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1
DESCRIPCION
METODO PARA EVALUAR LOS EFECTOS DE UNA COMPOSICION QUE

COMPRENDE MICROORGANISMOS EN LA MICROBIOTA INTESTINAL.

La presente invencién se refiere a un método para
determinar la actividad probiética/paraprobidtica de una
composicidn que comprende microorganismos, en particular
bacterias, dicho método basandose en una evaluacidén del
cambio cualitative y/o cuantitative de la microbiota
fecal como consecuencia del consumo de la composicién.
Asimismo, la presente invencidn se refiere a un kit para
llevar a cabo dicho método.

El tracto gastrointestinal comprende numerosas
poblaciones de microorganismos que se han desarrollado y
multiplicado durante el desarrollo de cada individuo vy
constituyen la denominada microbiota intestinal o flora
intestinal.

Por lo tanto, la microbiota intestinal representa un
ecosistema muy complejo y la condicién de equilibrio
entre las diferentes poblaciones de microorganismos que
la componen, o denominada eubiosis, es fundamental para
asegurar la salud y el bienestar corporal, puesto que la
microbiota condiciona de modo significativo el desarrollo
y la homeostasis de la mucosa intestinal del individuo
huésped.

En otros términos, la microbiota intestinal
representa un 6rgano verdaderamente dicho. En efecto, las
modificaciones cualitativas y/o cuantitativas de la
microbiota intestinal de un individuo, o© la denominada

disbiosis o disbacteriosis, puede dar lugar a pérdida de



la homeostasis intestinal, que a su vez puede condicionar
la etiopatogénesis de un amplio espectro de patologias.

A los fines del tratar una condicidén de disbiosis
intestinal, o de todos modos con el objetivo de mantener
el equilibrio de la microbiota intestinal, se estéa
volviendo cada vez més frecuente la prictica de consumir
productos probidticos/paraprobidtices.

De conformidad con la definicién de la Organizacién

para la Alimentacidén vy 1la Agricultura/Organizacién

Mundial de la Salud (en inglés FAOQ/WHO), un prebiético
viene definido como “microorganismos vivos que,

cuando

vienen suministrados en cantidades adecuadas, confieren

beneficio a la salud del huésped”.

En aras de lo anterior, las ventajas relacionadas
con el desarrcllo de un método que haga posible evaluar,
con rapldez y de modo fiable, los efectos de una
composicién/formulacién exdgena que comprende
microorganismos sobre la composicién bacteriana de la
microbiota intestinal de wun individuo son Dbastante
evidentes.

En efecto, en base a los efectos medidos con tal
método, es decir en base a la modalidad de cémo el
consumo de la composicidén que comprende microorganismos
modifica cuantitativa y/o cualitativamente la microbiota
intestinal, sera posible establecer si dicha composicién
es capaz de favorecer y/o asegurar la salud y el
bienestar del cuerpo humano vy, por consiguiente, si
satisface uno de los prerrequisitos fundamentales de ser

identificada como un probidético/paraprobidtico.

La presente invencién satisface los requisitos antes




mencionados proporcicnando un método para determinar,
mediante analisis molecular, el cambio cualitativo y/o
cuantitativo de la composicién de la microbiota fecal de

un individuo como consecuencia de haber consumido una

composicidn que comprende microorganismos,
preferentemente bacterias, de conformidad con un
protocolo aleatorizado, cruzado, doble ciego, controlado
con placebo.

En efecto, la parte Solicitante ha demostrade

experimentalmente, por primera vez, la necesidad de

llevar a cabo protocolos de estudios de intervencidén que
sean cruzados, especlalmente sobre una poblacién sana,
para prevenir gque la marcada variabilidad intraindividuos
esconda los posibles efectos de un tratamiento, en

particular un tratamiento con un

probidtico/paraprobidtico, o que lleve a falsos positivos

estadisticos.

El metodo de la presente invencidn, aparte de ser
sumamente ventajosc a los fines de determinar los efectos
de una composicidén genérica que comprende microorganismos
(es decir un supuesto probiético/paraprobiético) sobre la

microbiota fecal, es Util también a los fines de

confirmar los efectos benéficos para la salud de un

probidtico/parapreobiético conocido sobre el cuerpo

humano, o a 1los fines de determinar cualquier nuevo

efecto especifico de un probidtico/paraprobidtico

conocido, por ejemplo estudiando cuales poblaciones de

microorganismos son ' estimulados e/o inhibidos en su

crecimiento como consecuencila del consumo de la

composicién. En efecto, en base a las actividades



se pondran
descripcidn
ejemplos, que,

ilustrativo vy,

descripcién detallada,

las figuras de 1 a 4:

poblacién bacteriana del género Coprococcus

la composicién de la presente invencién

tiempo, la
género

poblacidn

principales en las cuales

vienen

implicadas las
poblaciones de microorganismos cuyo

crecimiento es

estimulado e/o inhibido como consecuencia del consumc de

la composicidn, seréd posible definir los posibles nuevos

efectos de la misma. Por ejemplo, si, como consecuencia

del consumo de un probidtico de conformidad con el método

de la presente invencién,

se hallara que una determinada
poblacién bacteriana hubiese crecido en términos

cuantitativos y que esta poblacidén bacteriana tuviese un

metabolismo implicado principalmente en la produccidn,
por ejemplo de &acido butirico,

es posible deducir que el

probidtico puede ser consumido para aumentar la cantidad

de acido butirico en el tracto intestinal.

Otras ventajas del método de la presente invencién

aun mas de manifiesto a partir de la

detallada que sigue y a partir de los
de todos modos, se presentan a titulo

por ende, no limitativo.

