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SISTEMA DE ESTABILIZACION DE MICROBIOTA INTESTINAL HUMANA

DESCRIPCION

Campo técnico de la invencidn

La presente invencion corresponde a los campos técnicos de la biotecnologia y la
microbiologia industrial, particularmente concierne a un sistema integrado por composiciones
y metodos para la obtencion, estabilizacidén y aplicacion de un modelo ex vivo de microbiota
gastrointestinal, mas particularmente para su aplicaciéon en modelos in vitro de fermentacion
colonica para la simulacion de procesos de digestion y el estudio de diversas interacciones de
la microbiota intestinal. '

Antecedentes

El aparato digestivo cumple con la funcidén de transformar las sustancias complejas que estan
presentes en los alimentos a moléculas mas simples que pueden ser utilizadas finalmente
como fuente de energia para llevar a cabo la gama de procesos metabdlicos y celulares
habituales en el organismo. Sin embargo, esta funcién primordial es un proceso sumamente
complejo, en el que participan los distintos 6rganos que constituyen al aparato digestivo como
son la boca (en la cual se incluyen los dientes y la lengua) la faringe, el eséfago, el estémago,
el intestino delgado, el intestino grueso, el recto y el ano, todos ellos conformando el tubo
digestivo llamado también tracto gastrointestinal o tracto digestivo; y participan también
glandulas accesorias del tubo digestivo incluyendo las glandulas salivales, el higado, la
vesicula biliar, el baso y el pancreas.

Ademas, el aparato digestivo incluye vastas poblaciones microbianas, heterogéneas,
Integradas por arqueas, bacterias, hongos, protistas y virus, que en la actualidad se
consideran como un “6rgano metabélico” que desempeiia per se funciones esenciales en los
procesos de digestion, asi como en relacion a la salud humana en general. Estas poblaciones
de microorganismos son englobadas en el término aceptado actualmente de “microbiota”, y
su estudio ha sido un tema que cobra mas y mas relevancia conforme se van revelando los
mecanismos bioquimicos Y fisiologicos que forman la base de la relaciéon de la microbiota y la
salud humana. En las diferentes regiones anatémicas del tubo digestivo la cantidad de
microorganismos y las especies presentes es variable. Por ejemplo, el estémago
generalmente no esta colonizado numerosamente por microorganismos dado el bajo pH que
este tiene en homeostasis, tipicamente alberga hasta 1x10° UFC/g, con presencia
principalmente de microorganismos de los tipos lactobacilos, estreptococos, y levaduras. En
el intestino delgado se incrementa levemente la poblacion de microorganismos,
estableciendose mayormente en el yeyuno e ileon en proporciones respectivamente de 1x10*
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y 1x10°%7, mientras que en el duodeno la poblacién es mas bien baja por la presencia de sales
billares. La mayor proporcion de la microbiota se establece en el intestino grueso,
particularmente en el colon, en donde las poblaciones pueden alcanzar concentraciones de
hasta 1x10'? — 1x10'* UFC/g de contenido colénico, representando hasta un 95 % del total de
la microbiota. (Guarner, F., Malagelada, JR., 2003. La flora bacteriana del tracto digestivo.
Gastroenterol Hepatol Vol.26, Supl 1:1-5; Icaza-Chéavez, M.E., 2013. Microbiota en la salud y
la enfermedad. Revista de Gastroenterologia de México. Vol 78(4).240-248; Willlams, CF.,
Walton, GE., Jiang, L., Plummer, S., Garaiova, I., Gibson, GR. 2015. Comparative analysis of
intestinal tract models. Annu Rev Food Sci Technol. Vol.6:329-350).

