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Preparacion que comprende cepas probidticas para la degradacién del
gluten

La presente invencién se refiere a preparaciones que comprenden cepas
probidticas pertenecientes a los géneros Bacillus sp., Lactobacillus sp. y
Pediococcus sp. como células viables o extracto citoplasmatico de las mismas,
y proteasas y su uso para la degradacion segura del gluten en seres humanos
y durante la produccién de alimentos para seres humanos y animales.

El gluten es la principal red proteica de cereales tales como el trigo, el centeno
y la cebada. El gluten incluye a-gliadinas, y-gliadinas, Q-gliadinas, que portan
secuencias de péptidos con potencial inmunogénico y/o toxico (los ejemplos

mas destacados se enumeran en la tabla 1).

Gliadina Posicion Secuencia
a9-gliadina 57-68 QLQPFPQPQLPY
A-gliadina 62-75 PQPQLPYPQPQSFP

Y-gliadina 134-153  QQLPQPQQPQQSFPQQQRPF

a2-gliadina 57-89 LOQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF

Tabla 1: Péptidos de gliadina inmunogénicos

La digestion incompleta de gliadinas puede liberar estos péptidos, lo que da
lugar a reacciones adversas en individuos susceptibles. La bibliografia también
muestra la liberacion de péptidos inmunogénicos de las gluteninas, la otra
fraccion proteica que constituye el gluten. El espectro de trastornos
relacionados con el gluten incluye la enfermedad celiaca (EC), la alergia al trigo
(WA, por su sigla en inglés), la sensibilidad al gluten no celiaca (NCGS, por su
sigla en inglés) y el sindrome del intestino irritable sensible al gluten [1]. Si bien

estos trastornos tienen diferencias patogénicas, muestran sintomas
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relacionados y, como no son curables, se tratan evitando el gluten o alimentos
gue contienen gluten. Ademas, se ha sugerido que diversas otras afecciones
de salud (por e€j., esquizofrenia, atopia, fiboromialgia, endometriosis, obesidad,
sintomas gastrointestinales inespecificos) se benefician de la evitacién del
gluten [2]. Estos hechos explican el aumento de las dietas libres de gluten
(GFD, por su sigla en inglés); y dicha practica también se extiende a un nimero
grande y creciente de personas sanas Yy asintomaticas. Por ejemplo, de
acuerdo con lo informado, el 33% de la poblacién de EE. UU. quiere evitar el
gluten, y el 41% de la poblacién de atletas inform6 haber estado en una dieta
libres de gluten durante mas del 50% del tiempo [3].

Sin embargo, practicar una GFD se asocia con desafios y efectos adversos,
gue se deben tener en cuenta en una evaluacion de riesgos y beneficios, en
especial cuando no hay una indicacion clara para mantener una GFD, es decir,
cuando evitar el gluten es mas una eleccion de estilo de vida que una
necesidad médica. Una GFD a menudo esta desequilibrada, por e€j., debido a
gue se evitan los productos de cereales, con deficiencias de micronutrientes y
fibra, junto con un exceso de calorias y un mayor contenido de azlcar y grasas
saturadas que se encuentran en muchos alimentos que reemplazan el gluten [4
a 6]. Por lo tanto, los dafios potenciales de una GFD incluyen un retraso del
crecimiento/desarrollo en nifios y adolescentes, diversos trastornos asociados
con la desnutricion, la hiperlipidemia, la hiperglucemia y la enfermedad de las
arterias coronarias [6]. Ademas, la adherencia a largo plazo a una GFD puede
provocar disbiosis del microbioma intestinal con los consiguientes efectos
adversos para la salud [7].

En la actualidad, una GFD es la Unica terapia eficaz para pacientes con EC,
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WA y NCGS. En particular para la EC, la ingestion de gluten o proteinas
similares son el desencadenante del desarrollo y exacerbacién de la
enfermedad, por lo que es de vital importancia evitar estrictamente la ingestion
de gluten. Sin embargo, incluso los productos alimenticios considerados o
declarados libres de gluten a menudo contienen cantidades (trazas) de gluten
gue estan por encima de un limite seguro de ingesta de gluten (por lo general <
20 ppm para pacientes con EC). Para garantizar la seguridad alimentaria de los
pacientes con EC, se han concebido estrategias para apoyar la evitacion del
gluten o la desintoxicacion. Un determinante clave del destino intestinal del
gluten y la respuesta fisiol6gica al mismo es la microbiota intestinal, de acuerdo
con lo revelado a partir de experimentos con ratones colonizados
diferencialmente [8] y a partir de comparaciones de microbiota de pacientes
con EC versus individuos sanos [9, 10]. En consonancia con esto, se han
desarrollado diversas tecnologias dirigidas a la microbiota con el objetivo de
mejorar los trastornos relacionados con el gluten. Estas tecnologias se pueden
clasificar en: 1. Aplicacién oral de Lactobacillus spp. o Bifidobacterium spp.
para corregir la disbiosis asociada con GFD o trastornos relacionados con el
gluten, 2. Aplicacion oral de Lactobacillus spp. o Bifidobacterium spp. como
apoyo no especifico para los trastornos relacionados con el gluten a través de
mecanismos indefinidos. 3. Aplicacion oral de Lactobacillus spp. o
Bifidobacterium spp. para apoyar la degradacion del gluten, 4. Aplicacién oral
de péptido hidrolasas para apoyar la degradacion del gluten (“glutenasas”). La
degradacion de los epitopos del gluten toxicos/inmunogénicos requiere
actividades combinadas de las peptidasas PepN, PepO, Pepl, PepX, PepP
[11].
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Recientemente, se ha actualizado la clasificacion taxonomica de diversas
especies del género Lactobacillus, de acuerdo con Zheng J., Wittouck S.,
Salvetti E., Cmap Franz H. M. B., Harris P., Mattarelli P. W., O'Toole B., Pot P.,
Vandamme J., Walter K., Watanabe S., Wuyts G. E., Felis M.G., Ganzle A. y
Lebeer S., 2020. A taxonomic note on the genus lactobacillus: description of 23
novel genera, emended description of the genus lactobacillus Beijerinck 1901,
and Union of Lactobacillaceae and Leuconostocaceae. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology.

https://doi.org/10.1099/ijsem.0.004107. De particular relevancia en el contexto

de esta invencidn son las siguientes especies:

Denominacién “antigua” Denominacién actualizada (desde 2020)
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis

Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei

Lactobacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei

Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum

Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri

Lactobacillus sanfranciscensis Frutilactobacillus sanfranciscensis

El documento AU2015261774 AA reivindica el uso de Lactobacillus casei
(Lacticaseibacillus casei) IPLA12038 para prevenir o tratar la EC. Se ha
descrito que esta cepa degrada una cierta cantidad del 33-mer, pero no
cualquier otro péptido inmunogénico importante, en 12 horas y posee las
siguientes actividades enzimaticas: PepN 8,03 mEU/mg; PepQ 9,5 mEU/mg;
Pepl 0,58 mEU/mg; PepX 3,19 mEU/mg. La cepa no sobrevive a condiciones

acidas (pH < 3,0) y, por lo tanto, no ofrece una solucién técnica para los
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trastornos relacionados con el gluten.

El documento W0O2017139659 Al reivindica la escisién de motivos XPQ y solo
dos péptidos inmunogénicos (33-mer y 26-mer) por subtilisinas de especies de
Rothia.

El documento AU2008341708 AA reivindica el uso de Bifidobacterium longum
CECT 7347 en el tratamiento de trastornos relacionados con el gluten; no se
hace referencia a ninguna actividad de peptidasa o proteasa de esta cepa
contra el gluten o los epitopos criticos de la misma.

El documento WO17134240 Al reivindica composiciones que contienen las
especies Faecalibacterium prausnitzii, Butyricicoccus pullicaecorum, Roseburia
inulinivorans, Roseburia hominis, Akkermansia muciniphila, Lactobacillus
plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) y Anaerostipes caccae para el
tratamiento de la EC.

El documento US2017000830 AA reivindica composiciones que contienen
especies de Lactococcus y enzimas para mejorar la sensibilidad al gluten.
Francavilla et al. inform6 de una mejoria de los sintomas similares al sindrome
del intestino irritable (IBS, por su sigla en inglés) de pacientes con EC en una
GFD después de la aplicacion de una combinacion de cinco cepas de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium [12]. Este tratamiento se asocioé con un
cambio en la composicion de la microbiota intestinal; Sin embargo, no se
informaron los efectos de las cepas sobre la digestion del gluten. Mientras
tanto, el mismo grupo evalué las actividades de peptidasa in vitro de cepas de
Lactobacillus, que muestran actividades de hasta 10 mU/mg para PepN, 10
muU/mg para Pepl, 5 mU/mg para Pep, 25 mU/mg para PepQ para cepas de las

especies Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum), Lactobacillus
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bulgaricus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei), y Lactobacillus casei (Lacticaseibacillus casei)
[13]. La aplicacién combinada de diez de estas cepas condujo a la hidrdlisis de
los epitopos de gliadina enumerados en la Tabla 1 después de 24 horas de
incubacion. No se determind la supervivencia de las cepas en condiciones
gastricas y del intestino delgado, por lo que no se puede predecir la eficacia de
estas cepas en la digestion del gluten en el tracto gastrointestinal de los seres
humanos.

Herran et al. aisl6 27 cepas bacterianas pertenecientes a las especies L.
salivarius, L. rhamnosus, L. reuteri (Limosilactobacillus reuteri), L. casei
(Lacticaseibacillus casei), L. oris, L. gasseri, L. fermentum, L. crispatus, L.
brevis (Levilactobacillus brevis), B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, y
B. licheniformis del intestino delgado de seres humanos que mostraron
actividad proteolitica contra el 33-mer solo después de un tiempo de incubacion
muy largo de 24 horas y no contra otros péptidos [14]. De manera similar, se
encontré una actividad débil contra este epitopo para otras cepas de origen del
intestino delgado humano, incluidas nuevamente las especies B. subtilis, B.
pumilus y B. licheniformis [15].

El documento CA3069659A1 revela un método para la preparacion de harina
libres de gluten por medio de composiciones que contienen enzimas fangicas y
bacterias probibticas seleccionadas de las especies Bacillus amyloliquefaciens,
Lactobacillus brevis (Levilactobacillus brevis), Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri), y Lactobacillus helvetivus. No
se determiné la supervivencia de estas bacterias en condiciones gastricas y del

intestino delgado, por lo que no se puede predecir la eficacia de estas cepas en
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la digestion del gluten en el tracto gastrointestinal de los seres humanos.
Ademas, no se ha revelado el destino del gluten digerido por estas
composiciones; no se ha evaluado la aparicion o desapariciébn de péptidos
inmunogénicos ni la inmunogenicidad de los digeridos.