Para permitir un mejor entendimiento de la

a este documento se han adjuntado

la figura 1 muestra el resultado de los andlisis

estadisticos conducidos para evaluar el incremento de la

(figura 1.1)

y la disminucién de la poblacién bacteriana del género
Blautia

(figura 1.2) ' antes y después del tratamiento con

(A) y, al mismo

disminucién de la poblacidédn bacteriana del

Coprococcus (figura 1.1)

y el aumento de la

bacteriang del

género Blautia (figura 1.2)

AT
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antes y después del tratamiento con el placebo (B);
- la figura 2.1 muestra el incremento de la poblacidn
bacteriana del génerc Coprococcus (gris oscuro) y la
disminucidén de la poblacién bacteriana del género Blautia
(gris claro) antes y después del tratamiento con la
composicidén de la presente invencidn;
- la figura 2.2 muestra el incremento en porcentaje de
la poblacién bacteriana del género Coprococcus (gris
oscuro} y la disminucidén en porcentaje de la poblacidn
bacteriana del g¢género Blautia (gris claro) antes vy
después del tratamiento con la composicién de la presente
invencidén (A) vy la disminucién en porcentaje de 1la
poblacidén bacteriana del género Coprococcus (gris oscuro)
y el aumento en porcentaje de la poblacidén bacteriana del
género Blautia {(gris claro) antes y después del
tratamiento con el placebo (B);
- La figura 3 muestra el resultado de los andlisis
estadisticos conducidos para establecer el aumento en el
metabolismo de A&cido nicotinico antes vy después del
tratamiento con la composicién de la presente invencién vy
su disminucidén antes y después del tratamiento con el
placebo; vy
- la figura 4 muestra el resultado de los anédlisis
estadisticos llevados a cabo para establecer el
incremento de la biosintesis del &cido félico antes vy
despues del tratamiento con la composicién de la presente
invencién y la falta de toda modificacién, por el
contrarieo, antes y después del tratamiento con el
placebo.

Un primer aspecto de la presente invencidén se



refiere a un método para determinar el cambio de la
composicidén de la microbiota fecal de un individuo como
consecuencia del consumo de una composicidén/formulacidn
gque comprende microorganismos, de conformidad con un
protocolo aleatorizado, cruzado, doble ciego, controlado
con placebo, dicho método comprendiendo las etapas de:

a) recolectar informacidén acerca del estado de salud
y/0 costumbres alimeqticias de dicho individuo antes y/o
durante y/o después de consumir la composicién o el
placebo de conformidad con el protocolo aleatorizado,
cruzado, doble ciego, controlado con placebo;

b) obtener al menos una muestra fecal del individuo
antes y/o durante y/o después del consumo de la

composicidén o placebo de conformidad con un protocolo

aleatorizado, cruzado, doble cliego, controclado con
placebo;
C) analizar la microbiota mediante analisis

metagenémico llevado a cabo sobre la muestra fecal
obtenida en la etapa b);

d) comparar, preferentemente cualitativa y/o
cuantitativémente, la microbiota fecal del individuo
antes y/o durante vy/o después del consumo de la
composicidén o placebo de conformidad con un protocolo
aleatorizado, cruzado, doble ciego, controlado con
placebo.

En el contexto de la presente invencién, el término
microbiota fecal significa la totalidad de las
poblaciones de microorganismos presentes en las heces de
un individuo y refleja la totalidad de las poblaciones de

microorganismos presentes en el intestino del mismo. Por

v



lo tanto,

en este contexto el término microbiota fecal es
sinénimo de microbiota intestinal.

En particular,

los microorganismos incluidos en 1la
composicidén de la presente

invencién son bacterias vy/o
levaduras y/u

otros

microorganismos,

consumidos
individualmente o en combinacidén.

Una composicidén que comprende

bacterias
preferida para

es
los fines de la presente

muy
invencién. En

particular, las bacterias que pertenecen al género

seleccionado entre:

Lactobacillus,
Propionibacterium,

Streptococcus,
Aerococcus y Enterococcus.

Bifidobacterium,
Bacillus,

Lactococcus,
Mas preferiblemente, dicha
bacteria es del género Lactobacillus y/o Bifidobacterium.
BEn particular, el Lactobacillus
entre:

es
Lactobacillus

seleccionado
paracasei, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus amylolyticus, Lactobacillus
amylovorus, Lactobacillus alimentarius,
Lactobacillus brevis,

Lactobacillus

Lactobacillus
aviaries,

Lactobacillus buchneri,
casei,

Lactobacillus
Lactobacillus

cellobiosus,
coryniformis, Lactobacillius crispatus,
Lactobacillus curvqtus, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus farciminis, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus gallinarum,

Lactobacillus
Lactobacillus

gasseri,
helveticus, Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus

kefiranofaciens,
kefiri,

Lactobacillus
Lactobacillus panis,

Lactobacillus

mucosae,
Lactobacillus collinoides,
paraplantarum, Lactobacillus pentosus,
plantarum, Lactobacillus pontis,
Lactobacillus reuteri,

Lactobacillus

Lactobacillus

Lactobacillus

rhamnosus,




Lactobacillus sakei, Lactobacillus

salivarius y

Lactobacillus sanfranciscensis.

Sumamente preferidas a los fines de la presente

invencidén son las bacterias que pertenecen a las especies

Lactobacillus paracasei, mas preferiblemente a la cepa

Lactobacillus paracasei DG,

La cepa bacteriana Lactobacillus paracasei DG fue

depositada por SOFAR S.p.A. con la Coleccidn Nacional de

Culturas de Microorganismos del Instituto Pasteur de

Paris el 05/05/1995, bajo el numero de depésito CNCM I-

1572. Al comienzo, la cepa recibidé la denominacién de

Lacteobacillus casei DG sub.casel.

En particular, las bacterias del género

Bifidobacterium vienen seleccionadas entre:

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis,

Bifidobacterium bifidumn, Bifidobacterium breve 3%

Bifidobacterium longum.

Preferentemente las levaduras son del género

Saccharomyces, mas preferiblemente de la especie
Saccharomyces cerevisiae.
En general, los microorganismos incluidos en la

composicidén de la presente invencidén son microorganismos

individuales 0 combinaciones de cualquier especie

microbiana especificada en la lista QPSS de EFSA

(http://www.efsa.europa.eu/it/search/doc/3020.pdf) .

Preferentemente, los microcorganismos de la

composicidn de la presente invencién estdn vivos y, por

ende, la composicién puede definirse como probidtica.

Alternativamente, los microorganismos de la composicién

estan muertos y/o bajo la forma de un lisato o un

Y&



extracto y, por ende, también la composicién puede ser
definida como paraprobidtica. Por lo tanto, la
composicidén de la presente invencién también es conocida
o0 supuesta probidtica o paraprobidtica.