La relevancia de la participacion de la microbiota intestinal en la serie de eventos bioquimicos
y fisiologicos que tienen lugar durante la digestion de los alimentos y las subsiguientes fases
de absorcion, transporte e incorporacion al metabolismo de los nutrientes provenientes de los
mismos, ha generado gran interés tanto en el ambito cientifico como por parte de los sectores
Industriales relacionados a la produccién de alimentos, alimentos nutracéuticos y funcionales,
bebidas, farmacos, medicamentos y otras sustancias terapéuticas. Asi, se ha puesto gran
empeno en disenar diversas estrategias para caracterizar la composiciéon de la microbiota
Intestinal y su rol en los procesos digestivos. Se ha considerado también fundamental tener
un mayor entendimiento de los cambios que puede sufrir la microbiota intestinal en aspectos
como diversidad, estabilidad y funcionalidad metabdlica por efecto de condiciones
patologicas, tipo de alimentacidn y/o intervenciones nutricionales, tratamientos médicos, entre
otros; dado que tales cambios en la microbiota intestinal pueden tener importantes
repercusiones en la salud humana. La microbiota intestinal se considera un nuevo factor
implicado en la etiologia de la obesidad debido a su influencia en las funciones metabdlicas e
iInmunologicas del hospedero. (Sanz Y. A., Santacruz, J. D. 2009. Influencia de la microbiota

intestinal en la obesidad y las alteraciones del metabolismo. Acta Pediat Esp. Vol.67(9):437-
442)

La poblacion con obesidad tanto infantii como adulta presentan una alteraciéon en la
composicion de su microbiota intestinal (disbiosis) que se caracteriza por una mayor cantidad
de Firmicutes y una menor cantidad de Bacteroidetes, mismos que se han relacionado con el
tipo de dieta de las poblaciones (Tremaroli V, Backhed F. 2012. Functional interactions
between the gut microbiota and host metabolism. Nature. Sep 13:489(7415):242-9. doi:
10.1038/nature11552; Estrada-Velasco B.l., et al. 2015. La obesidad infanti como
consecuencia de la interaccion entre firmicutes y el consumo de alimentos con alto contenido
energeético. Nutr - Hosp. 31(3).1074-1081 ISSN 0212-1611.
doi:10.3306/nh.2015.31.3.8302;Sanders M.E. 2008. Probiotics: definition, sources, selection,
and uses. Clin Infect Dis. Vol.46(2): S58-S61. doi: 10.1086/523341).



10

15

20

25

30

- 35

f"/\
,/. “

-

L.a microbiota intestinal también regula parte de la inmunidad del hospedero, influye en las
respuestas locales y sistemicas, por lo que se considera que tiene influencia en la inflamacién
cronica leve asociada a la obesidad. Distintos receptores como los TLR (Toll-like) se activan
en respuesta a estimulos microbianos y componentes de la dieta como proteinas y lipidos,
desencadenando vias de senalizacion que activan distintos factores de transcripciéon como
NFk-B y la sintensis de diversas citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-1B y mediadores de
inflamacion. (Sanz Y. A., Santacruz, J. D. 2009. Influencia de la microbiota intestinal en la
obesidad y las alteraciones del metabolismo. Acta Pedijat Esp. Vol.67(9):437-442).

En el estado de la técnica hay una gran cantidad de publicaciones en las que si bien se resalta
la trascendencia biolégica que pueden tener los estudios realizados de manera directa sobre
la microbiota intestinal, también se ponderan los inconvenientes que conllevan estos tipos de
estudios. Por ejemplo, se ha demostrado que existe una significativa variacion inter-individual
en la microbiota intestinal, por lo que los estudios en individuos voluntarios sanos, o0 en
pacientes de hospitales, o0 en pacientes con ileostomias, o en victimas repentinas de
accidentes graves/mortales, darian resultados con diferencias considerables; ademas de que
se debe hacer frente a una serie de consideraciones éticas. Otros factores que pueden
también influir en la composicion de la microbiota intestinal, incluyen aspectos relacionados
con edad, genero, grupo étnico, geografia, ocupacion, antropometria, habitos alimentarios,
uso de pre/probiéticos,' suplementos alimenticios, estado habitual del intestino, uso de
antibioticos, medicamentos, contacto con mascotas, etc. Incluso, se ha observado que los
patrones de la microbiota intestinal pueden ademas verse afectados por los ciclos diurnos del
portador de la microbiota. Ademas, se tiene tambien dentro de los inconvenientes que para
poder estudiar la microbiota intestinal estan las cuestiones éticas involucradas a la forma de
obtencion de las muestras intestinales para producir poblaciones de microbiota representante
de esta region del tubo digestivo.

