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Tarea 1. Obtencion de leches fermentadas que contengan bacterias
probidticas y que mantengan la viabilidad en el producto.

Tarea 2. Caracterizacion molecular de las cepas probiéticas para facilitar su
identificacién en el tracto intestinal.

Tarea 3. Determinacion de la capacidad de las cepas probidticas de
colonizar el intestino analizando su aptitud para acceder,
implantarse y competir en el tracto gastrointestinal.
Caracterizacion de la resistencia a los antibiéticos suministrados
en los tratamientos de las alteraciones intestinales.

Tarea 4. Evaluar la eficacia de las cepas probidticas suministradas en
leches fermentadas en la reduccion de la diarrea asociada a
tratamiento antibidtico y la disminucion de recidivas en la
enfermedad inflamatoria intestinal y establecer la relacion
existente con su capacidad de colonizacién intestinal.
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Tarea 1. Obtencién de leches fermentadas que contengan bacterias
probidticas y que mantengan la viabilidad en el producto.

Tarea 1. Obtencion de leches fermentadas que contengan bacterias
probiéticas y que mantengan la viabilidad en el producto.

Producto simbidtico: probidtico + prebidtico = Symbiotic
S. thermophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. acidophilus,
B. lactis

Ventajas frente al suministro de organismos liofilizados,
comprimidos, etc :

‘@ Efecto tamponante y protector

-o- Adherencia al tratamiento

COMPOSICION QUIMICA

Proteina 2.9%
Grasa 1.8%
Extracto seco 18.6%
Minerales 0.9%
Galactosa 0.6%-0.8%
Lactosa 3%-2.7%

Prebidtico 1.5%
Azlcares 8-9%




Tarea 1. Obtencion de leches fermentadas que contengan bacterias
probiéticas y que mantengan la viabilidad en el producto

S. thermophilus
L. bulgaricus
L. casei

L. acidophilus

Recuentos ufc/ml

B. lactis

7 14 21 28
Dias de conservacion

Recuentos medios (ufc/ml)

S. therm L. bulg L. casei L. acido
2.4x10° 3.8x107 4.7x108 3.0x107
3.2x10° 3.9x107 3.3x10° 2.7x107
2.7x10° 8.6x106 4.1x10° 7.7x108
2.1x10° 1.5x107 4.4x10° 4.7x108
1.6x10° 3.2x10° 5.0x10° 2.8x10°

Tarea 1. Obtencion de leches fermentadas que contengan bacterias
probiéticas y que mantengan la viabilidad en el producto

Modificacion del producto para los estudios clinicos

COMPOSICION QUIMICA

Proteina 2.9%
Grasa 1.8%
Extracto seco 18.6%
Minerales 0.9%
Galactosa 0.6%-0.8%
Lactosa 3%-2.7%

Prebdtico 2%
Azlcares 0,5%

Producto probidtico: S. thermophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. acidophilus, B.lactis
+ prebidtico

Placebo: S. thermophilus, L. bulgaricus. Sin prebiotico

Analisis clinico: aleatorizado, doble ciego y controlado. Grupos de intervencién y placebo.
150 ml por dia




Tarea 1. Obtencién de leches fermentadas que contengan bacterias
probidticas y que mantengan la viabilidad en el producto.

Desarrollo de un procedimiento de diferenciacion y cuantificacion de bacterias
lacticas y bifidobacterias presentes en cultivos mixtos en leches fermentadas

Patentado

’ Medios de cultivo selectivos ‘

S. thermophilus, L. casei, B. lactis

’ Medios de cultivo diferenciales ‘

L. bulgaricus, L. acidophilus

Tarea 1. Obtencién de leches fermentadas que contengan bacterias
probiéticas y que mantengan la viabilidad en el producto.

L. agidophilys
cle

| MEDIOS DE CULTIVO DIFERENCIALES |




Tarea 1. Obtencién de leches fermentadas que contengan bacterias
probidticas y que mantengan la viabilidad en el producto.

Probiético

Especie Recuentos (ufc/ml) en leche fermentada conservada a 4 °C

1 semana 2 3 4

S. thermophilus 2.1 (20.5) x 10° | 1.5(20.6) x 10° | 1.7 (£0.5)x 10° | 1.7 (0.9) x 10°
L. bulgaricus 4.5(x2.0)x 107 | 1.8(£1.2)x 107 | 4.3 (£0.7) x 107 | 6.4 (¥1.0) x 10°
L. acidophilus 1.6 (£0.8) x 107 | 1.6(x0.9) x 107 | 8.0(£0.5) x 105 | 3.8 (£2.0) x 10°
L. casei 3.2(20.9) x 106 | 3.6 (£2.0) x 105 | 3.2(*0.9) x 10° | 3.3 (x1.6) x 10°
B. lactis 1.2(#0.3) x 108 | 1.2(x0.7) x 108 | 1.0(£0.4) x 108 | 1.4 (£0.4) x 108

Placebo

Especie Recuentos (ufc/ml) en leche fermentada conservada a 4 °C

1 semana 2 semana 3 4

S. thermophilus 7.9 (£2.1) x 108 1.2 (20.9) x 10° 1.1 (20.6) x 10° | 8.8 (x1.1) x 108

L. bulgaricus 1.9 (£0.4) x 108 | 23(x0.7)x 105 | 1.8 (£0.6) x 108 | 1.6 (x0.3) x 108

Se mantienen niveles aceptables de bacterias probiéticas durante la vida util
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Tarea 2. Caracterizacion molecular de las cepas probiéticas para facilitar su
identificacién en el tracto intestinal.