En una forma de realizacién de la invencidn, la
composicidn comprende aproximadamente 1-50 mil millones
de unidades formadoras de colonias (Colony Forming Unit =
CFU) de microorganismos, preferentemente 15-30 mil
millones, mas preferiblemente 20-25 mil millones de CFUs
de microorganismos.

En una forma de realizacidédn de la presente
invencién, la composicidén es formulada para el suministro
oral. En particular, la composicidén es formulada en forma
solida, preferiblemente cbdmo pastillas, capsulas,
comprimidos, polvo granular, capsulas duras, gréanulos
solubles en agua, sobrecitos o pildoras.

Alternativamente, la composicidén de la invencidn es
formulada en forma liquida, por ejemplo como un jarabe o
bebida, o bien es agregada a un alimento, por ejemplo a
un yogurt, gqueso o jugo de fruta.

Alternativamente, la composicién de la invencidn es
formulada en una forma capaz de ejercer una accidn por
via tépica, por ejemplo como enema.

En otra forma de realizacidén de la invencién, la
composicidén también comprende excipientes generalmente
aceptados para la produccidn de productos probidticos y/o
farmacéuticos.

En otra forma de realizacidn de la invencidn, la
composicidn de la invencidn es enriquecida con vitaminas,

oligoelementos como por ejemplo zinc y selenio, enzimas

L7
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y/o sustancias prebidéticas como por ejemplo fructo-
cligosacaridos (FOS) , galacto-oligosacaridos (GOS),
inulina, goma guar o combinaciones de los mismos.

Por lo que concierne al consumo de la composicién,
como se ha explicado con anterioridad, sigue un protocolo
aleatorizado, cruzado, doble ciego, controladoe con
placebo. En otros términos, durante el consumo ni el
investigader ni los individuos que llevaron a cabo la
prueba eran conscientes de los tratamientos asignados
{(los tratamientos son indistinguibles, doble ciego) y un
mismo individuo es expuesto en momentos diferentes al
tratamiento tanto con la composicién  que contiene
microerganismos comno con el placebo (cruzado o
crossover}, de conformidad con una secuencia aleatoria.

En una forma de realizacién de la invencidén, dicho
protocole comprende las siguientes etapas: 1) una etapa
de preadmisién, en la cual preferentemente los individuos
no ingieren la composicién que comprende microorganismos
o el placebo; y/o 2) una primera etapa de tratamiento, en
la cual preferentemente los 1individuos ingieren la
composicidén gque comprende microorganismos o el placebo;
y/o 3) una etapa de eliminacién (wash-out), en la cual
preferentemente los individuos no ingieren la composicién
que comprende microorganismos o el placebo; y/o 4) una
segunda etapa de tratamiento, en la cual preferentemente
los individuos ingieren el placebo o la composicidén que
comprende microcrganismos.

La ingestidén de la etapa 2 y de la etapa 4 tiene
lugar de modo aleatorio, doble <ciego <como se ha

especificado con anterioridad. Queda claro que el
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individuo que ingiere el placebo en la primera etapa
ingeriréd la composicidén que comprende microorganismos en
la segunda etapa y viceversa.

Preferentemente la duracién de las diferentes etapas
del protocolo es la misma. En particular, la duracién de
al menos una de esas etapas, preferentemente de todas las
etapas, es de aproximadamente cuatro semanas.

En el contexto de la presente invencidén, el término
wash-out significa un periodo que transcurre entre dos
etapas de ingestién de 1la composicidén que comprende
microorganismos o del placebo en la cual el individuo no
ingiere nada y, por ende, deberia “eliminar” lo que ha
ingerido con anterioridad, es decir un periodo de falta
de tratamiento con el cometido de eliminar todo efecto
residual.

En una forma de realizacién de la invencidn, la
composicidén de 1la presente invencidén preferentemente
viene ingerida una vez por dia, mds preferentemente
después de despertarse.

Alternativamente, también es posible ingerirla a la
tarde, preferentemente al menos 3 horas después de las
comidas.

Preferentemente la etapa de recoclectar informacién
concerniente al estado de salud y/o a las costumbres
alimenticias del individuo es llevada a cabo recolectando
dicha informacidén en un cuestionario. Dicho cuestionario
viene redactado éd hoc para recolectar datos
concernientes al estado de salud y/o a las costumbres

alimenticias de un individuo que pone en acto el método

de la invencidn.

\S
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En particular, dicho cuestionario es una hoja
estandar sobre la cual se formulan preguntas relacionadas
con el estado de salud y/o las costumbres alimenticias de
dicho individuo. Por lo que concierne al estado de salud,
el individuo puede contestar usando escalas de puntuacién
asocladas con cada pregunta. Preferentemente la escala de

puntuacién es una escala digital verbal (Verbal Numeric

Scale = VNS), una_ escala analégica visual (Visual
Analogue Scale = VAS) o una escala de puntuacién verbal
(Verbal Rating Scale = VRS). Por lo que concierne a las

costumbres alimenticias, el individuo puede contestar
indicando los alimentos que consuma cotidianamente,
especificando, de ser posible, también las cantidades que
consume.

Preferentemente, la etapa de recolectar informacién
es llevada a cabo al inicic de la etapa de preadmisién
y/o antes y/o después de la primera etapa de tratamiento
y/o antes y/o después de la finalizacién del segundo
tratamiento.

Preferentemente la obtencién de al menos una muestra
fecal tiene lugar al 1inicio y/o al final del primer
tratamiento y/o al inicio y/o al final del segundo
tratamiento.

Preferentemente la muestra fecal es tomada con una
antelacidén no superior a 48 horas, mas preferiblemente
con una antelacién no superior a 24 horas antes de ser
procesada o conservada a una temperatura preferiblemente
comprendida entre +4°C y -20°C, maAs preferiblemente a -
20°C, por un periodbo de tiempo que preferiblemente no

supera los 7-10 dias. La conservacién de la muestra fecal

\(o
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antes de procesarla o conservarla a una temperatura baja

preferiblemente tiene lugar a temperatura ambiente.

La etapa de analizar la microbiota por andlisis
metagendémico de la muestra fecal es llevada a cabo sobre
acidos nucléicos, preferiblemente sobre el ADN (en inglés

DNA) extraido de la micrcbiota fecal.