Intentos para salvar las cuestiones antes planteadas, se encuentran divulgados en el estado
de la técnica, por ejemplo, en relacién a la implementacion de modelos in vivo (modelos
animales incluyendo ratones, ratas, cerdos, etc.); no obstante, debido a las diferencias
fisiologicas los resultados pierden significancia biolégica; sin contar con que se trata de
tecnologias costosas, y que por otra parte estan presentes las cuestiones éticas, por ejemplo
por el uso de animales para la experimentacion.

Otra alternativa para estudiar las complejas relaciones bidireccionales entre la microbiota
gastrointestinal y la salud humana consiste en la implementacion de modelos in vitro, los
cuales implican menores costos econdmicos, menores dilemas éticos, y en general su
operacion es relativamente simple, permitiendo la obtencion relativamente rapida de
resultados. Ademas es posible implementar estos modelos para simular en particular alguno
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de los compartimientos tubo digestivo. La complejidad de los modelos in vitro ha variado en
funcion de las aplicaciones para las cuales se han disefiado.

Se tienen por ejemplo los modelos en Batch, como los disefios mas simples, en los cuales los
microorganismos y los sustratos son incubados en un reactor bajo condiciones controladas.
Debido a que las condiciones en este tipo de cultivos no se pueden estar cambiando, su uso
se limita a estudios de corta duracién, para evitar que los microorganismos alcancen una fase
estacionaria por agotamiento de nutrientes y/o por acumulacion de productos toxicos que
iInhiban su crecimiento, y posteriormente se pierda la viabilidad. (Williams, CF., Walton, GE.,
Jiang, L., Plummer, S., Garaiova, I., Gibson, GR. 2015. Comparative analysis of intestinal tract
models. Annu Rev Food Sci Technol. Vol.6:329-350).

En los disefios de modelo continuo, se trata de imitar con mayor precision las condiciones
fisicoquimicas que hay en el tracto gastrointestinal; por ejemplo, el flujo constante de
nutrientes, el eflujo de desechos en relacion a tiempos de retencién definidos, y el intercambio
de gases (0-COy); y también se regulan parametros como el pH y la temperatura. Los
modelos continuos pueden tratarse de disenos de un solo paso (reactor), o bien constar de
varios reactores interconectados para simular diferentes partes del sistema gastrointestinal.
Entre los ejemplos de este tipo de modelos in vitro se tiene el modelo colonico de tres pasos
de Gibson (1988); el EnteroMix® de Makivuokko (2005); y el PolyFermS de Barner (2013).
(Willlams, CF., Walton, GE., Jiang, L., Plummer, S., Garaiova, |, Gibson, GR. 2015.
Comparative analysis of intestinal tract models. Annu Rev Food Sci Technol. Vol.6:329-350).

- En los modelos dinamicos, todavia se busca una mayor semejanza con las condiciones

fisicoquimicas dentro del tracto gastrointestinal, e incluyen ias interacciones entre el vaciado
gastrico, pH estomacal, secrecion, absorcion de agua, remocion de productos de la digestion
0 metabolitos de los microorganismos, transito del alimento a través de las diferentes
secciones del tracto digestivo. Ejemplos de este tipo de modelos in vitro incluyen SHIME
(Simulator of the human intestinal microbial ecosystem) de Molly (1993); el TIM (TNO intestinal
model) de Minekus (1995-1999); el M-SHIME (Mucosal model =SHIME) de Van den Abbeele
(2012); el HMI (Host-microbiota interaction model) de Mazorati (2014), y el Gut-on-a-chip de
Kim (2012), entre otros. (Williams, CF., Walton, GE., Jiang, L., Plummer, S., Garaiova, |.,
Gibson, GR. 2015. Comparative analysis of intestinal tract models. Annu Rev Food Sci
Technol. Vol.6:329-350). |

Sin menoscabo de lo anterior, es importante remarcar que para que los modelos in vitro tengan
una significancia biolégica equiparable a la de los modelos in vivo, es necesario que cuenten
con poblaciones microbianas complejas en su composicion, estables, y que puedan asi
representar de manera confiable el ecosistema microbiano intestinal, asi como su funcién
metabolica en el tubo digestivo y los distintos procesos relacionados con la digestion.