Se ha descrito el uso comercial de péptido hidrolasas con la intencién de
desintoxicar el gluten durante el procesamiento de alimentos [16] y en seres
humanos [17]. Sin embargo, los productos relacionados que contienen estas
enzimas tienen evidencia minima de eficacia [17].

En conclusién, los problemas de los trastornos relacionados con el gluten
siguen sin resolverse, ya que todas las aplicaciones mencionadas con
anterioridad tienen diversos problemas y no se han trasladado con éxito a la
clinica. Las aplicaciones 1 y 2 pueden proporcionar simplemente un beneficio
indirecto, ya que el problema subyacente de la toxicidad del gluten no se
aborda directamente. La aplicacion 3 se ha limitado hasta ahora a la digestion
ex vivo del gluten, la evaluacién de la actividad de proteasa Unicamente frente
a las proteinas del gluten/gliadina, lo que lleva a una digestién solo parcial, o la
evaluacion de la digestion de muy pocos péptidos del gluten inmunogénicos
después de tiempos de incubacion muy largos de 12 horas o mas.

La falta de una traduccion clinica exitosa se puede explicar por la escasa
supervivencia de las cepas microbianas combinadas en condiciones realistas
en el tracto gastrointestinal, y debido a la actividad limitada contra los péptidos
de gluten en las matrices alimentarias.

Los tratamientos con enzimas microbianas para pacientes con EC (Aplicacion
4) tienen la principal limitacién de la escasa resistencia proteolitica, el grado y

la duracién de la actividad enzimatica durante el trdnsito gastrointestinal [18].
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Ademas, incluso se consideran peligrosos porque solo pueden degradar
parcialmente el gluten y, por lo tanto, liberar epitopos toxicos [17].
El objetivo era superar estas limitaciones por medio del desarrollo de una
tecnologia inventiva y eficaz en base a las siguientes consideraciones:
= La degradacion del gluten/gliadina/glutenina durante la digestion
humana no es beneficiosa per se, porque la degradacion incompleta
puede conducir a la formacion de péptidos téxicos y/o inmunogénicos.
= Se han expresado preocupaciones sobre la seguridad de los medios
actualmente disponibles para desencadenar la degradacion del gluten
in vivo, ya que estos pueden hacerlo solo parcialmente y, por lo tanto,
pueden inducir o empeorar la toxicidad del gluten.
= Cualquier intento de desencadenar la degradacion del gluten in vivo
debe asegurarse de que dicha degradaciéon sea completa y conduzca a
productos de degradacion seguros.
= Dada la diversidad de secuencias de péptidos inherentes al gluten con
potencial inmunogénico, se requiere una combinacion de hidrolasas de
péptidos de diferentes microbios para asegurar la degradacién
completa de todos los péptidos.
= Dicha combinacion con preferencia es proporcionada por un consorcio
de microorganismos probi6ticos que son metabdlicamente activos y se
sinergizan entre si en partes relevantes del tracto gastrointestinal (es
decir, el estbmago y el duodeno) para la promocion de una digestién
segura, rapida y completa de las proteinas del gluten de las matrices
de alimentos relevantes a pequefios péptidos o aminoacidos no

téxicos, no inmunogénicos
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Fue concebido que tal sinergia se puede lograr por medio de la
combinacion de cepas resistentes a acidos y bilis con especificidades
de sustrato de proteina/péptido adecuadas y se ha hallado que
combinaciones de ciertos Lactobacillus sp., Bacillus sp., y en algunos
casos también Pediococcus sp., incluyendo sus extractos
citoplasmaticos, de nichos ecoldgicos especificos son utiles en

particular para eso.

En esta invencion se revela la aplicacion de consorcios compuestos por

especies de Lactobacillus y Bacillus, con la adicidon opcional de cepas de

Pediococcus como tecnologia para su uso en la degradacion del gluten en el

tracto gastrointestinal de seres humanos y animales asi como también durante

la produccién de alimentos.

La forma en que dicha tecnologia puede aportar un beneficio a las personas

gue la necesitan, asi como también a las personas dispuestas a minimizar su

exposicién al gluten por razones de precaucion o de otro tipo, es de la siguiente

manera.

(i)

(ii)

Eliminacion segura del gluten ingerido de manera intencional o
accidental como una cura o terapia complementaria para pacientes con
EC, WA y NCGS. La posibilidad de volver a una dieta convencional que
contenga gluten.

Eliminacion segura del gluten ingerido de manera intencional o
accidental como una cura o terapia complementaria para personas con
sintomas intestinales o extra intestinales inespecificos que pueden
surgir de la ingestién de gluten. La posibilidad de volver a una dieta

convencional que contenga gluten.
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(i) El ofrecimiento de una solucion para personas sin sintomas que
guieran minimizar su exposicion al gluten como alternativa para

adherirse a una GFD.

La presente invencién esta dirigida a preparaciones que comprenden especies
de Lactobacillus y Bacillus, con la adicién opcional de cepas de Pediococcus.
Estas nuevas preparaciones promueven la digestion del gluten en
péptidos/aminoacidos no téxicos y no inmunogénicos en el tracto
gastrointestinal humano y durante la produccion de alimentos que contienen
gluten.
Por lo tanto, el objeto de la presente invencidbn es una preparacion que
comprende consorcios de por lo menos una cepa probidtica seleccionada del
género Bacillus y por lo menos una cepa probidtica seleccionada del género
Lactobacillus, para su uso en la degradacion segura y completa del gluten.
La presente invencion esta dirigida a una preparacibn que comprende
consorcios de por lo menos una cepa bacteriana seleccionada del género
Bacillus y por lo menos una cepa bacteriana seleccionada del género
Lactobacillus, para su uso en la degradacién del gluten a un contenido de
gluten de 20 ppm 0 menos.
a) en la que dicho consorcio de cepas puede degradar el péptido de 12-
mer QLQPFPQPQLPY (SEC. ID NUM. 1), el péptido de 14-mer
PQPQLPYPQPQSFP (SEC. ID NUM. 2), el péptido de 20-mer
QQLPQPQQPQQSFPQQQRPF (SEC. ID NUM. 3), el péptido de 33-mer
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEC. ID NUM. 4).

En una configuracion preferida, el consorcio de cepas puede degradar el
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péptido de 12-mer QLQPFPQPQLPY (SEC. ID NUM. 1), el péptido de 14-mer
PQPQLPYPQPQSFP (SEC. ID NUM. 2), el péptido de 20-mer
QQLPQPQQPQQSFPQQQRPF (SEC. ID NUM. 3), el péptido de 33-mer
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEC. ID NUM. 4) en por lo
menos 1% o por lo menos 10%, o por lo menos 20% o por lo menos 30% o por
lo menos 40%, o por lo menos 50% o por lo menos por lo menos 60% o por lo
menos 70%, con preferencia por lo menos 80%, o por lo menos 90%, con
preferencia por lo menos 95%, con mayor preferencia por lo menos 98%.

El contenido de gluten se determina por medio de un ensayo de ELISA, con
preferencia por medio de la determinacion del gluten hidrolizado de acuerdo
con un método de analisis oficial internacional (OMA, por su sigla en inglés) de
la Asociacion de Quimicos Agricolas Oficiales (AOAC, por su sigla en inglés)
(Método Num. AACCI 38-55.01) mediante el uso de un sandwich basado en
anticuerpos R5 y ELISA competitivo (R5-ELISA) [22] o por medio de la
determinacién del gluten residual mediante el uso de un kit de detecciéon de
residuos de gluten de ELISA Systems (Windsor, Australia).

En una configuracién preferida, la preparacion es capaz de reducir el gluten
residual en por lo menos un 85%, con preferencia en por lo menos un 90%, con
mayor preferencia en por lo menos un 95% después de 6 hs, o en por lo menos
un 95%, con mayor preferencia en por lo menos un 98% después de 16 hs, o
por lo menos en un 99% después de 48 hs. De manera alternativa, la
preparacion es capaz de reducir los fragmentos de gluten en por lo menos un
90% después de 6 hs, 0 en por lo menos un 95% después de 16 hs, o en por lo
menos un 97% después de 48 hs.

En otra configuracion preferida, la preparacion es capaz de reducir el gluten
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residual en por lo menos un 95%, con preferencia en por lo menos un 97%
después de 6 hs, o en por lo menos un 99% después de 16 hs. De manera
alternativa, la preparacién es capaz de reducir los fragmentos de gluten en por
lo menos un 94% después de 6 hs, o en por lo menos un 97% después de 16
hs, 0 en un 100% después de 48 hs.
Otra configuracion preferida es una preparacién para su uso,
b) en la que dicho consorcio de cepas es capaz de degradar el gluten a
una digestidon que no provoca una respuesta inmunogénica o toxica en el
intestino delgado o explante de intestino delgado de un sujeto o animal
afectado por un trastorno relacionado con el gluten, y/o
c) en la que todas las cepas del consorcio sobreviven (menos de 2 log de
pérdida de UFC) condiciones gastricas simuladas (pH de 1,0 a 4,0) e
intestinales (pH de 5,4 a 6,8; de 0,05 a 0,6% de acidos biliares, o la
concentracion de &cidos biliares presentes en seres humanos bajo
condiciones in vivo), y/o
d en la que los miembros del consorcio tienen actividades
complementarias de PepP, PepO, PepX, Pepl y PepN con por lo menos
una actividad de peptidasa igual o superior a 3 U/g (PepP), 5 U/g (PepO),
20 U/g (PepX), 17 Ulg (Pepl), 20 U/g (PepN).
Las bacterias de las especies Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus
licheniformis y Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens y Lactobacillus
plantarum (Lactiplantibacillus plantarum), Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei), Lactobacillus sanfranciscensis
(Fructilactobacillus sanfranciscensis), Lactobacillus brevis (Levilactobacillus

brevis), Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri), y en algunos casos
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también Pediococcus sp. resultaron ser en especial adecuados para este
efecto.

Por lo tanto, en una forma de realizacién preferida, las cepas de Bacillus se
seleccionan de Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus
megaterium, con preferencia seleccionadas de Bacillus pumilus DSM 33297,
DSM 33355, DSM 33301, Bacillus subtilis DSM 33353, DSM 33298, Bacillus
licheniformis DSM 33354, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM 33356.

Las cepas de Lactobacillus se seleccionan de Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum), Lactobacillus casei (Lacticaseibacillus casei),
Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei), Lactobacillus brevis
(Levilactobacillus brevis), Lactobacillus sanfranciscensis (Fructilactobacillus
sanfranciscensis), Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri), con
preferencia se seleccionan de Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum) DSM 33362, DSM 33363, DSM 33364, DSM 33366, DSM 33367,
DSM 33368, DSM 33369, DSM 33370, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, DSM 33375, DSM 33376,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Lactobacillus
brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, Lactobacillus sanfranciscensis
(Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33378, DSM 33379.