En particular, el andlisis de la microbiota mediante

anadlisis metagenémico comprende al menos una de las

siguientes etapa, pero preferiblemente todas:

° extraccidén de &cidos nucléicos, preferiblemente del

DNA de la muestra fecal; vy

° tipificacién de modo molecular de la microbiota

fecal.

La extraccidn de los é&cidos nucléicos en general, y

del DNA en particular, de la muestra fecal se logra

usando los procedimientos a tal efecto que cualguier

persona avezada en la técnica conoce.

En una forma de realizacidén de 1la invencién, la
tipificacion de las poblaciones de microorganismos se
obtiene analizando la secuencia nucleotida de al menos
una porcidén del gen’ codificador por una subundad del
ribosoma, preferiblemente la subunidad 16S del ribosoma,
es decir el gen codificador para la molécula rRNA 16S.

A tal efecto, el DNA extralide de las muestras
fecales viene amplificado usando técnicas conocidas en el
sector, por ejemplo mediante PCR. Preferiblemente, 1la
amplificacidn se obtiene usando un par de
oligonucleodotidos (cebadores o primers); preferiblemente

usando SEQ ID NO: 1 (Probio Uni 5’-CCTACGGGRSGCAGCAG-3')

y SEQ ID NO: 2 (Probio Rev 5’-ATTACCGCGGCTGCT-3') (Milani
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C, Hevia A, Foroni E, Duranti S, Turroni F, et al. (2013)

Assessing the Fecal Microbiota:

An Optimized Ion Torrent
168

rRNA Gene-Based _Analysis Protocol. PLoS ONE 8(7):
e68739).

Las condiciones para llevar a cabo la PCR pueden

variar en funcién de la calidad y la cantidad de é&cido

nucléico que se desea amplificar y/o de los primers que

se usan. De todos modos, la

configuracién de 1las

condiciones de PCR es una actividad de rutina para toda

persona experta en la técnica.

Preferiblemente, a posteriori las porciones de &cido

nucléico amplificadas vienen secuenciadas.

A tal efecto una perscna avezada en la técnica puede

usar cualquier metodo conocido. Preferiblemente, los
métodos empleados vienen seleccioconados entre:
secuenciacidén basada

en el método de Sanger, métodos de
pirosecuenciacién y método de secuenciacién de

Ion
Torrent.

En el caso de 1Ion Torrent, es preferible usar
primers que preferiblemente tienen en la extremidad 5’
secuencias adaptadoras. En la forma de realizacién
sumamente preferida de la ©presente invencién, las

secuencias adaptadoras son SEQ ID NO: 1 y 2.

Una vez que las secuencias han sido obtenidas y, por
ende,

una vez que las poblaciones de microorganismos de
la microbiota fecal han sido tipificadas, preferiblemente
la comunidad de microorganismos viene caracterizada por

medio de programas de agrupamiento jerdrquico o analisis

taxondmico y/o construyendo dendrogramas filogenéticos,
preferiblemente

con mapas de calor.

A tal efecto, el
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software QIIME es muy preferido a los fines de la
presente invencidn.

Finalmente, preferiblemente los datos obtenidos a
partir de los andlisis de caracterizacién vienen
analizados con métodos estadisticos de tipo paramétrico
y/0 no paramétrico.

Otro aspecto de la presente invencidédn se refiere a
un kit para poner en acto el método de.conformidad con la
presente invencién, dicho kit comprendiendo:

- un cédigo de identificacidén del kit;

- al menos una formulacién oral de una composicién que
comprende microorganismos, preferiblemente perteneciente
a la especie Lactobacillus paracasei, mis preferiblemente
a la cepa Lactobacillus paracasei DG, en una cantidad
comprendida entre 1 y 50 mil millones de unidades
formadoras de coloniés (Colony Forming Unit = CFU) de
microorganismos, preferiblemente 15-30 mil millones, mas
preferiblemente 2=25 mil millones de CEUs de
microorganismos;

- al menos una formulacién oral de un placebo que no
contiene microorganismos;

dicha composicién de microorganismos siendoc tomada de
conformidad con un protocolo aleatorizado, cruzado, doble
clego, controlado réspecto a dicho placebo, vy dicha
composicidén que comprende microorganismos y dicho placebo
siendo identificados mediante un cédigo.

Preferiblemente el placebo es idéntico
estéticamente, es decir su forma es la misma, pero
difiere de modo substancial de dicha formulacidén oral de

una composicidn que comprende microorganismos,

\%
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preferiblemente perteneciente a la especie Lactobacillus
paracasei, mas preferiblemente a la cepa Lactobacillus
paracasei DG. La formulacidn oral del placebo no contiene
microorganismos.

En wuna forma -de realizacidén preferida de la
invencién, el kit comprende al menos 28 capsulas o
comprimidos o pastillas o comprimidos por via oral o
capsulas duras o sobrecitos que contienen la formulacién
oral de la composicién que comprende microorganismos, v,
preferiblemente, la misma cantidad de comprimidos o
pastilla o comprimidos por via oral o cépsulas duras o
sobrecitos que contienen la formulacién oral de placebo.

De conformidad " con wuna forma de realizacién
preferida de la invencién, dicha al menos una formulacién
oral es al menos una capsula, al menos un comprimido, al
menos una pastilla, al menos un comprimido por wvia oral,
al menos una céapsula dura, al menos un sobrecito o al
menos una pildora.

Dichas formulaciones orales vienen identificadas
mediante un cédigo, por ejemplo un cdédige de colores, un
cébdigo numérico, un coédigo alfabético o un cddigo
alfanumérico. A los fines del método, dicho «cédigo
servira para entender cuando la composicién que comprende
microorganismos ha sido tomada y cuando ha sido tomado el
placebo como se ha descrito con anterioridad.

Las formulaciones orales son idénticas en términos
estéticos, es decir su forma es la misma, pero difieren
en su sustancia porgque una contiene la composicidédn que
comprende microorganiémos mientras gque la otra contiene

un placebo. Rdemés, las dos formulaciocnes son
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identificadas individualmente mediante un cédigo.

De este modo, la composicidn que comprende
microorganismos y el placebo contenidos en un kit son
tales de ser indistinguibles por parte de un individuo.
Ademas, la composicidén que comprende microorganismos y el
placebo contenidos en el kit son identificados
univocamente mediante un cédige cualquiera, por ejemplo
un coédigo de colores, un cdédigo numérico, un cédigo
alfabético o un cédigo alfanumérico.

