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Las placas de 96 pocillos se prepararon por triplicado, cada una con controles experimentales, es decir, inéculo de
cepas solas, y los "blancos" del experimento (medio BHI con cada fragmento) para la calibracion espectrofotométrica.

La densidad 6ptica a 600 nm (O.D. 600 nm) se midié usando el sistema VICTOR Multilabel Plate Reader (PerkinElmer)
y se consider6 como el valor de crecimiento en el tiempo cero (T0) para cada cepa y tratamiento. Las mediciones
posteriores se realizaron después de 2, 4, 6, 8, 18, 20, 22 y 24 horas durante el periodo de incubacién. Los valores de
0.D. se normalizaron frente a blancos y controles y después se analizaron para evaluar la tendencia de crecimiento
de los diferentes gérmenes con/sin (CTR) los fragmentos de pared. Los resultados se expresaron como valor medio +
S.D. (Desviacion Estandar), y las curvas de crecimiento se obtuvieron mediante andlisis de regresién no lineal
utilizando una funcién sigmoidal adecuada para el crecimiento bacteriano. Los analisis se realizaron con el software
Graph Pad Prism versién 7.0a.

RESULTADOS

Las curvas de crecimiento del microorganismo patdgeno de la piel en presencia y ausencia (control) del postbibtico de
la cepa de C. acnes DSM 28251 se muestran en la Figura 8.

Una primera evaluacién cualitativa del AUC (Area Bajo la Curva) muestra que el probidtico (sobrenadante) obtenido
de la cepa de C. acnes DSM 28251 tiene la mayor accion inhibidora sobre el crecimiento microbiano para la mayoria
de los microorganismos patégenos ensayados.

La Tabla 1a muestra la evaluacion cuantitativa de la AUC para cada sobrenadante. Estos valores confirman lo que se
demuestra en la Figura 1. De hecho, el postbiético/sobrenadante de C. acnes DSM 28251 inhibe el crecimiento de
todas las bacterias de la piel ensayadas mas que los otros sobrenadantes ensayados con la Unica excepcion de C.
albicans ATCC 90028 (que es inhibido por el derivado de DSM 30738).

Tabla 1a
DSM ATCC DSM DSM DSM DSM DSM  Control
28251 11828 20458 1897 16379 30738 30753
ATCC
11829
Area total 1,86 524 3,35 3,916 3,29 4,11 3,63 14,58
S. aureus
ATCC 29213 Error 0,07 0,3 0,51 0,06 0,14 0,61 0,58 1,02
estandar
Area total 2,16 5,23 5,96 3,89 3,36 4,16 4,09 14,61
S. aureus
ATCC BAA-1680 Error 0,34 0,33 0,81 0,06 0,52 0,61 0,52 1,02
estandar
Area total 1,86 4,87 3,34 3,35 3,27 3,51 3,57 7,57
S. aureus
DSM 20491 Error 0,07 0,15 0,52 0,53 0,138 0,387 0,575 1,12
estandar
. o Area total 3,74 12,39 16,00 4,97 4,07 6,36 6,38 17,09
S. epidermidis
ATCC 12228 Error 0,75 0,76 0,37 0,62 0,35 0,82 0,48 0,33
estandar
. Area total 8,37 22,35 23,74 8,37 8,70 7,19 7,79 30,47
C. albicans
ATCC 90028 Error 0,67 0,21 1,22 0,56 0,15 0,44 0,35 0,46

estandar
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Tabla 1a. Los valores del area bajo la curva (AUC) y los errores estandar relativos (azul claro) de las curvas de
crecimiento mostrados en la Figura 1 con/sin sobrenadante bacteriano (control). La escala de color para cada cepa
indica el intervalo de valores de AUC: desde el valor de AUC menor (rojo oscuro) hasta el mayor (verde oscuro).

El porcentaje de reduccién del crecimiento contra las condiciones de control obtenidas por los sobrenadantes
ensayados se muestran en la Tabla 1b. Estos datos también confirman los resultados discutidos hasta ahora,
destacando adicionalmente que la actividad del sobrenadante de DSM 30738 sobre la cepa de C. albicans ATCC
90028 es solo ligeramente superior y por lo tanto comparable a la del sobrenadante de C. acnes DSM 28251.