En una forma de realizacion preferida, la preparacién para su uso de acuerdo
con la presente invencién comprende una o0 mas de las siguientes cepas:

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33363, DSM
33364; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373; L. brevis
(Levilactobacillus brevis) DSM 33377; Bacillus pumilus DSM 33297, DSM
33355, Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus megaterium DSM 33300 y
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Bacillus subtilis DSM 33353, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM 33367, DSM
33368; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375; L.
sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33379; Bacillus
pumilus DSM 33301, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM 33356, Bacillus
subtilis DSM 33298, DSM 33353 0

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366, DSM 33369;
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374; L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376; Pediococcus pentosaceus DSM
33371; L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33378;
Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus pumilus DSM 33301, Bacillus
megaterium DSM 33300, DSM 33356 y Bacillus subtilis DSM 33298, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Bacillus pumilus DSM
33297 y Bacillus megaterium DSM 33300, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Bacillus subtilis DSM
33298 y Bacillus pumilus DSM 33301.

Las preparaciones en particular preferidas para usar de acuerdo con la
presente invencion comprenden las siguientes cepas:

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Bacillus subtilis DSM
33298 y Bacillus pumilus DSM 33301, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, L.

paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, Lactobacillus reuteri
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(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus megaterium DSM 33300 y
Bacillus pumilus DSM 33297, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Lactobacillus reuteri
(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus megaterium DSM 33300,
Bacillus pumilus DSM 33297, Bacillus pumilus DSM 33355.

Las células de las cepas de la presente invencién pueden estar presentes en
las composiciones de la presente invencidon, como esporas (que estan
inactivas), como células vegetativas (que estan creciendo), como células en
estado de transicion (que estan pasando de células vegetativas a esporas), 0 a
la inversa), como extractos de células completas o como fracciones
enzimaticas enriquecidas o enzimas purificadas o como una combinacién de
por lo menos dos de estos tipos de células o extractos/aislados.

La presente invencién también estd relacionada con composiciones que
comprenden cepas microbianas a las que se han transferido genes de proteasa
aislados de las cepas mencionadas con anterioridad por medio de
procedimientos de clonacién y transferencia de genes y el uso de cepas
modificadas genéticamente como esporas (si corresponde), como células
vegetativas, como células en estado de transicion, como extractos de células
completas o como fracciones enzimaticas enriquecidas o enzimas purificadas o
como una combinacién de por lo menos dos de estos tipos de células o
extractos/aislados.

En una forma de realizacién preferida, la cepa probidtica esta presente en
forma latente o como células vegetativas. En una forma de realizacién

alternativa, se usan extractos citoplasmaticos o sobrenadantes exentos de
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células o biomasa eliminada por calor de las cepas probidticas.

En una forma de realizacion preferida adicional, la preparacibn ademas
comprende una 0 mas cepas probioticas, con preferencia seleccionadas de
Pediococcus sp., Weissella sp., con mayor preferencia Pediococcus
pentosaceus DSM 33371.

En una forma de realizacion preferida adicional, la preparacibn ademas
comprende uno o mas de los siguientes: proteasas microbianas purificadas a
partir de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Bacillus sp., Lactobacillus sp.,
Pediococcus sp., Weissella sp., Rothia mucilaginosa, Rothia aeria, subtilisinas,
natoquinasa, arabinoxilanos, fibra de grano de cebada, fibra de grano de
avena, fibra de centeno, fibra de salvado de trigo, inulinas, fructooligosacaridos
(FOS), galactooligosacaridos (GOS), almidon resistente, betaglucanos,
glucomananos, galactoglucomananos, goma guar, xilooligosacéridos, alginato.
La invencién también esta dirigida a preparaciones para su uso para el
tratamiento o la prevencion de trastornos relacionados con el gluten, con
preferencia seleccionados entre una enfermedad celiaca, la sensibilidad al
gluten no celiaca, la alergia al trigo y el sindrome del intestino irritable sensible
al gluten en un sujeto o animal en necesidad de la misma.

Ademas, la invencién esta dirigida a preparaciones para sSu uso en la
produccion de alimentos libres de gluten, a partir de cereales que contienen
gluten, tales como trigo, cebada, centeno y avena, que con preferencia
contienen menos de 20 ppm de gluten.

En una forma de realizacion preferida, la preparacion para su uso ademas
comprende una sustancia que actla como permeabilizante de la membrana

celular microbiana de miembros de Bacillus sp., Lactobacillus sp., Pediococcus
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sp., Weissella sp., con preferencia alginato.
En una forma de realizacion alternativa, una o mas de las cepas probiéticas
seleccionadas de Bacillus sp., Lactobacillus sp., Pediococcus sp. y Weissella
sp. se inmovilizan de manera individual o como consorcios. La inmovilizacién
se puede llevar a cabo en superficies soélidas tales como celulosa y quitosano,
como atrapamiento dentro de una matriz porosa tales como geles de
polisacaridos como alginatos, k-carragenano, agar, quitosano Yy acido
poligalacturénico u otras matrices poliméricas como gelatina, colageno y
alcohol polivinilico o por medio de tecnologias de floculacion vy
microencapsulacion o electropulverizacion. Se cribaron cepas de los géneros
Lactobacillus, Bacillus y Pediococcus para la supervivencia en condiciones
gastrointestinales simuladas y para las actividades PepN, PepO, PEP, PepX,
PepQ. Las siguientes cepas sobrevivieron en condiciones gastrointestinales
simuladas (reduccion de menos de 2 log de UFC) y mostraron actividades de
peptidasa excepcionalmente altas tales como PepN, PepO, PEP, PepX, PepQ:

Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM

33362, DSM 33363, DSM 33364, DSM 33367, DSM 33366, DSM 33369,

DSM 33368

Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374

Lactobacillus brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377

Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, DSM

33375, DSM 33376

Lactobacillus sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM

33378, DSM 33379

Bacillus subtilis DSM 33298, DSM 33353
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Bacillus pumilus DSM 33301, DSM 33297, DSM 33355

Bacillus megaterium DSM 33300, DSM 33356

Bacillus licheniformis DSM 33354

Pediococcus pentosaceus DSM 33371
Por lo tanto, las cepas de Bacillus/Lactobacillus/Pediococcus que se usan con
preferencia para preparaciones de acuerdo con la presente invencién se
seleccionan de los siguientes grupos:
Las cepas de Bacillus subtilis depositadas bajo DSM 33298, DSM 33353 en el
DSMZ; las cepas de Bacillus pumilus depositadas bajo DSM 33301, DSM
33297, DSM 33355 en el DSMZ; las cepas de Bacillus megaterium depositadas
bajo DSM 33300, DSM 33356 en el DSMZ; la cepa de Bacillus licheniformis
depositada bajo DSM 33354 en el DSMZ; la cepa de Pediococcus pentosaceus
depositada bajo DSM 33371 en el DSMZ; las cepas de Lactobacillus
sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) depositadas bajo DSM
33378, DSM 33379 en el DSMZ; las cepas de Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) depositadas bajo DSM 33370, DSM 33362, DSM
33363, DSM 33364, DSM 33367, DSM 33366, DSM 33369, DSM 33368 en el
DSMZ; la cepa de Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) depositada
bajo DSM 33374 en el DSMZ; la cepa de Lactobacillus brevis (Levilactobacillus
brevis) depositada bajo DSM 33377 en el DSMZ; las cepas de Lactobacillus
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) depositada bajo DSM 33373, DSM

33375, DSM 33376 en el DSMZ.

Cuando se combinaron las cepas L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum)

DSM 33370, DSM 33363, DSM 33364; L. paracasei (Lacticaseibacillus
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paracasei) DSM 33373; L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377; Bacillus
pumilus DSM 33297, DSM 33355, Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus
megaterium DSM 33300, Bacillus subtilis DSM 33353 (combinacién 1), los
cuatro epitopos de gluten probados enumerados en la Tabla 1 se degradaron
completamente en 12 horas.

Asimismo, la combinacion 2, que comprendia L. plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum) DSM 33362, DSM 33367, DSM 33368; L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375; L. sanfranciscensis
(Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33379; Bacillus pumilus DSM 33301,
Bacillus megaterium DSM 33300, DSM 33356, Bacillus subtilis DSM 33298,
DSM 33353,

y la combinacién 3, que comprendia L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum)
DSM 33366 y DSM 33369, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri)
DSM 33374; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376;
Pediococcus pentosaceus DSM 33371, L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus
sanfranciscensis) DSM 33378; Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus
pumilus DSM 33301, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM 33356, Bacillus
subtilis DSM 33298 condujeron a la degradacion completa de los epitopos del
gluten enumerados en la Tabla 1 en 12 horas.

Ademas, una combinacion de Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, y Bacillus pumilus DSM 33297 y
Bacillus megaterium DSM 33300 fueron efectivas de manera similar como las
combinaciones de cepas 1 a 3.

Ademas, una combinacion de Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus
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plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus  paracasei) DSM 33373, Lactobacillus reuteri
(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus pumilus DSM 33297 y DSM
33355, y Bacillus megaterium DSM 33300 fueron efectivas de manera similar
como las combinaciones de cepas 1 a 3.
Por lo tanto, una configuracion preferida de la presente invencion se dirige a
una preparacién que comprende combinaciones de cepas seleccionadas de las
siguientes:
L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33363,
DSM 33364; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373; L.
brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377; Bacillus pumilus DSM 33297,
DSM 33355, Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus megaterium DSM
33300 y Bacillus subtilis DSM 33353, o
L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM 33367,
DSM 33368; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375; L.
sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33379;
Bacillus pumilus DSM 33301, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM
33356, Bacillus subtilis DSM 33298 y DSM 33353, 0
L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366 y DSM 33369,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374; L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376; Pediococcus pentosaceus
DSM 33371; L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis)
DSM 33378; Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus pumilus DSM
33301, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM 33356 y Bacillus subtilis
DSM 33298, o
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Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM
33364, Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373,
y Bacillus pumilus DSM 33297 y Bacillus megaterium DSM 33300, o

Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM
33364, Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus

pumilus DSM 33297 y DSM 33355, y Bacillus megaterium DSM 33300.