Tarea 2. Caracterizacion molecular de las cepas probiéticas para facilitar su
identificacion en el tracto intestinal.

Desarrollo de un procedimiento de deteccion e identificacion de diferentes
especies de bacterias lacticas en cultivos mixtos con bifidobacterias
Patentado
PCR: regiones variables V1 y V2 del gen 16S rRNA (LAB) y del gen tal (B. lactis)

S. thermophilus: Thermfor: 5-ACGCTGAAGAGAGGAGCTTG-3’
Thermrev: 5-GCAATTGCCCCTTTCAAATA-3’

L. bulgaricus: Bulgfor: 5-TCAAAGATTCCTTCGGGATG-3’
Bulgrev: 5-TACGCATCATTGCCTTGGTA-3’

L. acidophilus: Acidfor: 5-~AGCGAGCTGAACCAACAGAT-3’
Acidrev: 5-AGGCCGTTACCCTACCAACT-3’

L. casei: Casfor: 5-GCACCGAGATTCAACATGGAA-3'
Casrev: 5-GCCATCTTTCAGCCAAGAACC-3'

B. lactis: Forlac: 5-GCGCTGGGCTGCTCTGGAAGC-3
Revlac: 5-TGGCGACGAGCTCATCGACA TACT-3’

Tarea 2. Caracterizacion molecular de las cepas probidticas para facilitar su
identificacion en el tracto intestinal.
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L. casei B. lactis

Amplificacion ADN de cada uno de los aislamientos




Tarea 2. Caracterizacion molecular de las cepas probidticas para facilitar su
identificacion en el tracto intestinal.

ADN total de las muestras. PCR-DGGE

1 2 3 4 5 6 7

S. thermophilus— — e —
L. casei
L. bulgaricus

L. acidophilus

B. lactis——

Tarea 3. Determinacion de la capacidad de las cepas probidticas de
colonizar el intestino analizando su aptitud para acceder,
implantarse y competir en el tracto gastrointestinal.
Caracterizacion de la resistencia a los antibiéticos suministrados
en los tratamientos de las alteraciones intestinales.
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10 Succinico

Tarea 3. Determinacion de la capacidad de las cepas probidticas de
colonizar el intestino analizando su aptitud para acceder,
implantarse y competir en el tracto gastrointestinal.

(en estudio)

3.1 Caracteristicas de resistencia de las cepas en las condiciones del tracto gastrointestinal:

==> Condiciones de simulacion del TGI: soluciones artificiales y
sucesivos vaciados gastricos a diferentes pHs

== Marcaje fluorescente (LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit). Fluorimetria

3.2 Capacidad de adhesion intestinal y exclusién competitiva de patégenos :

==> Lineas celulares intestinales: HT-29, HT-20MTX y Caco-2

3.3 Metabolismo fermentativo y produccién de sustancias antimicrobianas:

== Capacidad de fermentacion de oligofructosas: actividad fructofuranosidasa
frente a raftilosa

==> Produccién de sustancias antimicrobianas

ACIDOS ORGANICOS DE CADENA CORTA (SCFA)
DEL METABOLISMO FERMENTATIVO BACTERIANO EN PRODUCTO

Foérmico Probidtico
Acético

Propiénico

Isobutirico

Butirico

Agua

Valérico
Patrén Interno

Lactico




Tarea 3. Determinacion de la capacidad de las cepas probidticas de
colonizar el intestino analizando su aptitud para acceder,
implantarse y competir en el tracto gastrointestinal.

3.3 Metabolismo fermentativo

Formacién de SCFA (mM) en leche fermentada conservada a 4 °C
Probiético 1 semana 2 semanas

3 semanas 4 semanas
Acético 4.48 *1.40 4.32 £1.50 4.37 £ 0.58 5.36 £ 0.46
Lictico 81.18 * 13.34 98.85 *13. 52 106.93 £ 951 11475 *18.35
Placebo

Lactico 84.96 £ 17.38 10525 £ 13.92 109.82 £ 1.40 134.28

+ 15.97
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Tarea 4. Evaluar la eficacia de las cepas probidticas suministradas en
leches fermentadas en la reduccion de la diarrea asociada a
tratamiento antibidtico y la disminucion de recidivas en la
enfermedad inflamatoria intestinal y establecer la relacion
existente con su capacidad de colonizacién intestinal.




Tarea 4. Evaluar la eficacia de las cepas probiéticas suministradas en las
leches fermentadas en alteraciones intestinales y establecer la
relacion existente con su capacidad de colonizacién intestinal.

(en estudio)

Colonizacion de las cepas probiéticas en los pacientes

4.1 Cuantificacion de microbiota cultivable y PCR cuantitativo de
bifidobacterias y lactobacilos.

4.2 Analisis en heces de la presencia de las cepas probiéticas: PCR-DGGE
4.3 Determinacion del contenido en acidos grasos de cadena corta: CG

4.4. Evolucién de marcados metabdlicos de mejoria en la patologia.

4.5 Relacién entre la ingesta del producto probiético, la evolucion de
marcadores metaboélicos y la colonizacion intestinal
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