DSM ATCC DSM 20458  DSM DSM DSM DSM
28251 11828 ATCC 1897 16379 30738 30753
11829
S. aureus 87,22 64,05 77,01 73,14 77,45 71,80 75,09
ATCC 29213
S. aureus 85,24 64,18 59,23 73,40 76,99 71,54 72,00
ATCC BAA-1680
S. aureus 75,44 35,70 55,92 55,79 56,82 53,63 52,88
DSM 20491
S. epidermidis 78,12 27,50 6,38 70,93 76,16 62,86 68,52
ATCC 12228
C. albicans 72,52 26,65 22,09 72,54 71,46 76,40 74,43
ATCC 90028

Tabla 1b. Porcentaje de crecimiento decreciente con respecto a la condicién de control (sin inéculos de sobrenadante).
La escala de color para cada cepa indica el intervalo de disminucién: de disminucion del crecimiento (%) mayor (rojo
0scuro) a menor (verde oscuro).

RESULTADOS

Una primera evaluacion cualitativa de la AUC muestra que el postbidtico/sobrenadante de C. acnes DSM 28251 tiene
un efecto inhibidor mejorado sobre el crecimiento microbiano para todos los microorganismos patdogenos ensayados
de la piel.

Ejemplo 7

Se repitié el ensayo comparativo del Ejemplo 5 usando fragmentos de pared celular de todas las cepas de C. acnes
ensayadas (en lugar de las cepas inactivadas térmicamente del Ejemplo 5).

Objetivo del ensayo

El objetivo de este ensayo fue comparar la actividad inhibidora de fragmentos de pared de las mismas seis cepas de
Cutibacterium del Ejemplo 5 sobre los mismos microorganismos patégenos de la piel del Ejemplo 5.

El objetivo de este estudio fue evaluar si un fragmento de pared de la cepa de C. acnes DSM 28251 tiene una actividad
inhibidora mejorada sobre microorganismos patdégenos de la piel en comparacién con el fragmento de la pared
bacteriana de la especie comparativa de C. acnes del Ejemplo 5.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de los fragmentos de pared de cepas de C. aches DSM 28251 y C acnes comparativa.

La cepa de C. acnes DSM 28251 y cepas de Cutibacterium ATCC@ 11829, DSM 16379, DSM 30738, DSM 30753 y
DSM 1897, se cultivaron a 37°C en medio BHI suplementado con 20% en concentracion.

El cultivo se oper6 en sistemas discontinuos y de escalado de volimenes de 5 a 1000 ml y se prolongé hasta la
obtencién de una masa celular consistente (es decir 2 dias en el volumen mas alto de inéculo). Los sedimentos
bacterianos obtenidos se recogieron después y se sometieron al procedimiento estandarizado para obtener el
fragmento de pared de interés, como se describe a continuacién. En lo sucesivo, los fragmentos aislados se
denominaran con el codigo de catalogo de las cepas de derivacion.

Especificamente, el aislamiento de fragmentos de pared se ha realizado como se describe a continuacion.
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El sedimento bacteriano se sometié previamente al procedimiento de deslipidacion mediante tratamiento con Soxhlet
usando un disolvente organico (por ejemplo, éter-etanol, cloroformo, metanol-cloroformo, mezclas de los mismos)
disolventes posteriormente; después se secaron bajo una campana de flujo laminal. Después del secado, el sedimento
se homogeneiz6 mediante 2 etapas de tratamiento con Ultraturrax (de 20 segundos a 10 min cada una), afiadiendo
agua destilada (en la proporcion de 1:2 p/V). Después de la centrifugacion, el sobrenadante se calenté a 80°C y
después se enfrié en agua fria, preferiblemente de 3 a 15°C, y finalmente en hielo. Posteriormente, la etapa de
precipitacion de fragmentos se realizé incubando con sulfato de amonio frio al 15-40 % v/v durante 24 horas a 4°C.
Después de la incubacion, la suspension se centrifugd y el fragmento precipitado se recogioé y se liofilizo.