Numerosas otras combinaciones entre las cepas mencionadas con anterioridad
de Bacillus sp., Lactobacillus sp. y Pediococcus sp. mostraron un rendimiento
comparable a los indicados con anterioridad.
De manera mas especifica, las configuraciones preferidas de esta invencion
comprenden combinaciones de cepas que, en suma, proporcionan alta
actividad enzimatica de Pepl, PepN, PepX, PepO y PepP; en consecuencia,
tales combinaciones contienen por lo menos una cepa de cada uno de los
siguientes grupos 1 a 5, en los que los miembros del grupo tienen una actividad
enzimatica en particular alta para Pepl (grupo 1), PepN (grupo 2), PepX (grupo
3), PepO (grupo 4), PepP (grupo 5).
Otro objeto de la presente invencién es, por lo tanto, una preparaciéon que
comprende por lo menos una cepa de cada uno de los siguientes grupos 1 a 5:
Grupo 1: Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM
33373, Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375,
Grupo 2: Bacillus subtilis DSM 33298, Bacillus pumilus DSM 33297,
Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus megaterium DSM 33356,

Pediococcus pentosaceus DSM 33371, Lactobacillus plantarum
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(Lactiplantibacillus  plantarum) DSM 33370, Lactobacillus brevis
(Levilactobacillus  brevis) DSM 33377, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, Lactobacillus reuteri
(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367, Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362,

Grupo 3: Lactobacillus sanfranciscensis (Fructilactobacillus
sanfranciscensis) DSM 33378, Lactobacillus  sanfranciscensis
(Fructilactobacillus  sanfranciscensis) DSM 33379, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum) DSM 33370, Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum) DSM 33369, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri)
DSM 33374, Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM
33363, Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373,
Grupo 4: Bacillus subtilis DSM 33353, Bacillus pumilus DSM 33355,
Bacillus pumilus DSM 33301,

Grupo 5: Bacillus megaterium DSM 33300, Lactobacillus sanfranciscensis
(Fructilactobacillus  sanfranciscensis) DSM 33378, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, Lactobacillus brevis (Levilactobacillus brevis)
DSM 33377, Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM
33368, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374,

Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367,
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Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366,

Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33364,

Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373.

En una configuracién preferida, la preparacion comprende por lo menos tres

cepas diferentes, con preferencia por lo menos cuatro cepas diferentes, con

mayor preferencia por lo menos cinco cepas diferentes.

En particular se prefiere cuando la preparacion comprende las siguientes

cepas:

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33363,
DSM 33364; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373; L.
brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377; Bacillus pumilus DSM
33297, DSM 33355, Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus
megaterium DSM 33300 y Bacillus subtilis DSM 33353, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM 33367,
DSM 33368; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375; L.
sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33379;
Bacillus pumilus DSM 33301, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM
33356, Bacillus subtilis DSM 33298 y DSM 33353, 0

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366 y DSM 33369,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteriy DSM 33374; L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376; Pediococcus
pentosaceus DSM 33371; L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus
sanfranciscensis) DSM 33378; Bacillus licheniformis DSM 33354,
Bacillus pumilus DSM 33301, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM
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33356 y Bacillus subtilis DSM 33298, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364,
L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Bacillus subtilis
DSM 33298 y Bacillus pumilus DSM 33301, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364,
L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, Lactobacillus
reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus megaterium
DSM 33300 y Bacillus pumilus DSM 33297, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364,
L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Lactobacillus
reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus megaterium
DSM 33300, Bacillus pumilus DSM 33297, Bacillus pumilus DSM
33355, 0

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33363 y
DSM 33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, L.
brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, Bacillus pumilus DSM
33297, DSM 33355, DSM 33301, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362 y DSM 33367,
DSM 33368, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375,
Bacillus subtilis DSM 33298, Bacillus licheniformis DSM 33354 vy
Bacillus megaterium DSM 33300, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366, DSM 33369,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteriy DSM 33374, L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376, Pediococcus

pentosaceus DSM 33371, Bacillus megaterium DSM 33356 y Bacillus



10

15

20

25

25

subtilis DSM 33353, o

L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum)
DSM 33369, Bacillus pumilus DSM 33297 y Bacillus megaterium DSM
33300, o

L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367, DSM 33368; Bacillus
pumilus DSM 33355 y Bacillus licheniformis DSM 33354, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33362 y
DSM 33366, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM
33374, Bacillus megaterium DSM 33356 y Bacillus subtilis DSM 33353,
0

L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367, L. reuteri
(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, B. megaterium DSM 33300, B.
pumilus DSM 33297, B. licheniformis DSM 33354, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363, DSM 33364,
DSM 33370, L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, B. pumilus
DSM 33297, Bacillus megaterium DSM 33356, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM 33367,
DSM 33368, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, B.
megaterium DSM 33300, B. subtilis DSM 33353, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366, DSM 33369, L.
reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, L. paracasei

(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376, P. pentosaceus DSM
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33371, B. pumilus DSM 33297, DSM 33355, 0

L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, P. pentosaceus DSM
33371, L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM
33379, B. megaterium DSM 33300, B. pumilus DSM 33297, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33368, L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. sanfranciscensis
(Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33378, B. megaterium DSM
33300, B. pumilus DSM 33297, B. licheniformis DSM 33354, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM 33366,
DSM 33370, L. reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, L.
sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33378,

DSM 33379, B. licheniformis DSM 33354, B. subtilis DSM 33353.

En otra configuracién preferida, la preparacion comprende las siguientes cepas:

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364,
L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Bacillus subtilis
DSM 33298 y Bacillus pumilus DSM 33301, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364,
L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, Lactobacillus
reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus megaterium
DSM 33300 y Bacillus pumilus DSM 33297, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364,
L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Lactobacillus
reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus megaterium
DSM 33300, Bacillus pumilus DSM 33297, Bacillus pumilus DSM
33355.
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Otra configuracion preferida de la presente invencién son las formulaciones que
se usaran en la preparacién de productos alimenticios a partir de cereales por
medio de, por €j., procesos de fermentacién y horneado.

Por lo tanto, la invencion también estd relacionada con un alimento o
complemento alimenticio para mascotas o alimento o producto alimenticio para
mascotas, que comprende una preparacion de acuerdo con la presente
invencion.

Un objeto de la presente invencion es el uso de una preparacion de acuerdo
con la presente invencibn como complemento alimenticio o su uso en
productos alimenticios. Los productos alimenticios preferidos de acuerdo con la
invencién son productos de chocolate, gomitas, mueslis, barras de muesli y
productos lacteos.

Otro objeto de la presente invencion también es el uso de una preparacion de
la presente invencion como ingrediente simbidtico en alimentos o piensos.

Otro objeto de la presente invencion es una composicién alimenticia que
contiene una preparacion de acuerdo con la presente invencién y por lo menos
un ingrediente alimentario adicional, con preferencia seleccionado entre
proteinas, carbohidratos, grasas, otros probidticos, prebidticos, enzimas,
vitaminas, inmunomoduladores, sustitutos de la leche, minerales, aminoacidos,
coccidiostaticos, productos a base de acido, medicamentos y combinaciones
de los mismos.

La composicién de producto alimenticio o pienso de acuerdo con la presente
invencion también incluye suplementos dietéticos, por ej., en forma de pildora,

capsula, comprimido, polvo o liquido.
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Un objeto adicional de la presente invencion es una composicion farmacéutica
gue contiene una preparaciéon de acuerdo con la presente invencién y un
portador aceptable para uso farmacéutico.

Las preparaciones de acuerdo con la presente invencion, cuando se
administran a seres humanos o animales, con preferencia mejoran el estado de
salud, en particular la salud intestinal, la salud cardiovascular, la salud mental o
la salud inmunolégica de un ser humano.

Una configuracién ventajosa de acuerdo con la presente invencién es una
composicién para mejorar el estado de salud de un ser humano o un animal por
medio de uno o mas de los siguientes:

- Disminuir la cantidad de epitopos toxicos del gluten, con preferencia los
enumerados en la Tabla 1.

- Disminuir la cantidad de gluten inicial a menos de 20 ppm.

Puntos

1. Una preparaciéon que comprende consorcios de por lo menos una cepa
bacteriana seleccionada del género Bacillus y por lo menos una cepa
bacteriana seleccionada del género Lactobacillus, para su uso en la

degradacion del gluten.

2. Una preparacion que comprende consorcios de por lo menos una cepa
bacteriana seleccionada del género Bacillus y por lo menos una cepa
bacteriana seleccionada del género Lactobacillus, para su uso en la

degradacion del gluten hasta un contenido de gluten de 20 ppm o0 menos.
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Una preparacion para su uso de acuerdo con el punto 1 o0 2,

a) en la que dicho consorcio de cepas puede degradar el péptido de 12-
mer QLQPFPQPQLPY (SEC. ID NUM. 1), el péptido de 14-mer
PQPQLPYPQPQSFP (SEC. ID NUM. 2), el péptido de 20-mer
QQLPQPQQPQQSFPQQQRPF (SEC. ID NUM. 3), el péptido de 33-mer
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEC. ID NUM. 4).

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que el contenido de gluten se determina por medio de un
ensayo de ELISA, con preferencia un sandwich basado en anticuerpos o

un ensayo competitivo.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que la preparacion es capaz de reducir el gluten residual
en por lo menos un 85%, con preferencia en por lo menos un 90%, con
mayor preferencia en por lo menos un 95% después de 6 hs, o en por lo
menos un 95%, con mayor preferencia en por lo menos un 98% después

de 16 hs, o en por lo menos un 99% después de 48 hs.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que la preparacion es capaz de reducir los fragmentos de
gluten en por lo menos un 90% después de 6 hs, o en por lo menos un

95% después de 16 hs, o en por lo menos un 97% después de 48 hs.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
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anteriores, en la que la preparacion es capaz de reducir el gluten residual
en por lo menos un 95%, con preferencia en por lo menos un 97%

después de 6 hs, 0 en por lo menos un 99% después de 16 hs.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que la preparacion es capaz de reducir los fragmentos de
gluten en por lo menos un 94% después de 6 hs, o en por lo menos un

97% después de 16 hs, o en un 100% después de 48 hs.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que el consorcio de cepas puede degradar el péptido de
12-mer QLQPFPQPQLPY (SEC. ID NUM. 1), el péptido de 14-mer
PQPQLPYPQPQSFP (SEC. ID NUM. 2), el péptido de 20-mer
QQLPQPQQPQQSFPQQQRPF (SEC. ID NUM. 3), el péptido de 33-mer
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (SEC. ID NUM. 4) en
por lo menos 80%, o por lo menos 90%, con preferencia por lo menos

95%, con mayor preferencia por lo menos 98%.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores,

b) en la que dicho consorcio de cepas es capaz de degradar el gluten a
una digestion que no provoca una respuesta inmunogénica o toxica en el
intestino delgado o explante de intestino delgado de un sujeto o animal
afectado por un trastorno relacionado con el gluten, y/o

c) en la que todas las cepas del consorcio sobreviven (menos de 2 log de
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pérdida de UFC) condiciones gastricas simuladas (pH de 1,0 a 4,0) e
intestinales (pH de 5,4 a 6,8; de 0,05 a 0,6% de acidos biliares, o la
concentracion de &cidos biliares presentes en seres humanos bajo
condiciones in vivo), y/o

d en la que los miembros del consorcio tienen actividades
complementarias de PepP, PepO, PepX, Pepl y PepN con por lo menos
una actividad de peptidasa igual o superior a 3 U/g (PepP), 5 U/g (PepO),
20 U/g (PepX), 17 Ulg (Pepl), 20 U/g (PepN).