4
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Asi, una alternativa mas, consiste en los llamados modelos ex vivo, en los que se busca tener
poblaciones de microbiota con la complejidad y diversidad de su estado natural, y que son
aisladas de un individuo o de un grupo de individuos con una caracteristica de interés
particular, por ejemplo: en relacion a edad, género, genotipo/fenotipo, etnias o razas o
ubicacion geografica; o bien en relacidén a alguna alteracion especifica del estado de salud.
En los modelos ex vivo, la microbiota aislada se mantiene en ambientes artificiales (in vitro)
bajo condiciones controladas. Para este fin, las poblaciones microbianas deberian ser
Inicialmente aisladas de su habitat natural, es decir del tracto géstrointestinal, primordialmente
del colon; sin embargo debido las cuestiones éticas y técnicas que tendrian que enfrentarse
para tener acceso a esta parte del cuerpo humano y tomar de ahi las muestras, se ha optado
por recuperar la microbiota a partir de las heces fecales. (Roeselers G., Ponomarenko M.,
Lukovac S., Wolterboer H., 2013. Ex vivo systems to study host-microbiota interactions in the
gastrointestinal tract. Best Practive & Research Clinical Gastroenterology. Vol.27:101-113;
Wei-Kai W, Chieh-Chang C, Suraphan P, Rou-An C, Ming-Shiang W, Lee-Yan S, Shan-Chwen
C. 2018. Optimization of fecal sample processing for microbiome study - The journey from
bathroom to bench. J Formos Med Assoc. doi: 10.1016/.jfma.2018.02.005; Vogtmann E, Chen
J, Kibriya MG, Chen Y, Islam T, Eunes M, Ahmed A, Naher J, Rahman A, Amir A, Shi J, Abnet
CC, Nelson H, Knight R, Chia N, Ahsan H, Sinha R. 2017. Comparison of fecal collection

methods for microbiota studies in Bangladesh. Appl Environ Microbiol 83; e00361-17. doi:
10.1128/AEM.0061-17).

La recuperacion de microbiota a partir de las heces fecales y su posterior estabilizacion vy
mantenimiento en sistemas in vitro implica retos que bajo diversas estrategias se han tratado
de salvar en los procedimientos divulgados en el estado de la técnica. Diversos métodos de
preservacion de muestras fecales han resultado efectivos para la obtencion de acidos
nucleicos con miras a la caracterizacion genotipica de la microbiota (Gaci N., Chaudhary P.P.,
Tottey W., Alric m., Brugere J., 2017. Functional amplification and preservation of human qut
microbiota. Microbial Ecology in Health and Disease. Vol. 28  1308070.
doi:10.1080/16512235.2017.1308070); pero respecto a la viabilidad y funcionalidad de los
microorganismos recuperados de dichas muestras el panorama es distinto. Aunque ya en el
mantenimiento de la microbiota en los modelos ex vivo se lleve a cabo un manejo cuidadoso
y controlado de parametros como temperatura, pH, mantenimiento de ambientes anaerobios,
tiempos de retencion, y las sustancias nutricionales aportadas en los medios de cultivo
utilizados, etc., para simular lo mas fielmente posible las caracteristicas ambiente-espacio-
tiempo bajo las cuales llevan a cabo sus actividades metabdlicas y funcionales los diversos
integrantes de la microbiota intestinal, hay pasos criticos en las fases preliminares del
establecimiento de los modelos ex vivo de simulacion de tracto gastrointestinal, y de estos
pasos criticos dependera el nivel de significancia biolégica que tendra el modelo, es decir, que

5
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se logre tener en el modelo de simulacion una microbiota con la densidad poblacional
adecuada, 1o suficientemente diversa, estable y metabdlicamente activa.