Las muestras liofilizadas fueron finalmente esterilizadas a través del procedimiento de multiples etapas ad-hoc
(ultracongelacion a -80°C, sobrecalentamiento a 80°C, esterilizacion U.V. de 1 hora). Finalmente, se usaron para
configurar el experimento, como se describe a continuacion.

Evaluacién espectrofotométrica de la actividad de los postbiéticos sobre el crecimiento de microorganismos
atogenos.

La actividad de los fragmentos de pared procedentes de las cepas de C. acnes (véase anteriormente) para interferir
y/o inhibir con/sobre el crecimiento de las mismas cepas de Staphylococcus y una cepa de C. albicans descritas en el
Ejemplo 5 se evalué usando un método espectrofotométrico.

Los fragmentos de pared se ensayaron usando el mismo medio de crecimiento del Ejemplo 5 (caldo BHI, suplementado
con 20% en concentracion) a través del siguiente procedimiento:

Los fragmentos de pared se pulverizaron y emulsionaron en medio de crecimiento BHI a la concentracién final de 10
mg/ml. Se afiadieron alicuotas de 100 pl a los pocillos de placas de fondo plano de 96 pocillos.

Por triplicado, 100 ul de cultivos activos de microorganismos patégenos de la piel de S. aureus ATCC@BAA-1680™,
S. aureus DSM 20491, S. aureus ATCC@ 29213™, S. epidermidis ATCC@ 12228™ y C. albicans ATCC@ 90028™ se
inocularon en los pocillos de cada fragmento. Cada cepa bacteriana se cultivoé previamente en medio BHI a 37°C hasta
la etapa de crecimiento exponencial y las células se recogieron mediante centrifugacién a 3000 rpm durante 5 minutos.
El sedimento se re-suspendié en medio BHI fresco para obtener suspensiones con una concentracién de 1x105
CFU/ml.

Estas suspensiones se usaron como inéculos en los pocillos de una placa de 96 pocillos.

Las placas de 96 pocillos se prepararon por triplicado, cada una con controles experimentales, es decir, inéculo de
cepas solas sin ningun fragmento afiadido, y los "blancos" del experimento (medio BHI con cada fragmento) para la
calibracién espectrofotométrica.

La densidad 6ptica a 600 nm (O.D. 600 nm) se midié usando el sistema VICTOR Multilabel Plate Reader (PerkinElmer)
y se consider6 como el valor de crecimiento en el tiempo cero (T0) para cada cepa y tratamiento. Las mediciones
posteriores se realizaron después de 2, 4, 6, 8, 18, 20, 22 y 24 horas durante el periodo de incubacién. Los valores de
0.D. se normalizaron frente a blancos y controles y después se analizaron para evaluar la tendencia de crecimiento
de los diferentes gérmenes con/sin (CTR) los fragmentos de pared. Los resultados se expresaron como valor medio +
S.D. (Desviacion Estandar), y las curvas de crecimiento se obtuvieron mediante andlisis de regresién no lineal
utilizando una funcién sigmoidal adecuada para el crecimiento bacteriano. Los analisis se realizaron con el software
Graph Pad Prism versién 7.0a.

RESULTADOS (fragmentos de pared de C. acnes)

Las curvas de crecimiento de bacterias cutaneas cultivadas con y sin (CTR) los diversos fragmentos de pared
ensayados se muestran en la Figura 10. Basandose en una evaluacion cualitativa preliminar del parametro "Area bajo
la curva" (AUC), se destaca como para la mayoria de los gérmenes de la piel ensayados el fragmento de DSM 28251
produce la mayor accion inhibidora sobre el crecimiento microbiano.

En su lugar, en la siguiente Tabla 3a se reportan los resultados de una evaluacion cuantitativa del mismo parametro
de AUC para todos los gérmenes de la piel ensayados. Los valores de AUC calculados confirman la hipotesis
formulada a través de la evaluacion cualitativa. El fragmento de pared celular bacteriana DSM 28251 demostr6 un
efecto inhibidor mas alto sobre el crecimiento bacteriano que los otros fragmentos ensayados.