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que las cepas de Bacillus se seleccionan de Bacillus
pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, con
preferencia se seleccionan de Bacillus pumilus DSM 33297, DSM 33355,
DSM 33301, Bacillus subtiis DSM 33353, DSM 33298, Bacillus
licheniformis DSM 33354, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM 33356.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que las cepas de Lactobacillus se seleccionan de
Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum), Lactobacillus casei
(Lacticaseibacillus casei), Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus
paracasei), Lactobacillus brevis (Levilactobacillus brevis), Lactobacillus
sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis), Lactobacillus
reuteri (Limosilactobacillus reuteri), con preferencia se seleccionan de
Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM
33363, DSM 33364, DSM 33366, DSM 33367, DSM 33368, DSM 33369,
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DSM 33370, Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM
33373, DSM 33375, DSM 33376, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus
reuteri) DSM 33374, Lactobacillus brevis (Levilactobacillus brevis) DSM
33377, Lactobacillus sanfranciscensis (Fructilactobacillus

sanfranciscensis) DSM 33378, DSM 33379.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que las cepas probibticas estan presentes en forma

latente 0 como células vegetativas.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que se usan extractos citoplasmaticos o sobrenadantes
exentos de células o biomasa eliminada por calor de las cepas

probidticas.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que la preparacion ademas comprende una 0 mas cepas
probidticas, con preferencia seleccionadas de Pediococcus sp., Weissella

sp., con mayor preferencia Pediococcus pentosaceus DSM 33371.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, en la que la preparacion ademas comprende uno o mas de los
siguientes: proteasas microbianas purificadas a partir de Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Bacillus sp., Lactobacillus sp., Pediococcus sp.,

Weissella sp., Rothia mucilaginosa, Rothia aeria, subtilisinas,
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natoquinasa, arabinoxilanos, fibra de grano de cebada, fibra de grano de
avena, fibra de centeno, fibra de salvado de trigo, inulinas,
fructooligosacéaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS), almidon
resistente, betaglucanos, glucomananos, galactoglucomananos, goma

guar, xilooligosacaridos, alginato.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores para el tratamiento o la prevencion de trastornos relacionados
con el gluten, con preferencia seleccionados de una enfermedad celiaca,
la sensibilidad al gluten no celiaca, la alergia al trigo y el sindrome del
intestino irritable sensible al gluten en un sujeto o animal en necesidad de

la misma.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores para la producciéon de alimentos libres de gluten, a partir de
cereales que contienen gluten, tales como trigo, cebada, centeno y avena,

gue con preferencia contienen menos de 20 ppm de gluten.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos
anteriores, que ademas comprende una sustancia que actla como
permeabilizante de la membrana celular microbiana de miembros de
Bacillus sp., Lactobacillus sp., Pediococcus sp., Weissella sp., con

preferencia alginato.

Una preparacion para su uso de acuerdo con cualquiera de los puntos



10

15

20

25

21.

34

anteriores, en la que una o mas de las cepas probidticas seleccionadas
de Bacillus sp., Lactobacillus sp., Pediococcus sp. y Weissella sp. se

inmovilizan de manera individual o como consorcios.

Una preparacion que comprende por lo menos una cepa de cada uno de
los siguientes grupos 1 a 5:

Grupo 1: Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM
33373, Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375,
Grupo 2: Bacillus subtilis DSM 33298, Bacillus pumilus DSM 33297,
Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus megaterium DSM 33356,
Pediococcus pentosaceus DSM 33371, Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus  plantarum) DSM 33370, Lactobacillus brevis
(Levilactobacillus  brevis) DSM 33377, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, Lactobacillus reuteri
(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367, Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363, Lactobacillus paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362,

Grupo 3: Lactobacillus sanfranciscensis (Fructilactobacillus
sanfranciscensis) DSM 33378, Lactobacillus  sanfranciscensis
(Fructilactobacillus  sanfranciscensis) DSM 33379, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus

plantarum) DSM 33370, Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus
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plantarum) DSM 33369, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri)
DSM 33374, Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM
33363, Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373,
Grupo 4: Bacillus subtilis DSM 33353, Bacillus pumilus DSM 33355,
Bacillus pumilus DSM 33301,

Grupo 5: Bacillus megaterium DSM 33300, Lactobacillus sanfranciscensis
(Fructilactobacillus  sanfranciscensis) DSM 33378, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, Lactobacillus brevis (Levilactobacillus brevis)
DSM 33377, Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM
33368, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374,
Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367,
Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366,
Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33364,

Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373.

Una preparacion de acuerdo con el punto 21, que comprende por lo
menos tres cepas diferentes, con preferencia por lo menos cuatro cepas

diferentes, con mayor preferencia por lo menos cinco cepas diferentes.

Una preparacion de acuerdo con el punto 21 o 22, que comprende las

siguientes cepas:

- L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM
33363, DSM 33364; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM
33373; L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377; Bacillus
pumilus DSM 33297, DSM 33355, Bacillus licheniformis DSM 33354,
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Bacillus megaterium DSM 33300 y Bacillus subtilis DSM 33353, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM
33367, DSM 33368; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM
33375; L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis)
DSM 33379; Bacillus pumilus DSM 33301, Bacillus megaterium DSM
33300, DSM 33356, Bacillus subtilis DSM 33298 y DSM 33353, 0

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366 y DSM
33369, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374,
L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376; Pediococcus
pentosaceus DSM 33371; L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus
sanfranciscensis) DSM 33378; Bacillus licheniformis DSM 33354,
Bacillus pumilus DSM 33301, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM
33356 y Bacillus subtilis DSM 33298, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM
33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373,
Bacillus subtilis DSM 33298 y Bacillus pumilus DSM 33301, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM
33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374,
Bacillus megaterium DSM 33300 y Bacillus pumilus DSM 33297, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM
33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374,
Bacillus megaterium DSM 33300, Bacillus pumilus DSM 33297,
Bacillus pumilus DSM 33355, o
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L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33363
y DSM 33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM
33373, L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, Bacillus
pumilus DSM 33297, DSM 33355, DSM 33301, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362 y DSM
33367, DSM 33368, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM
33375, Bacillus subtilis DSM 33298, Bacillus licheniformis DSM
33354 y Bacillus megaterium DSM 33300, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366, DSM
33369, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374,
L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, Bacillus megaterium DSM 33356 vy
Bacillus subtilis DSM 33353, o

L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, L. plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum) DSM 33369, Bacillus pumilus DSM 33297 y Bacillus
megaterium DSM 33300, o

L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367, DSM 33368; Bacillus
pumilus DSM 33355 y Bacillus licheniformis DSM 33354, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33362
y DSM 33366, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM
33374, Bacillus megaterium DSM 33356 y Bacillus subtilis DSM
33353, 0

L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. plantarum
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(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367, L. reuteri
(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, B. megaterium DSM 33300,
B. pumilus DSM 33297, B. licheniformis DSM 33354, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363, DSM
33364, DSM 33370, L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377,
B. pumilus DSM 33297, Bacillus megaterium DSM 33356, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM
33367, DSM 33368, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM
33375, B. megaterium DSM 33300, B. subtilis DSM 33353, 0

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366, DSM
33369, L. reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376, P. pentosaceus
DSM 33371, B. pumilus DSM 33297, DSM 33355, o

L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, P. pentosaceus DSM
33371, L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis)
DSM 33379, B. megaterium DSM 33300, B. pumilus DSM 33297, o
L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33368, L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. sanfranciscensis
(Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33378, B. megaterium
DSM 33300, B. pumilus DSM 33297, B. licheniformis DSM 33354, o
L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM
33366, DSM 33370, L. reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM
33374, L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis)
DSM 33378, DSM 33379, B. licheniformis DSM 33354, B. subtilis
DSM 33353.
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Una preparacion de acuerdo con cualquiera de los puntos 21 a 23, que

comprende las siguientes cepas:

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM
33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373,
Bacillus subtilis DSM 33298 y Bacillus pumilus DSM 33301, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM
33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374,
Bacillus megaterium DSM 33300 y Bacillus pumilus DSM 33297, o

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM
33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374,
Bacillus megaterium DSM 33300, Bacillus pumilus DSM 33297,
Bacillus pumilus DSM 33355.

Una preparacion de acuerdo con cualquiera de los puntos 21 a 24, en la

gue las cepas probibticas estan presentes en forma latente o como

células vegetativas.

Una preparacion de acuerdo con cualquiera de los puntos 21 a 25, en la

gue se usan extractos citoplasmaticos o sobrenadantes exentos de

células o fracciones enzimaticas enriquecidas o enzimas purificadas o

biomasa eliminada por calor de las cepas probidticas.
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Una preparacion de acuerdo con cualquiera de los puntos 21 a 26, en la
gue la preparacion ademas comprende una 0 mas cepas probioticas, con
preferencia seleccionadas de Pediococcus sp., Weissella sp., con mayor

preferencia Pediococcus pentosaceus DSM 33371.

Una preparacion de acuerdo con cualquiera de los puntos 21 a 27, en la
gue la preparacion ademas comprende uno o mas de los siguientes:
proteasas microbianas purificadas a partir de Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae, Bacillus sp., Lactobacillus sp., Pediococcus sp.,
Weissella sp., Rothia mucilaginosa, Rothia aeria, subtilisinas,
natoquinasa, arabinoxilanos, fibra de grano de cebada, fibra de grano de
avena, fibra de centeno, fibra de salvado de trigo, inulinas,
fructooligosacéaridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS), almidon
resistente, betaglucanos, glucomananos, galactoglucomananos, goma

guar, xilooligosacaridos, alginato.

Un alimento o complemento alimenticio para mascotas o alimento o
producto alimenticio para mascotas o producto farmacéutico, que
comprende una preparacion de acuerdo con cualquiera de los puntos 21 a

28.