La correspondencia de este cdédigo con la naturaleza
de la sustancia, es decir si es 1la composicidén que
comprende microorganismos o el placebo, la conoce
solamente el fabricante del kit.

De conformidad con otra forma de realizacién de la
presente invencidn, el kit ademds comprende cuestionarios
redactados ad hoc para recolectar datos concernientes al
estado de salud del individuo que pone en acto el método
de la invencién.

En particular, Yo cuestionarios son hojas
estandares sobre las cuales se formulan las preguntas
relacionadas al estado de salud y/o a las costumbres
alimenticias de dich6 individuo. Por lo que concierne al
estado de salud, el individuo puede contestar usando
escalas de puntuacidén asociadas con cada pregunta. La
escala de puntuacién preferiblemente es una escala
digital verbal (Verbal Numerical Scale = VNS), una escala
analdégica visual (Visual Analogue Scale = VAS) o una
escala de puntuacién (Verbal Rating Scale = VRS). Por lo
que concierne a las costumbres alimenticias, el individuo

puede contestar indicando los alimentos que consume

(B}
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cotidianamente, especificando, de ser posible, también

las cantidades gue consune.
Otro aspecto de la presente invencidn se refiere al

uso de dicho kit para fines de diagndstico vy/o

terapéuticos,

EJEMPLO
Tratamiento.
Se llevd cabo un estudio aleatorizade, c¢ruzado,

doble ciego, controlado con placebo de intervencidn

dietética sobre individuos sanos.

Los voluntarios fueron admitidos en base a los

siguientes criterios:

mujeres y hombres sanos, de

criterio de inclusién:

una edad comprendida entre 18 y 55 aflos que hayan firmado

el formulario de consentimiento informado;

— criterios de exclusidn: tratamiento antibidtico

durante el mes anterior al examen; episodios de enteritis

viral o bacteriana en los dos meses anteriores al primer

examen; Ulceras gastrica o duodenal en los 5 aros
embarazco © amamantamiento;

anteriores al primer examen;

casos de alcoholismo recientes o supuestos y consumo de

drogas; otras condiciocnes de no cumplimiento con el

protocolo de estudio.-
La intervencidén dietética probidtica fue llevada a

con un disefioc cruzado, como esté

cabo de conformidad

esquematizado en la Tabla I de abajo.

Tabla I

Proadmisidn Tratamiento 1 Wash-up Tratamiento 2
4 semanas 4 semanas

4 semanas 4 semanas
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Entrevista 1 (v0) 2 (V1) 3(v2) 4{v3) 5(vd)

Racoleccién de muestra fecal | 1 2 3 4

L ! | 1

Analisis metagendmico de la microbiota facal

En la etapa <de preadmisién (4 semanas) los
voluntarios siguieron sus dietas acostumbradas, sin
consumir productos lacteos fermentados probidticos (por
ende, el yogurt tradicional fue permitido), suplementos
dietéticos  probidticos o suplementos dietéticos
prebidticos.

Al final del periodo de preadmisién, los voluntarios
fueron aleatorizados para recibir una cépsula por dia de
un probiético o placebo por 4 semanas.

A titulo ejemplificador, como probidtico para
suministrar se empled Enterclactis Plus; estd constituido
por cépsulas de 420 mg que contienen 24 mil millones de
unidades formadoras de colonias (CFU
= Colony Forming Unit) de Lactobacillus paracasei, cepa
DG.

El placebo consistia en cépsulas con el mismo
aspecto gue tenian los probidticos, obviamente sin el
agente probidtico.

El sabor y el color de la sustancia activa (es decir
el probidético) y del placebo eran iguales.

El producto fue tomado a la mafiana con el estémago
vacio, al menos diez minutos antes del desayunoc o, en
caso de olvido, a la tarde antes de ir a dormir y de
todos modos al menos dos horas despuéS de la ultima

comida.

Después de las primeras cuatro semanas de
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tratamiento, los voluntarios pasaron un periodo de cuatro
semanas de eliminacién (wash-out) igual al periodo de
preadmision,

Al final del periodo de wash-out, los voluntarios
tomaron una capsula por dia de Enterolactis Plus o
placebo por cuatro semanas de conformidad con el disefio
cruzado descrito arriba.

Resumiendo, el estudic implicd 4 etapas, cada una de

las cuales de una duracidén de 4 semanas:

° Etapa de preadmisidn: los 1individuos no fueron
sometidos a ningun tratamiento con Enterolactis Plus vy

tampoco al tratamiento con placebo.

° Tratamiento 1: los individuos fueron sometidos a
tratamiento con Enteroclactis Plus o al tratamiento con el

placebo.

° Wash-out: los individuos nc fueron sometidos al
tratamiento con Enterolactis Plus y tampoco al

tratamiento con placebo.

° Tratamiento 2: los individuos fueron sometidos al
tratamiento con el placebo o al tratamiento con
Enterclactis Plus, respectivamente.

Examenes y recoleccidén de muestras.

Al comienzo cada voluntarios fue instruido sobre
come seguir todo el procedimiento, el cual implicé un
total de 5 reuniones por voluntario.

Durante la primera reunién, se obtuvo el
consentimiento 1informado vy los datos personales del
voluntario. Ademas, el voluntario recibidé informacién

general acerca de como debla ser llevado a cabo el

b
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estudio y fue instruido acerca de los cambios a aplicar
en la dieta durante las siguientes 4 semanas de
preadmision (prohibicidén de consumir 1los productos
especificados con anterioridad).

Después de 4 semanas, el voluntario fue a la segunda
reunién con una muestra fecal (muestra TO0), recolectada
durante las precedentes 24 horas en un contenedor
especial entregado durante la primera reuniodn.

Para aseqgurar una éptima conservacidn, las muestras
fecales fueron conservadas a temperatura ambiente vy
llevadas al laboratorio dentro de 24 horas.

Durante la segunda reunidén, ademés, al voluntario le
fue dado el producto probidtico (o placebo) a tomar
durante las préximas 4 semanas. Ademds, el voluntario fue
instruido sobre coémo tomar el producto.

Al final de las 4 semanas de tomar el producto (o
placebeo), el voluntario fue a la tercera reunién con otra
muestra fecal (muestra T1l) recolectada durante las 24
horas precedentes.