Algunos de estos aspectos se abordan por ejemplo en la patente EP 2750682 B1, en donde
se describe un sistema micro-ecolégico anaerobio que comprende microbiota intestinal
humana anaerobicamente cultivada, una composicion que comprende microbiota intestinal
humana cultivada anaerdobicamente y un método de preparacion de la misma. Se menciona
en el documento que la composiciéon constituye un cultivo funcional para reestablecer la
normalidad de un microbioma humano afectado por enfermedades; como se describe en este
documento, la cOmposic'ién se prepara de modo que se favorezca esencialmente el
crecimiento de bacterias anaerobias incluyendo Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria 'y
Actinobacteria, con la finalidad de que su interaccion con la microbiota intestinal dafada

genere un efecto sinergico que promueva el restablecimiento de las funciones fisioldgicas y
metabdlicas.

La presencia de miembros de las familias bacterianas anaerobicas antes mencionadas
tambien se resalta en el documento WO 2016/139217, en el que se describe la preparacién
de una composicion de microbiota intestinal humana a partir de muestras fecales de
donadores sanos, para su uso en terapias de trasplante en el tratamiento de alguna condicion
relacionada a la disbiosis intestinal, derivada por ejemplo de infecciones producidas por
Clostridium difficile; el cultivo de los microorganismos se lleva a cabo mediante proceso
continuo en un fermentador anaerobico, utilizando como medio de cultivo un medio nutritivo
suplementado con fibra dietética.

En el documento US 9,433,651 B2, se divulgan composiciones para terapia de restauracion
de microbiota y los metodos para su fabricacion y uso. El método de fabricacion de la
composicion comprende la recoleccion de una muestra fecal humana, la adicion de una
solucion salina como diluyente en el que se incluye un crioprotector (Polietilenglicol), la
filtracion de la muestra diluida para la recuperacion de un filtrado que se transfiere a una bolsa
de muestra que es sellada al momento de la transferencia, y posteriormente se preserva en
condiciones de refrigeracion/congelacion. La composiciéon resultante, que comprende una
cantidad eficaz de la microbiota fecal y el crioprotector, es utilizada para terapia de
restauracion de microbiota por trasplante fecal. Y se menciona que factores como el tiempo
de almacenamiento, la tecnica de congelacion/descongelacion, la manipulacion de la
microbiota descongelada, entre otros son factores que pueden afectar la calidad de la muestra
que se va a trasplantar por lo que se utilizan tecnicas de cultivo microbioldgico para confirmar
la viabilidad y diversidad de la microbiota.

Otro ejemplo es el documento de patente US 20150037285 A1, en donde se refieren también
metodos para transferir microbiota gastrointestinal preservando su viabilidad y bioactividad,

6
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Incluso si estan presentes organismos exigentes, anaerdbicos y no cultivables; se
proporcionan ejemplos de como la manipulacidon de la microbiota gastrointestinal y Ia
Introduccion de taxones particulares pueden usarse para afectar el estado metabélico de un
individuo en el que se realiza trasplante de microbiota, particularmente en relacion al peso, la
grasa y la obesidad. Se describe en el documento que las muestras de heces deben ser
depositadas en un contenedor con ambiente reducido (sin oxigeno), en una solucion salina
esteril, agua o algun otro medio de transporte aerébico; en el caso de transporte de bacterias
anaerobias, el ambiente anaerobico consta de 90% nitrogeno, 5% hidrogeno y 5% didxido de
carbono en un contenedor que permita estas condiciones.

Y un caso mas, se encuentra en el documento de patente US 2018/0099012 A1, que versa
tambien sobre la preparacion de composiciones de microbiota intestinal, obtenida de heces
fecales de donadores sanos, y que son de aplicacién en terapias de trasplante de microbiota
fecal en el tratamiento de disbiosis intestinal provocada por ejemplo por infecciones de
bacterias patégenas como Clostridium difficile. EI método incluye los pasos de: recoger al
menos una muestra de microbiota fecal del sujeto donante, y en un periodo de menos de 5
minutos después de recoger la muestra colocarla en un dispositivo desprovisto de oxigeno;
pero se debe de mezclar la muestra obtenida con al menos una solucidn salina acuosa que
contenga al menos un crioprotector y posteriormente, filtrar la mezcla obtenida por medio de
un filtro que comprende poros que tienen un diametro de menos de o igual a 0.7 mm vy
finalmente almacenar la mezcla obtenida a una temperatura de entre -15°C y -100°C.