Ejemplos de trabajo

Ejemplo 1. Microorganismos probidticos resistentes a enfermedades

gastrointestinales

Se usaron fluidos gastricos e intestinales simulados de acuerdo con lo descrito
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por Ferndndez et al. [19]. Las células cultivadas en fase estacionaria se
recolectaron a 8000 g durante 10 min, se lavaron con solucién fisiolégica y se
suspendieron en 50 ml de jugo gastrico simulado (densidad celular de 10 log
UFC/ml), que contiene NaCl (125 mM/l), KCI (7 mM/l), NaHCO3 (45 mM/l) y
pepsina (3 g/l) (Sigma-Aldrich CO., St. Louis, MO, EE. UU.) [20]. El pH final se
ajusto a 2,0, 3,0y 8,0. El valor de pH 8,0 se uso para investigar la influencia de
los componentes del jugo gastrico simulado, ademas del efecto del pH bajo. La
suspension se incubé a 37 °C en condiciones anaerébicas y agitaciéon para
simular la peristalsis. Se tomaron alicuotas de esta suspension a los 0, 90 y
180 min, y se determiné el recuento de viables. El efecto de la digestion
gastrica también se determind por medio de la suspensién de las células en
leche desnatada reconstituida (RSM, por su sigla en inglés) (11% de sélidos,
p/v) antes de la inoculacion de jugo gastrico simulado a un pH de 2,0. El pH
final después de la adicion de RSM fue de aprox. 3,0. Esta condicion se ensayo
para simular el efecto de la matriz alimentaria durante el transito gastrico [20].
Después de 180 min de digestiébn gastrica, las células se recolectaron y
suspendieron en fluido intestinal simulado, que contiene pancreatina al 0,1%
(p/v) y sal biliar Oxgall al 0,15% (p/v) (Sigma-Aldrich Co.) a un pH de 8,0. La
suspension se incub6 a 37 °C con agitacion y se tomaron alicuotas a 0, 90 y
180 min [21]. 119 de < 400 cepas probadas mostraron una disminucién de
menos de 2 log de 1x101° UFC/ml inicial y se definieron como resistentes a

condiciones gastrointestinales simuladas.

Ejemplo 2. Actividades de proteasa y peptidasa de cepas individuales

resistentes a afecciones gastrointestinales
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Las 119 cepas (Lactobacillus sp., 63 cepas; Weissella sp., 3 cepas;
Pediococcus sp., 1 cepa; y Bacillus sp., 51 cepas) que mostraban resistencia a
condiciones gastrointestinales simuladas se probaron para sus actividades de
peptidasa y proteinasa hacia sustratos sintéticos. Para ensayar las actividades
de peptidasa, se usaron cultivos de cada cepa de la fase exponencial tardia de
crecimiento (aproximadamente 9,0 log UFC/ml). Se resuspendieron alicuotas
(0,3 g [peso seco]) de sedimentos celulares lavados en Tris-HCI 50 mM (pH
7,0), se incubaron a 30 °C durante 30 min y se centrifugaron a 13.000 x g
durante 10 min para eliminar las enzimas vagamente asociadas a la pared
celular. El extracto citoplasmatico se preparé por medio de la incubaciéon de
suspensiones bacterianas con lisozima en un tampén de Tris-HCI 50 mM (pH
7,5) que contiene sacarosa al 24% a 37 °C durante 60 min, en condiciones de
agitacion (aproximadamente 160 rpm). Los esferoblastos se resuspendieron en
tampdn isotdnico y se sometieron a sonicacion durante 40 seg a 16 A/s (Sony
Prep modelo 150; Sanyo, Reino Unido). Los extractos se concentraron 10
veces por medio de liofilizacion, se resuspendieron en Tris-HCI 5 mM (pH 7,0) y
se dializaron durante 24 hs a 4 °C. Las actividades generales de
aminopeptidasa de tipo N (PepN), prolina iminopeptidasa (Pepl), X-prolil
dipeptidil aminopeptidasa (PepX) endopeptidasa (PepO) y prolil endopeptidasa
(PepP) de los extractos citoplasmaticos de lactobacilos se midieron mediante el
uso de Leu-p-nitroanilidas (p -NA), sustratos Pro-p-NA, Gly-Pro-p-NA, Z-Gly-
Gly-Leu-p-NA y  Z-Gly-Pro-4-nitroanilida (Sigma  Chemical Co)),
respectivamente. La mezcla de ensayo contenia 900 pl de sustrato 2,0 mM en
tampén de fosfato de potasio 0,05 M, a un pH de 7,0 y 100 yl de extracto

citoplasmatico. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 180 min y la absorbancia
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se midi6 a 410 nm. Los datos se compararon con las curvas estandar
establecidas mediante el uso de p-nitroanilina. Una unidad de actividad se
defini6 como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pymol de p-
nitroanilina por minuto en las condiciones del ensayo. De acuerdo con los datos
del analisis de componentes principales (PCA) de las actividades de peptidasa
anteriores, algunas cepas se separaron claramente de las otras (Fig. 1). La Fig.
2 informa las cepas que muestran actividades de peptidasa muy altas (por lo
menos para una actividad de peptidasa). La actividad de PepN oscil6 entre 0,0
(U002-C04,; U541-C05; U776-C02; DSM 33301; U021-C01; DSM32540; U567-
C04) a 31,400 £ 0,09 U (DSM 33362) (valor mediano 3,08). Las cepas con baja
actividad de peptidasa (con los nimeros internos/o depositadas en el DSMZ:
U002-C04; U541-CO05; U776-C02; DSM 33301; U021-C01; DSM32540; U567-
C04) no fueron mas evaluadas. Las otras cepas mas activas fueron DSM
33367, DSM 33374, DSM 33370, DSM 33371, DSM 33377, DSM 33373,
Bacillus pumilus DSM 33297, Bacillus subtilis DSM 33298, DSM 33376, DSM
33375, DSM 33363, Bacillus licheniformis DSM 33354, y Bacillus megaterium
DSM 33356 (Fig. 1, Fig. 2). El valor mediano de Pepl fue de 1,66. Las cepas
mas activas (actividad de Pepl > 18 U) fueron DSM 33375, DSM 33373. La
actividad de PepX oscilé entre 0,0 y aprox. 24 U. Las cepas mas activas fueron
DSM 33379, DSM 33371, DSM 33370, DSM 33369, DSM 33374, DSM 33373 y
DSM 33363 (Fig. 1 y Fig. 2) (valor mediano de 1,81). El valor mediano de PepO
fue de 0,54. Las cepas mas activas (actividad de PepO > 5 U) fueron DSM
33353, DSM 33355 y DSM 33301. La actividad de PepP oscilé entre 0,0 y 6,23
U (DSM 33368) (valor mediano 0,22). Las otras cepas mas activas (actividad

de PepP > 3 U) fueron Bacillus megaterium DSM 33300, DSM 33378, DSM
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33371, DSM 33377, DSM 33367, DSM 33374, DSM 33366, DSM 33373 y DSM
33364.

La Figura 1 muestra los graficos de puntuacion (A) y carga (B) del primer y el
segundo componente principal después del andlisis de componentes
principales (PCA) basados en la aminopeptidasa general de tipo N (PepN),
prolina iminopeptidasa (Pepl), X-prolil dipeptidil aminopeptidasa (PepX),
actividades de endopeptidasa (PepO) y prolil endopeptidasa (PepP) de los
extractos citoplasmaticos de las 119 cepas de Bacillus, Lactobacillus,
Pediococcus y Weissella. PepN, Pepl, PepX, PepP se midieron mediante el
uso de Leu-p-nitroanilidas (p-NA), Pro-p-NA, Gly-Pro-p-NA, Z-Gly-Gly-Leu-p-
NA y sustratos de Z-Gly-Pro-4-nitroanilida, respectivamente. Las cepas que
mostraban actividades de peptidasa muy altas (por lo menos para una
peptidasa) se indicaron en rojo.

La Figura 2 muestra las actividades de peptidasa (PepN, Pepl, PepX, PepO y
PepP) de cepas individuales seleccionadas de Bacillus (B.), Lactobacillus (L.) y
Pediococcus (P.). Una unidad (U) de actividad se defini6 como la cantidad de
enzima necesaria para liberar 1 pmol de p-nitroanilida por minuto en las

condiciones del ensayo.

Ejemplo 3. Actividades de peptidasa de una mezcla de cepas contra
epitopos inmunogénicos

Las cepas de Bacillus, Lactobacillus y Pediococcus que muestran actividades
de peptidasa muy altas (por lo menos para una peptidasa) se evaluaron como
cepas mixtas para combinar actividades enzimaticas intensas 'y

complementarias. Se usaron diversas mezclas para ensayar su capacidad para
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degradar in vitro los epitopos inmunogénicos responsables de la intolerancia al
gluten.

La hidrélisis de péptidos se llevé a cabo mediante el uso de combinaciones de
extractos citoplasmaticos de cepas de bacterias previamente seleccionadas.
Los epitopos inmunogénicos correspondientes a los fragmentos 57-68 (Q-L-Q-
P-F-P-Q-P-Q-L-P-Y) de a9-gliadina, 62-75 (P-Q-P-Q-L-P-Y-P-Q-P-Q-S-F-P) de
A-gliadina, 134-153 (Q-Q-L-P-Q-P-Q-Q-P-Q-Q-S-F-P-Q-Q-Q-R-P-F) de -
gliadina, y 57-89 (L-Q-L-Q-P-F-P-Q-P-Q-L-P-Y-P-Q-P-Q-L-P-Y-P-Q-P-Q-L-P-Y-
P-Q-P-Q-P-F) (33-mer) de a2-gliadina se sintetizaron quimicamente y se
usaron a una concentracion inicial de 1 mM. La hidrélisis se controlé por medio
de RP-HPLC. Los picos individuales de RP-HPLC se analizaron por medio de
espectrometria de masas en tandem nano-ESI (nano-ESI-MS/MS). Las
mezclas de cepas que mostraron la mejor hidrélisis de epitopos inmunogénicos
sintéticos fueron los numeros 3, 4 y 5 (Figura 3), que hidrolizaron
completamente todos los péptidos toxicos (90% de hidrdlisis 0 mas). La Figura
3 muestra las actividades de peptidasa de mezclas de cepas contra epitopos
inmunogénicos.

Las mezclas de cepas fueron de la siguiente manera:

1. L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM 33363,
DSM 33364, DSM 33366; L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus
sanfranciscensis) DSM 33379; Bacillus pumilus DSM 33297, DSM
33355, Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus megaterium DSM
33300, Bacillus subtilis DSM 33353.

2. L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, DSM 33376; L.
plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33369, DSM 33368; L.
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sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33378;
Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus megaterium DSM 33300,
DSM 33356, Bacillus pumilus DSM 33297, DSM 33301.

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33363,
DSM 33364; Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei)
DSM 33373, L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377; Bacillus
pumilus DSM 33297, DSM 33355, Bacillus licheniformis DSM 33354,
Bacillus megaterium DSM 33300, Bacillus subtilis DSM 33353.

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM 33367,
DSM 33368; L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375; L.
sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33379;
Bacillus pumilus DSM 33301, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM
33356 y Bacillus subtilis DSM 33298, DSM 33353.

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366, DSM 33369,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteriy DSM 33374; L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376; Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus
sanfranciscensis) DSM 33378; Bacillus licheniformis DSM 33354,
Bacillus pumilus DSM 33301, Bacillus megaterium DSM 33300, DSM
33356, Bacillus subtilis DSM 33298.

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33367,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374; L. brevis
(Levilactobacillus brevis) DSM 33377; Bacillus pumilus DSM 33301,
Bacillus megaterium DSM 33300, DSM 33356, Bacillus subtilis DSM
33298.
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Ejemplo 4. Degradacion del gluten en condiciones gastrointestinales
simuladas por diferentes consorcios

Se evalud la degradaciéon del gluten bajo digestién gastrointestinal simulada.
Con la intencion de desarrollar una solucion técnica viable para la degradacion
total del gluten in vivo, se buscaron combinaciones minimas que contuvieran la
menor cantidad posible de cepas y tantas como sea necesatrio.