Profundizando en la estimacion de la inhibicién del crecimiento, los valores mostrados en la Tabla 3b representan los
porcentajes de reduccién del crecimiento (%) con respecto a la condicion de control de cada cepa que se considera
como el 100 % de la velocidad de crecimiento en las condiciones experimentales especificas. La comparacion de las
reducciones del porcentaje de crecimiento fue consistente con la conclusién discutida anteriormente sobre el mayor
efecto inhibidor del fragmento de la cepa DSM 28251.
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Aunque el fragmento obtenido a partir de la cepa de C. acnes DSM 30738 muestra valores de inhibicién cercanos
comparados con el fragmento DSM 28251, el porcentaje de inhibicion de este ultimo siempre resulta mayor, también
con un mejor rendimiento contra la cepa de S. aureus ATCC BAA-1680 (82,43% para DSM 30738 vs 94,95% para
DSM 28251).

Tabla 3a. Los valores del area bajo la curva (AUC) y los errores estandar relativos (azul claro) de las curvas de
crecimiento se muestran en la Figura 3 con/sin (control) fragmentos de pared bacteriana. La escala de color para cada
cepa indica el intervalo de los valores de AUC: desde el valor de AUC menor (rojo oscuro) hasta el mayor (verde
0SCuro).

DSM ATCC DSM DSM DSM DSM DSM  Control
28251 11828 20458 1897 16379 30738 30753

ATCC
11829
Area 0,20 1,13 2,23 6,63 2,89 0,70 319 11,73
S. aureus total
ATCC 29213 Error 0,11 0,15 0,24 0,22 0,16 0,15 0,28 0,26
estandar
Area 0,57 1,66 1,09 3,87 1,53 1,99 1,99 11,34
S. aureus total
ATCC BAA-1680 Error 0,31 0,088 0,11 0,32 0,16 0,20 0,082 0,31
estandar
Area 0,36 1,47 1,35 5,40 214 0,39 272 11,26
S. aureus total
DSM 20491 Error 0,35 0,16 0,16 0,32 0,28 0,15 0,24 0,23
estandar
S. epidermidis Area 0,15 1,27 214 2,21 1,07 0,15 1,21 6,03
total
ATCC 1228
Error 0,34 0,18 0,34 0,33 0,17 0,32 0,15 0,20
estandar
Area 0,03 1,27 1,15 0,48 1,20 0,03 0,90 7,35
|
C. albicans ATCC tota
90028 Error 0,10 0,35 0,35 1,20 0,12 0,28 0,33 0,22
estandar

Tabla 3b. Porcentaje de crecimiento decreciente con respecto a la condicién de control (sin in6culos de fragmentos).
La escala de color para cada cepa indica el intervalo de disminucién: de disminucion (%) del crecimiento mayor (rojo
0scuro) a menor (verde oscuro).

DSM ATCC DSM 20458  DSM DSM DSM DSM
28251 11828 1897 16379 30738 30753
ATCC
11829
S. aureus 98,29 90,38 80,99 43,44 75,32 94,02 72,83

ATCC 29213
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DSM ATCC DSM 20458  DSM DSM DSM DSM
28251 11828 1897 16379 30738 30753
ATCC
11829
S. aureus 94,95 85,36 90,39 65,89 86,49 82,43 82,41
BAA-1680
S. aureus 96,82 86,96 88,03 52,02 80,96 96,54 75,84
DSM 20491
S. epidermidis 97,49 78,86 64,54 63,28 82,16 97,46 79,99
ATCC 12228
C. albicans 99,63 82,67 84,34 93,46 83,61 99,54 87,70
ATCC 90028
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa bacteriana, que es Cutibacterium acnes depositada bajo el nimero de acceso de depésito No. DSM
28251 con International Deposit Authority Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH.

2. Un producto postbidtico que comprende células inactivadas térmicamente o el sobrenadante de células lisadas
mecanicamente, o fragmentos de pared celular de la cepa bacteriana de la reivindicacion 1.