Durante la tercera reunién, el voluntario rellend un
cuestionario sobre los posibles efectos, tanto benéficos
como no deseados, consiguientes del consumo del producto.

Luego, el voluntario fue instruido acerca de las
préximas 4 semanas, durante las cuales nuevamente no
deberia tomar los productos antes mencionados.

Al final de esas 4 semanas, el voluntario fue a la
cuarta reunidén con una muestra fecal (muestra T2) vy
recibid el producto probidtico (o placebo) a tomar
durante las prdximas 4 semanas.

Finalmente, después de 4 semanas de tomar el

5
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producto (o placebo), el voluntario fue a la quinta
reunién para entregar la 10ltima muestra fecal (muestra
T3} :

Durante esta Gltima reunidn, el voluntario rellend
un cuestionario semefante al recibido durante la tercera
reunién.

Todas las muestras fecales recolectadas fueron
almacenadas a -20°C por un periodo no superior a 7 dias
antes de ser sometidas al andlisis de la microbiota.

Anadlisis de microbiota fecal

La microbiota fecal fue evaluada analizando la
secuencia nucledtida de porciones del gen codificador de
la subunidad bacteriana rRNA 16S. Mas en particular, fue
adoptada una estrategia metagendmica; la cual,
sucintamente, consisten en las siguientes etapas:

1. extraer, cuantificar Y normalizar el DNA
metagendémico proveniente de las muestras fecales;
2. amplificar la regidén hipervariable V3 del gen

bacteriano codificador de la 16S rRNA mediante PCR;

3 cuantificar los productos de PCR;
4. secuenciar los productos de amplificacién;
51 analizar bioinformaticamente las secuencias.

Los procedimientos de conformidad con las etapas 1 y
3 son técnicas muy conocidas en el sector y, por ende, se
llevan a cabo con los protocolos usados normalmente en
este campo. Por ejemplo, los métodos descritos en los
manuales de laboratorio como los de Sambrook et al. 2001,
o Ausubel et al. 1994,

La etapa 2 de amplificar la regidén V3 de los genes

RNA ribosomal 16S fue llevada a cabo por medio de la
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técnica de amplificacién de DNA conocida como PCR, usando
Probio_Uni 5’-CCTACGGGRSGCAGCAG-3’ (SEQ ID NO: 1)
Probio Rev 5’'-ATTACCGCGGCTGCT-3’ (SEQ ID NO: 2)
oligonucledtidos (cebadores o primers).

En particular, el par de primers SEQ ID NO: 1 y 2
amplifica la regidén V3 del gen rRNA 16S.

La etapa 4 puede ser llevada a cabo con las técnicas
conocidas en el sector para tal fin, por ejemplo técnicas
basadas en el método Sanger, pirosequenciado o el método
de secuenciacién Ion-Torrent Fusion Primers usado en el
ejemplo especifico de la presente invenciodn de
conformidad con el protocolo descrito en la seccién
materiales y métodos del articulo cientifico de Milani et
al. (2013).

En el caso de la técnica de Ion Torrent, los primers

son proyectados y sintetizados de manera de incluir, en

la extremidad 5', una de las dos secuencias adaptadoras

usadas en esta especifica técnica de secuenciacién de
DNA. En este caso, las secuencias adaptadoras fueron SEQ
ID NO: 1 y 2.

Las condiciones bajo las cuales fue llevada a cabo
la PCR son las siguientes:
° 5 minutos a 95°C;
° 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, vy 90
segundos a 72°C por 35 ciclos:
° 10 winutes @ 1250,

Al final de la PCR fue verificada la integridad de
lo amplificédo mediante electroforesis.

La etapa 5 del método, necesaria para caracterizar

las comunidades microbianas, puede ser llevada a cabo con
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numerosas técnicas conocidas en la actualidad a tal
efecto. Mas en particular, se utilizé andlisis de
agrupamiento jerdrquico, analisis taxonémico y
construccién de dendogramas filogenéticos con mapas de
calor de conformidad con el protocolo descrito en la
seccién materiales y métodos del articulo cientifico de
Milani et al. (2013) ; mas en particular, el andlisis de
datos de secuencia fue llevado a cabo usando el software
QIIME.

Anadlisis estadistico de los datos

El analisis estadistico fue llevado a cabo usando el
software STATISTICA (Statsoft 1Inc., Tulsa, Oklahoma,
EEU0% ¥ &

Para detectar diferencias significativas, los datos
fueron analizados . usando métodos estadisticos
paramétricos (ANOVA multivariado e invariado de medidas
repetidas) y no paramétricos (Wald-Wolfowitz y Mann-
Whitney) .

La normalidad de la serie de datos (importante para
ANOVA) fue evaluada por medio de los tests Shapiro - Wilk
y Kolmogorov—-Smirnov.

Resultados del tratamiento

El estudio fue- completado por un total de 22
individuos (11 mujeres y 11 hombres).

Al comienzo fueron admitidos treinta y tres
individuos, pero 11 de ellos se retiraron antes de tiempo
por distintos motivds: consumo de antibidticos (4), no
querer segulr el estudio (1), frecuentes episcdios de
diarrea (1), consumo de otros probiéticos durante el

periodo de estudio (3), cambio drédstico de las costumbres
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alimenticias (1) y gripe estacional con episodios de
diarrea (1).
A la conclusidén del estudio vy finalizacién del
analisis de los resultados de los dos tratamientos, se
descubrié lo oculto ? se observé que: el tratamiento A

era el tratamiento activo, que contenia ILactobacillus

paracaseil DG; el tratamiente B era el ©placebo,
exteriormente igual al tratamiento activo, pero sin
lactobacilli.

Cuando fueron analizados los datos obtenidos del
estudio, se observd una elevada estabilidad, desde el
punto de vista taxondmico, de la microbiota intestinal de
los participantes al estudio.

En efecto, se halldé que:

a) Dos divisiones bacterianas de las 15 identificadas,
es declr, Bacteroidetes y Firmicutes, constituyen mas del
90% de las secuencias;

b) 11 familias de las 131 identificadas constituyen mas
del 90% de las secuencias; vy

o4 20 generos de los 262 identificados constituyen més
del 90% de las secuencias.