Mediante el uso de las mezclas 1 a 6 del Ejemplo 3 como punto de partida, se
prepararon los siguientes consorcios, seleccionados de un total de 22 cepas
(Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM
33362, DSM 33363, DSM 33364, DSM 33366, DSM 33368, DSM 33369 y DSM
33367; Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374,
Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376,
Lactobacillus paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, DSM 33375;
Lactobacillus brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, Bacillus pumilus DSM 33297, DSM 33355, DSM
33301, DSM 33355, Bacillus licheniformis DSM 33354, Bacillus megaterium
DSM 33300, DSM 33356 y Bacillus subtilis DSM 33298, DSM 33353):

1. L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33363 y
DSM 33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, L.
brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, Bacillus pumilus DSM
33297, DSM 33355, DSM 33301;

2. L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362 y DSM 33367,
DSM 33368, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375,
Bacillus subtilis DSM 33298, Bacillus licheniformis DSM 33354 vy



10

15

20

25

48

Bacillus megaterium DSM 33300;

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366, DSM 33369,
Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteriy DSM 33374, L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, Bacillus megaterium DSM 33356 y Bacillus
subtilis DSM 33353;

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364,
L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Bacillus subtilis
DSM 33298 y Bacillus pumilus DSM 33301;

L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, Pediococcus
pentosaceus DSM 33371, L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum)
DSM 33369, Bacillus pumilus DSM 33297 y Bacillus megaterium DSM
33300;

L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367, DSM 33368; Bacillus
pumilus DSM 33355 y Bacillus licheniformis DSM 33354;

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, DSM 33362 y
DSM 33366, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM
33374, Bacillus megaterium DSM 33356 y Bacillus subtilis DSM 33353.
L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363, DSM 33364, L.
paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. reuteri
(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, B. megaterium DSM 33300, B.
pumilus DSM 33297;

L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. plantarum

(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33367, L. reuteri
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(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, B. megaterium DSM 33300, B.
pumilus DSM 33297, B. licheniformis DSM 33354,

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363, DSM 33364,
DSM 33370, L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, B. pumilus
DSM 33297, Bacillus megaterium DSM 33356;

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM 33367,
DSM 33368, L. paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, B.
megaterium DSM 33300, B. subtilis DSM 33353;

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33366, DSM 33369, L.
reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33376, P. pentosaceus DSM
33371, B. pumilus DSM 33297, DSM 33355;

L. brevis (Levilactobacillus brevis) DSM 33377, P. pentosaceus DSM
33371, L. sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM
33379, B. megaterium DSM 33300, B. pumilus DSM 33297,

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33368, L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33375, L. sanfranciscensis
(Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33378, B. megaterium DSM
33300, B. pumilus DSM 33297, B. licheniformis DSM 33354,

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362, DSM 33366,
DSM 33370, L. reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, L.
sanfranciscensis (Fructilactobacillus sanfranciscensis) DSM 33378,
DSM 33379, B. licheniformis DSM 33354, B. subtilis DSM 33353;

L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363, DSM 33364, L.

paracasei (Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, L. reuteri
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(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, B. megaterium DSM 33300, B.

pumilus DSM 33297, DSM 33355.
Se suspendieron cinco gramos de pan de trigo (masticados durante 30 seg y
recogidos en un vaso de precipitados con 10 ml de fosfato de NaK 0,05 M, a un
pH de 6,9) o masa relacionada en jugo gastrico simulado que contenia NaCl
(125 mM), KCI (7 mM), NaHCO3 (45 mM) y pepsina (3 g/L) (Sigma-Aldrich CO.,
St. Louis, MO, EE. UU.). La suspensién se afiadié de las cepas seleccionadas
agrupadas como vivas (con una densidad celular final de aproximadamente 9,0
log UFC/ml) y bacterias lisadas (correspondientes a 9,0 log células/ml). La
cantidad inicial calculada de gluten en la mezcla de reaccién fue de 7.000 ppm.
Una masa de control, sin adicion de mezcla bacteriana, también se sometio a
digestiéon simulada. La suspension se incubé a 37 °C, con agitacion para
simular la peristalsis. Después de 180 min de digestion gstrica, la suspensién
se afiadié con fluido intestinal simulado, que contenia pancreatina al 0,1% (p/v)
y sal biliar Oxgall (Sigma-Aldrich Co.) al 0,15% (p/v) a un pH de 8,0. Ademas
de pancreatina y sal biliar, el liquido contenia la preparacion enzimatica E1, E2
(cada una a 0,2 g/kg), enzimas Veron HPP (10 g/100 kg de proteina) y Veron
PS (25 ¢g/100 kg de proteina). Proteasas de Aspergillus oryzae (500.000
unidades de hemoglobina en base a tirosina/g; enzima 1 [E1l]) y Aspergillus
niger (3000 unidades espectrofotométricas de proteasa acida/g; enzima 2 [E2]),
gue se usan habitualmente para aplicaciones de panaderia, fueron
suministradas por BIO-CAT Inc. (Troy, VA). Veron HPP y Veron PS son
proteasas bacterianas de Bacillus subtilis (AB Enzymes). No se afiadid mezcla
enzimatica (E1, E2, Veron PS, Veron HPP) en la masa de control. La digestion

intestinal se llevd a cabo durante 48 hs a 37 °C en condiciones de agitacion
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(aproximadamente 200 rpm). Después de la digestion, las muestras se
pusieron en hielo y la concentracion de gluten hidrolizado se determiné de
acuerdo con un método de andlisis oficial internacional (OMA) de la Asociacion
de Quimicos Agricolas Oficiales (AOAC) (Método Num. AACCI 38-55.01)
mediante el uso de sandwich a base de anticuerpos R5 y ELISA competitivo
(R5-ELISA) [22]. El andlisis de R5-ELISA se llevo a cabo con el kit de deteccion
competitiva RIDASCREEN® Gliadin de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (R-Biopharm AG, Alemania). Ademas, se uso el kit de deteccién de
residuos de gluten de ELISA Systems (Windsor, Australia) para la
cuantificacion del gluten residual. La presencia de epitopos en las muestras
digeridas se control6 después de 6, 16, 24, 36 y 48 hs de incubacién por medio
de analisis por HPLC. La cromatografia liquida junto con la espectrometria de
masas en tandem de trampa de iones de ionizacibn por
nanoelectropulverizacion (nano-ESI-MS/MS) también se usé para confirmar la
hidrdlisis del gluten y la ausencia de epitopos toéxicos.

De acuerdo con lo estimado por el R5-ELISA (Método Oficial de Analisis de
AOAC, Método Num. AACCI 38-55.01), después de 6 hs de digestién la
concentracion de gluten hidrolizado estuvo en el intervalo de 810 + 0,02 ppm
para el control y 310 + 0,06 ppm. para la mezcla 3 (Tabla 2). Después de 16 y
24 hs de digestion, el contenido de gluten fue = 100 ppm para la mayoria de las
mezclas, con la excepcion de la mezcla 16. Es importante destacar que los
niveles de fragmentos de gluten estaban por debajo de 20 ppm después de 36
hs de digestion con las mezclas 4 y 16; mientras que los fragmentos de gluten
estaban completamente ausentes al final de la incubacién (48 hs) para las

mezclas 4, 5, 6, 8 y 16.
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Con respecto al gluten residual, la mayoria de las mezclas (MC1-9, 16) lo
redujeron por debajo del umbral critico de 20 ppm dentro de las 24 hs de la
digestion. Ademas, las mezclas 4 a 9 y 16 pudieron disminuir el gluten residual
a < 20 ppm en 16 hs. Mas importante adn, la mezcla 4 se mostré6 completa
después de 16 hs de digestion (Figura 5). MC8 y MC16 dieron como resultado
la degradacion completa del gluten ya dentro de las primeras seis horas de
digestiéon. En total, MC4, MC8 y MC16 provocaron la eliminacion mas eficiente

de gluten intacto y fragmentado (Tabla 2).
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Tabla 2. Concentracién (ppm) de gluten residual y fragmentos peptidicos de
prolaminas después de 6, 16, 24, 36 y 48 hs de digestion gastrointestinal
simulada, estimada por medio de pruebas ELISA especificas. Control: masa
digerida sin células bacterianas ni enzimas comerciales; MC1 a MCI16:
Consorcios microbianos construidos mediante el uso de células vivas y lisadas
de cepas seleccionadas de Lactobacillus (L.) y Bacillus (B.) y las enzimas
comerciales E1, E2, Veron PS, Veron HPP. Los datos son la media de tres
andlisis independientes. #ILos valores con diferentes letras en superindice, en
la misma fila, difieren de manera significativa (P < 0,05).

Con base en la cantidad inicial calculada de gluten en la mezcla de reaccion de
7.000 ppm, con respecto al gluten residual, todas las mezclas pudieron
reducirlo en por lo menos un 94% después de 6 hs (en comparacion con una
reduccion de aproximadamente el 84% para el control), en por lo menos un
98% después de 16 hs y hasta en por lo menos un 99,1% después de 48 hs.
En cuanto a los fragmentos de gluten, se redujeron en todas las mezclas en por
lo menos un 91% después de 6 hs (en comparacion con una reduccion de
aproximadamente el 88% para el control), en por lo menos un 95% después de
16 hs y hasta en por lo menos un 97% después de 48 hs.

En cuanto al gluten residual, las cepas mas eficientes MC4, MC8 y MC16
fueron capaces de reducirlo por lo menos en un 97% a las 6 hs, por lo menos
en un 99,8% a las 16 hs y hasta en un 100% a las 24 hs. En cuanto a los
fragmentos de gluten, los de las cepas mas eficientes MC4, MC8 y MC16 los
redujeron en por lo menos un 94% a las 6 hs, en por lo menos un 97% a las 16
hs, en por lo menos un 98% a las 36 hs y en un 100% a las 48 hs. La Figura 4

muestra los perfiles de péptido RP-HPLC de muestras de pan de trigo digerido
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de control (panel A), la Mezcla 4 (panel B) y la Mezcla 7 (panel C). M4 y M7 se
combinaron con las enzimas comerciales E1, E2, Veron PS, Veron HPP. La
Mezcla 4 llevé a la hidrélisis completa (93%) de todos los péptidos
inmunogénicos, mientras que la Mezcla 7 solo logré una hidrélisis parcial
(56%). En conclusion, se han hallado mezclas completamente funcionales que
comprenden solo 4 a 7 cepas seleccionadas, en comparacion con mezclas mas
extensas reveladas en el Ejemplo 3.