3. El producto postbiodtico de la reivindicacion 2, en el que las células lisadas se obtienen mediante lisis mecanica
de la pared celular.

4. Un fragmento de la pared celular de la cepa bacteriana de la reivindicacion 1.

5. La cepa bacteriana de la reivindicacion 1 caracterizada porque se inactiva, preferiblemente mediante
tindalizacion.

6. Lacepa bacteriana de la reivindicacion 1 o el producto postbibtico de la reivindicacion 2 o un fragmento de pared
celular de la reivindicacion 4 para su uso como un medicamento.

7. Una composicion que comprende una cantidad eficaz de Cutibacterium acnes depositada bajo el nimero de
acceso de depodsito No. DSMZ 28251 segun la reivindicacion 1, o un producto postbidtico de la misma segun la
reivindicacién 2 o un fragmento de la pared celular de la misma segun la reivindicacién 4 y un vehiculo fisiolégicamente
aceptable.

8. Una composicién segun la reivindicacion 7, en la que la composicion es una composicién tépica preferiblemente
en forma de crema, espuma, pomada, pasta, polvo, gel, solucion, ovulo, irrigacién o emulsién.

9. Una composicidon como se reivindica en la reivindicacion 7, para su uso como un medicamento.

10. Una composicién segun la reivindicacién 7 para su uso en el tratamiento de una enfermedad o infeccién
inflamatoria o alérgica.

11. Una composicién segun la reivindicacién 7 para su uso en el tratamiento tépico de una enfermedad inflamatoria
o alérgica de la piel o mucosa.

12. La composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10-11 en la prevencién o tratamiento
de una infeccion bacteriana o fungica de la piel o mucosa.

13. La composicién para su uso como se reivindica en la reivindicacién 12, en la que la enfermedad de la piel es
eccema, dermatitis atépica, acné, dermatitis seborreica, rosacea, psoriasis, eritema, erupcion cutanea.

14. Una composicion para su uso segun la reivindicacion 12 para el tratamiento de una infeccion flngica de la piel o
mucosa, especialmente infeccién por Candida.

15. Una composicién segin la reivindicaciéon 7 u 8 para su uso en el tratamiento de una enfermedad ginecolégica
que es una infeccién, inflamacion vaginal.

16. Una composicion para su uso segun la reivindicacién 15, en la que la enfermedad ginecolégica es vaginitis.

17. Una composicién segun la reivindicacién 7 u 8 para uso proctologico en el tratamiento de hemorroides, fisuras
anales o cicatrices de la piel.

18. Una composicién segun la reivindicacion 7 u 8 para su uso en el tratamiento de heridas, lesiones, abrasion,
ulceraciones de la piel o Ulceras por presion o para curar heridas.

19. Un producto postbidtico que es el sobrenadante total obtenible mediante un proceso fermentativo de la cepa
bacteriana de la reivindicacion 1.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIG. 4
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FIGURAS SA Y 38

Flectos de a pradincubecidn {1k} de sobrenadantas da 3. aureus {B8A18688] con férmules de ensayo

~—a
£
R
[+
Los
w0 :
z E
s
m N
fo ; :
pe3 - ~
A2 B : N
\‘ & ¥ 2 & a8
Tegmyps {horas}
woe o Sobpadantes s forma A {10} s Sobrenadantess fonma P {38} e S35 tanbss »osnpsgade (1M}
~ o Sodwesadantes fpos coptan} o Pl frontan eg.} ko Disadusios saffssa {sirsssfaiad

Fiectos da iz pradncubacion {3h} de sobranadardes de S, surens (ATCC29213} con fdrmutas de
BNsBY0

Supervivencia (%)

Tiempathoras}

e SODERASRTRRRS S TOPNR A (] ogien Solwesadantes s fonma I 3H)  owdeew Sobrenadantess conjugsdis {38}

-k~ Sobrenasstes {po contraty e Jedio (dontvad ueg} o X Psedsscidn saling {smalsdal

o Sobrenadsntest fonus £ {14}

31



ES 2 983 028 T3

FIGURAS BAY 6B
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FIGURA 7
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