Asimismo, este estudio confirmé que la microbiota
intestinal humana a niveles taxondmicos inferiores (es
decir a los niveles de familia y género) es altamente
variable de un individuo a otro.

Por lo tanto, la evidencia experimental puso de
manifiesto la necesidad de llevar a cabo, sobre una
poblacidédn sana, experimentos de intervencién cruzada para
impedir qua la variabilidad marcada intraindividuos

esconda los posibles efectos del tratamiento probidtico o

o
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conduzca a falsos positivos estadisticos.

Cuando fueron evaluadas las modificaciones inducidas
en la microbiota intestinal por los dos tratamientos,
surgié una diferencia estadisticamente significativa en
términos de géneros exclusivamente en el dgrupo que
recibidé el tratamiento con Lactobacillus paracasei DG
(tratamiento activo). Mas en particular, se observd un
aumento del género Coprococcus. En efecto, como se puede
ver en las figuras 1.1, 2.1 y 2.2, antes y después del
tratamiento con Lactabacillus paracasei DG se observd un
aumento estadisticamente significativo de coprococci. Por
el contrario, en el grupo gue recibidé el tratamiento con
placebo se cbservd una moderada reduccidén de los mismos.

Ademas, después del tratamiento c¢on Lactobacillus
paracasei DG, se observé una reduccién estadisticamente
significativa de bacterias del género Blautia. Por el
contrario, en los grupos que recibieron el tratamiento
con placebo se obser;é un moderade aumente (figuras 1.2,
Pocll 5 i e

Los Coprococci se hallan entre los principales
productores de butiratoc a nivel intestinal.

El butirato es un compuesto fundamental a nivel
intestinal, puesto que por un lado contribuye a
restablecer la integridad de la mucosa intestinal y a
mantenerla a lo largo del tiempo, y por otro lado tiene
importantes efectos antiinflamatorios, hasta el punto que
se usa como un coadyuvante para tratamientos dietéticos
para colopatias intestinales (por ejemplo, enfermedades
intestinales inflamatcrias crénicas).

Ademas, un andlisis de sus genomas revela gue esas

40
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bacterias pueden usar succinatc como substrato de
fermentacién.

Esta informacién es fundamental, en consideracién
del hecho que los miembros del género Blautia generan
acetato y succilnato como productos finales principales de
la fermentacidén de glucosa.

El succinato es' considerado un factor ulcerdgeno,
por ende capaz de agravar la condicidén de individuos con
colitis ulcerosa, puesto que es el probable responsable
del dafilo muccsal presente sobre todo en las etapas
activas de la enfermedad.

En conclusidn, como consecuencia del tratamiento con
un probidético, en este caso como consecuencia de la
suministracién de Lactobacillus paracasei DG, se observa
un incremento de las bacterias que pertenecen al género
Coprococcus Vi por ende, un incremento de la
concentracién intestinal de butirato.

Al mismo tiempo, se observa una reduccién de la
concentracidén de succinato, que puede ser responsable del
dafio mucosal de individuos con colitis ulcerosa, de
manera directa, porque como consecuencia del tratamiento
con el probidético, en este caso como consecuencia de la
suministracién de Lactobacillus paracasei DG, se tiene
una reduccién de las bacterias pertenecientes al género
Blautia, vy, de manera indirecta, porque la aumentada
poblacidn de coprococci, ademds es capaz de disminuir la
concentracién de succinato usandolo come substrato en su
procesoc de fermentacidn.

En conclusidén, como consecuencia del tratamiento con

el probidtico, en el ejemplo especifico como consecuencia
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de la suministracidén de Lactobacillus paracasel DG, se
tiene un aumento de la concentracidén de acido butirico en
las heces de los individuos, con simultédnea reduccidén de
otros acidos organicos, como por ejemplo acido succinico.

Finalmente se usaron los datos correspondientes a la
composicién de microbiota fecal para un anédlisis
bioinformatice orientado a una reconstruccioén virtual del
metagenoma basado en el conocimiento de los genomas
bacterianos (Ckuda S5, Tsuchiya Y, Kiriyama C, Itoh M,
Morisaki H. Virtual metagenome reconstruction from 163
rRNA gene sequences. Nat Commun. 2012;3:1203); en otros
términos se establecid in silico cuales genes potenciales
estan presentes y en qué abundancia en una determinada
microbiota. Este andlisis permitid verificar un aumento
putativo de los genes codificadores para la sintesis de
acido félico vy el metabolismo del Acido nicotinico
(figuras 3 y 4). Esas dos moléculas representan vitaminas
importantes para el huésped humano (denominadas vitamina
B9 y B3 respectivamente). La vitamina B9, en particular,
representa un factor nutricional de primaria importancia,
cuyo déficit, especialmente en condiciones fisioldgicas
especificas, como por ejemplo embarazo, puede conducir a
graves consecuencias para la salud. El tratamiento con el
probidtico usado en este estudio, por lo tanto, podria
favorecer 1la habilidad de 1la microbiota intestinal a
producir acido félico (wvitamina B9), con consiguiente

beneficio nutricional para el huésped humano.
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NOVEDAD DE LA INVENCION
Habiendo descrito la bresente invencidén se considera como
novedad y por lo tantc se reclama como propiedad 1lo
descrito en las siguientes reivindicaciones:

l.- Método in vitro para determinar el cambio de la
composicién de la microbiota fecal de un individuo como
consecuencia de consumir una composicidédn que comprende
microorganismos y un placebo, segun un protocolo
aleatorizado, cruzado, doble ciego, controlado con
placebo, dicho método-comprendiendo las etapas de:

{1) recolectar informacidn acerca del estado de salud
y/o de las costumbres alimenticias de dicho individuo
antes y/o durante y/o después de tomar la composicidn o
el placebo segun dicho protocolo;

(1i) obtener una muestra fecal del individuo antes vy/o
durante y/o después de tomar la composicidén o el placebo
segun dicho protocolo;

(iii) analizar 1la microbiota 1llevando a cabo un
analisis metagendmico sobre la muestra fecal obtenida
segun la etapa (ii);

(iv) comparar, preferiblemente cualitativa y/o
cuantitativamente, la microbiota fecal del individuo
antes y/o durante y/o después de tomar la composicidn o
el placebo seguin dicho protocolo.