Para consorcios microbianos de ejemplo, se llevaron a cabo experimentos con
y sin enzimas comerciales afiadidas. Los consorcios por si solos dieron lugar a
fuertes reducciones del gluten residual e hidrolizado, y esto se mejoré aun mas

con la adiciéon de enzimas.

Ejemplo 5. Evaluacién de lainmunogenicidad de las digestiones de gluten
mediante el uso de explantes duodenales de pacientes celiacos

La inmunogenicidad de los digeridos se estimd ex vivo por medio de la prueba
de la expresion de citocinas en muestras de biopsia duodenal de pacientes con
enfermedad celiaca (EC). Todos los pacientes con EC expresaron el fenotipo
HLA-DQ2. La EC se diagnostico de acuerdo con los criterios de la Sociedad
Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricibn Pediatrica [23].
Inmediatamente después de la escision, todas las muestras de biopsia se
colocaron en medio de cultivo refrigerado con hielo (RPMI 1640; Gibco-
Invitrogen, Reino Unido) y se transportaron al laboratorio en 30 minutos. Las
muestras de biopsia duodenal se cultivaron durante 4 hs mediante el uso del
método de cultivo de tejido organico descrito originalmente por Browning y Trier

[24]. Brevemente, las muestras de biopsia se orientaron con el lado velloso
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hacia arriba sobre una malla de acero inoxidable y se colocaron sobre el pocillo
central de una placa de cultivo de tejidos de 6rganos (Falcon, EE.UU.). El
pocillo contenia RPMI suplementado con suero de ternero fetal al 15% (Gibco-
Invitrogen) y penicilina-estreptomicina al 1% (Gibco-Invitrogen, Reino Unido).
Los platos se colocaron en una jarra anaerébica y se incubaron a 37 °C.

Las muestras digeridas de masa control (control positivo) (pan de trigo digerido
sin la adicién de células bacterianas y enzimas microbianas), la Mezcla 4 (pan
de trigo digerido con la adicion de células vivas y lisadas de L. plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Bacillus subtilis DSM 33298 vy
Bacillus pumilus DSM 33301 y las enzimas comerciales E1, E2, Veron PS,
Veron HPP) y la Mezcla 7 (pan de trigo digerido con la adicién de células vivas
y lisadas de L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33362 y DSM
33366, Lactobacillus reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, L.
plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33370, Bacillus megaterium
DSM 33356 y Bacillus subtilis DSM 33353 y las enzimas comerciales E1, E2,
Veron PS, Veron HPP) se sometieron a extraccion de polipéptidos de gliadina y
glutenina y se usaron para evaluar su capacidad para inducir la expresion de
citocinas en muestras de biopsia duodenal de pacientes con EC. Se cultivaron
cuatro muestras de biopsia de cada paciente con EC con medio de cultivo en
cinco condiciones: (i) con masa que contenia la Mezcla 4 (pan de trigo digerido
con la adicion de células vivas y lisadas de L. plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, L. paracasei (Lacticaseibacillus
paracasei) DSM 33373, Bacillus subtilis DSM 33298 y Bacillus pumilus DSM

33301 y las enzimas comerciales E1, E2, Veron PS, Veron HPP) digeridas
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durante 48 hs; (ii) con masa que contenia la Mezcla 7 (pan de trigo digerido con
la adicion de células vivas y lisadas de L. plantarum (Lactiplantibacillus
plantarum) DSM 33370, DSM 33362 y DSM 33366, Lactobacillus reuteri
(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus megaterium DSM 33356 y
Bacillus subtilis DSM 33353 y las enzimas comerciales E1, E2, Veron PS,
Veron HPP) digeridas durante 48 hs; (iii) con masa que contenia la Mezcla 16
(pan de trigo digerido con la adicién de células vivas y lisadas de L. plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, Lactobacillus reuteri
(Limosilactobacillus reuteri) DSM 33374, Bacillus megaterium DSM 33330, y
Bacillus pumilus DSM 33297 y DSM 33355 y las enzimas comerciales E1, E2,
Veron PS, Veron HPP) digeridas durante 48 hs; (iv) con masa de control
digerida durante 48 hs (Control); y (v) con medio de cultivo (RPMI 1640 + jugo
gastrico e intestinal, control negativo). Las muestras de biopsia de cada
paciente se enjuagaron y almacenaron en RNAlater (Qiagen GmbH, Alemania)
a -80 °C para preservar el ARN. El ARN total se extrajo de los tejidos mediante
el uso del minikit RNeasy (Qiagen GmbH) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La concentracibn de ARNmM se estim6 por medio de la
determinacion de la absorbancia de UV a 260 nm. Se sometieron a
transcripcion inversa alicuotas de ARN total (500 ng) mediante el uso de
hexameros aleatorios, reactivos de transcripcion inversa TagMan (Applied
Biosystems, Monza, Italia) y 3,125 U/ul de transcriptasa inversa MultiScribe
hasta un volumen final de 50 pl. Las muestras de ADNc se almacenaron a -
20 °C. La RT-PCR se llevé a cabo en placas de 96 pocillos mediante el uso de
un sistema de deteccion de secuencia rapida ABI Prism 7500HT (Applied

Biosystems). La recopilacion y el analisis de datos se llevaron a cabo mediante
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el uso del software de la maquina. Se adquirieron cebadores de PCR y sondas
fluorogénicas para los genes diana (IFN-y, IL-2 e IL-10) y el control endégeno
(gen que codifica la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa [GAPDH]) como
un ensayo de expresion génica TagMan y un ensayo TagMan desarrollado
previamente (Applied Biosystems), respectivamente. LOS ensayos se
suministraron como una mezcla 20x de cebadores de PCR y sondas marcadas
con colorante de 6-carboxifluoresceina TagMan Minor Groove Binder con un
atenuador no fluorescente en el extremo 3' de la sonda. Se llevd a cabo una
PCR de transcripcidon inversa de dos pasos mediante el uso de ADNc de
primera cadena con una concentracion final de 1x TagMan mezcla de ensayo
de expresion génica y 1x TagMan universal PCR mezcla maestra. El volumen
de reaccion final fue de 25 pl. Cada muestra se analiz6 por triplicado y todos
los experimentos se repitieron dos veces. Con cada placa se incluyé un control
sin molde (agua sin ARNasa). Se usaron las siguientes condiciones de
termociclador: 2 min a 50 °C (activacién de uracil ADN glicosilasa), 10 min a
95 °C y 40 ciclos de 15 seg a 95 °C y 1 min a 60 °C. Inicialmente, se llevaron a
cabo una curva estandar y un experimento de validacién para cada conjunto de
cebador/sonda. Seis diluciones seriadas (20 a 0,1 ng/ul) de ADNc de IFN-y, IL-
2, 0 IL-10 se usaron como molde para cada conjunto de cebadores/sondas. Se
generd una curva estandar por medio del trazado de los valores del ciclo
umbral (CT) frente al logaritmo de la cantidad de ADNc de entrada. El valor de
CT es el ciclo de PCR en el que se detecta por primera vez un aumento de la
fluorescencia del indicador por encima del nivel de referencia. El valor mediano
para el gen diana se normaliz6 mediante el uso de un gen de referencia

endogeno (el gen GAPDH). Se us6 una muestra de biopsia duodenal sana para
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calibrar todos los experimentos. Los niveles de las proteinas IFN-y, IL-2 e IL-10
secretadas en el sobrenadante se cuantificaron por medio de ELISA en placas
de fondo redondo de 96 pocillos (Tema Ricerca, Milan, Italia) de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante.

Como se esperaba, las muestras de biopsia duodenal incubadas con control
positivo produjeron una expresion significativamente mas alta (P < 0,05) de
ARNmM de interleucina 2 (IL-2), interleucina 10 (IL-10) (B) e interferon gamma
(IFN-y) que el control negativo (RPMI 1640 + jugo gastrico e intestinal) (Figura
5). En comparacién con el control negativo, las muestras digeridas con las
Mezclas 4 y 16 mostraron el mismo nivel (P > 0,05) de IL-2, IL-10 e IFN-y. La
mezcla 7 se caracterizé por una menor sintesis de IL-2 que el control positivo,
pero, en comparacion con el control negativo, asi como también las mezclas 4
y 16, por una mayor sintesis de IL-2. También se encontraron tendencias
similares para IL-10 e IFN-y. Estos resultados se correlacionan muy bien con la
eliminacién total y parcial de péptidos inmunogénicos por la mezcla 4 y 7,
respectivamente, de acuerdo lo mostrado en la Figura 4 A-C.

La Figura 5 A muestra la concentracion (ng/upl) de interleucina 2 (IL-2) en
muestras de biopsia duodenal de pacientes con EC. Control: pan de trigo
digerido sin la adicién de células bacterianas y enzimas microbianas; RPMI +
jugo gastrico e intestinal: control negativo; Consorcio Microbiano 4: pan de trigo
digerido con la adicibn de células vivas y lisadas de L. plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363 y DSM 33364, L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, Bacillus subtilis DSM 33298 vy
Bacillus pumilus DSM 33301 y las Enzimas comerciales E1, E2, Veron PS,

Veron HPP); Consorcio Microbiano 7: pan de trigo digerido con la adicion de
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células vivas y lisadas de L. plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM
33362, DSM 33366 y DSM 33370, L. reuteri (Limosilactobacillus reuteri) DSM
33374, Bacillus megaterium DSM 33356 y Bacillus subtilis DSM 33353 vy las
enzimas comerciales E1, E2, Veron PS, Veron HPP; y Consorcio Microbiano
16: pan de trigo digerido con la adicion de células vivas y lisadas de L.
plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) DSM 33363, DSM 33364, L. paracasei
(Lacticaseibacillus paracasei) DSM 33373, L. reuteri (Limosilactobacillus
reuteri) DSM 33374, Bacillus megaterium DSM 33330, Bacillus pumilus DSM
33297, DSM 33355. CD1 a CD10, muestras de biopsia duodenal de pacientes
celiacos.

La Figura 5 B muestra la concentracion (ng/pl) de interleucina 10 (IL-10) en
muestras de biopsia duodenal de pacientes con EC. Las muestras y los
consorcios microbianos son equivalentes a la Figura 5 A.

La Figura 5 C muestra la concentracion (ng/ul) de interferon gamma (IFN-y) en
muestras de biopsia duodenal de pacientes con EC. Las muestras y los
consorcios microbianos son equivalentes a la Figura 5 A.

Los hallazgos de esta invencion proporcionan evidencia de que las
combinaciones seleccionadas de cepas bacterianas probibticas tienen el
potencial de mejorar la digestion del gluten en pacientes sensibles al gluten y
de hidrolizar péptidos inmunogénicos durante la digestion gastrointestinal, lo
gue disminuye la toxicidad del gluten para los pacientes sensibles al gluten en

general y para pacientes con EC en particular.
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