2.~ Método segun la reivindicacién 1, donde dichos
microorganismos son bacterias y/o levaduras tomadas
individualmente o en combinacidn.

3.- Método segin la reivindicacién 1 o 2, donde
dichos microorganismos pertenecen al género seleccionado

entre: Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus,

7
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Propionibacterium, Streptococcus, Lactococcus, Aerococcus

y Enterococcus; preferiblemente dicho microorganismo es

una bacteria del género Lactobacillus y/o
Bifidobacterium.
q.- Método segun una cualguiera de las

reivindicaciones de 1 a 3, donde dichos microorganismos

son bacterias del género Lactobacillus seleccionado entre
las especies: Lactobacillus paracasei, Lactobacillus

acidophilus, Lacteobacillus amylolyticus, Lactobacillus

amylovorus, Lactobacillus alimentarius, [Lactobacillus

aviarlies, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri,

Lactobacillus casei, Lactobacillus cellobiosus,

Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus crispatus,

Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus farciminis, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus hilgardii,

Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus kefiranofaciens,

Lactobacillus kefiri, Lactobacillus mucosae,
Lactobacillus panis, Lactobacillus collincides,
Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pontis,
Lactobacillus reuferi, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus sakei, Lactobacillus salivarius %
Lactobacillus sanfranciscensis.

5. = Método segln una cualquiera de las

reivindicaciones de 1 a 4, donde dichos microorganismos

son bacterias de la especile Lactobacillus paracasel, mas
preferiblemente es la cepa Lactobacillus paracasei DG.

6.- Méetodo ‘segun una cualqgquiera de las
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reivindicaciones de 1 a 5, donde dichos microorganismos

estan presentes en la composicién en una cantidad

comprendida entre 1 vy 50 mil millones de unidades

formadoras de colonias (Colony Forming Unit = CFU) de

microorganismos, preferiblemente 15-30 mil millones, mas
preferiblemente de 20 a 25 mil millones de CFUs de

microorganismos.

P Método segin una cualquiera de las

reivindicaciones de 1 a 6, donde dichos microorganismos

estan presentes en la composicidén como microorganismos

vivos o muertos, o en la forma de lisatoc o extracto.

8 .= Método segun una cualquiera de las

reivindicaciocnes de 1 a 7, donde la composicién que

comprende microorganismos es formulada para

suministracién oral, preferiblemente en forma sélida,

preferiblemente con la forma de pastillas, capsulas,

comprimidos, polve granular, cédpsulas duras, granulos

solubles en agua, sobrecitos o pildoras.

e Método segun una cualquiera de las
reivindicaciones de 1 a 8, donde el analisis metagendmico
comprende al menos una de las siguientes

etapas,

preferiblemente todas:

extraccién de los acidos nucléicos, preferiblemente

DNA, de la muestra fecal, vy

g tipificacidn molecular de los microorganismos
presentes en la microbiota fecal.
10.- Método segin la reivindicacidén 9, donde 1la

tipificacién de la microbiota fecal es llevada a cabo

analizando la secuencia nucleotida de al menos una

porcién del gen codificador de 1la subunidad 16S de
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ribosoma.

11.- Método segun la reivindicacién 8 o 10, donde la
tipificaciodn de la microbiota fecal se obtiene
amplificando la secuencia nucleotida de al menos una
porcién del gen codificador de 1la subunidad 16S de
ribosoma mediante PCR.

12.- Método segun la reivindicacién 11, donde la PCR
es llevada a cabo usando SEQ ID NO: 1 vy 2.

13.- Método segin la reivindicacidén 11 o 12, donde
la secuencia nucleotida amplificada es secuenciada,
preferiblemente usando la técnica de secuenciacién de Ion
Torrent:

14 .- Método seqgun una cualquiera de las
reivindicaciones de 9 a 13, donde los microorganismos
vienen caracterizados por medio de programas de
agrupamiento Jerarquice y/o andlisis taxondémico, y/o
construyendo dendogramas filogenéticos, preferiblemente
con mapas de calor.

15.- Método segln la reivindicacién 14, donde los
resultados de la caracterizacién vienen analizados usando
métodos estadisticos paramétricos y/o no paramétricos.

16.- Kit para llevar a cabo el método segun una
cualgquiera de las reivindicaciones de 1 a 15, que
comprende:

- un cédigo de identificacidén del kit;

= al menos una formulacidén cral de una composicidén gue
comprende microorganismos, preferiblemente de la especie
Lactobacillus paracasei, mas preferiblemente la cepa
Lactobacillus paracasel DG, en una cantidad comprendida

entre 1 y 50 mil millones de unidades formadoras de

| S



33
colonias (Colony Forming Unit = CFU) de microorganismos,
preferiblemente 15-30 mil millones, mas preferiblemente
de 20 a 25 mil millones de CFUs de microcorganismos;
- al menos una formulacién oral de un placebo gue no
contiene microorganismos;
“ dicha composicidén de microorganismos siendo tomada :
de conformidad c¢on un protocolo aleatorizado, cruzado,
doble ciego, controlado respecto a dicho placebo, y dicha |
composicién que comprende dichos microorganismos y

placebo siendec identificados mediante un cédigo.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a un método para
determinar la actividad probidética/paraprobiética de una
composicién gue comprende microorganismos, en particular
bacterias, dicho método basadndose en la evaluacidn,
mediante anadlisis metagendémico, del cambio cualitativo
y/o cuantitativo de la microbiota fecal como consecuencia

de consumir la composicion.

Ademés, la presente invencidén se refiere a un kit

para llevar a cabo dicho método.
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Incornpleta D

(Art. 119 Decision 486100}

Indicacion que se S0

Completa

Indicacién que se SO

Completa D '

Comprobante de pago de las tasas establecidas -
Incompleta D

D Datos de i.de'nﬁfic:acién del solicitante o de la persona que presenta Ia solicitud

Comprobéhfé de pago de las tasas establecidas

licita Disefio industrial

D Datos de identificacién del solicitante o de Ilél persona que presenta [a solicitud
D Representacion grafica y fotografica del Disefio ifidustrial o ruestra del material que incorpora el
disefio '

(Art. 92 Decision 486/00)

licita un esquema de trazado

Representacion grafica de un esquema de trazado

_ [ncompleta D