Sin embargo, ha persistido hasta ahora la necesidad de mejorar los métodos de obtencidn,
estabilizacion y mantenimiento, en tiempos Optimos, de poblaciones microbianas que
pudieran considerarse representaciones biolégicamente significativas de la microbiota
humana intestinal. La microbiota obtenida para trasplante, de acuerdo con los meétodos
anteriormente divulgados en el estado de la técnica, ho se mantenia en cultivo, sino que
solamente se establecian las condiciones Optimas para preservaria hasta el momento de su
uso; con el riesgo constante de que se perdieran microorganismos por efecto de fallos en las
técnicas microbioldgicas aplicadas durante la manipulacion de dicha microbiota.

Breve descripcion de la invencion

La invencion que sera descrita en lo sucesivo proporciona un sistema atractivo y rentable, en
el que se integran distintos elementos que permite la estabilizacion de la microbiota intestinal
humana, obtenida a partir de muestras de heces fecales, por lo que no es necesaria la
implicacion de técnicas invasivas.

El sistema de la invencidn esta integrado por un kit para toma de muestra de heces fecales
disefado para que al ser proporcionado a un donador o grupo de donadores, resulte sencillo
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el procedimiento de colecta de las muestras a partir de las cuales se obtendra la microbiota
intestinal que asegure la viabilidad de los microorganismos que estan contenidos en ella.

Otro elemento primordial de la invencidén consiste en un método cuya realizacion segun las
etapas y pasos que seran posteriormente descritos, permite lograr eficazmente Ia
estabilizacion in vitro de microbiota intestinal humana proveniente de muestras de heces
fecales de un donador o grupo de donadores con al menos una caracteristica de interés
especifico para su estudio, que puede corresponder por ejemplo a una alteracion como
obesidad, donde el IMC es igual o mayor a 30, sin comorbilidades; o bien a otro tipo de
alteraciones como la diabetes; la enfermedad inflamatoria intestinal; entre otras. Incluso, el
donador o grupo de donadores pueden ser individuos en estado no alterado incluyendo nifios
sanos, adultos sanos, deportistas sanos, entre otros.

El método de la invencién involucra la utilizacion de récipientes en donde se estaran
realizando las reacciones de fermentacion inherentes a la estabilizacion de la microbiota
intestinal humana, que en |o sucesivo seran definidos como reactores, los cuales actuan de
acuerdo con el método de la invencién simulando respectivamente una o mas regiones
anatomicas del tubo digestivo. Como parte del método de la invencion, se precisa establecer
en los reactores las condiciones de al menos pH, agitacion, y temperatura, en funcion de la
region anatomica del tubo digestivo que se simulara. Estos valores estan ampliamente
difundidos en |a literatura, por ejemplo es bien conocido que el pH en el estémago de un adulto
sano fluctua entre 2 a 2.5.

Y otro elemento primordial de la invencion consiste en un medio de cultivo para la
estabilizacion de la microbiota, disefiado tal que sin incurrir en altos costos permite lograr la
estabilizacion de la microbiota intestinal obtenida de muestras de heces fecales, y permite
también mantener la microbiota intestinal humana en condiciones in vitro atin durante periodos
prolongados de tiempo necesarios para la realizacion del estudio de las poblaciones
microbianas, de sus interacciones, y/o de simulaciones de una gama de procesos digestivos.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1, ejemplifica esquematicamente los componentes principales del kit de toma de
muestra de heces fecales: los contenedores (1) con tapa de cierre hermético (2), en donde
(1a) corresponde al contenedor para la muestra en condiciones de anaerobiosis y (1b)
corresponde al contenedor para la muestra aerobia; para el caso de muestra en anaerobiosis,
en la cara interna de la tapa de cierre hermético (2) se incorpora una vela de tamario tal que
no tenga contacto con el contenido final (3); ambos contendores incluyen un volumen de
medio de cultivo para toma de muestra (4); el dispositivo para la colecta de muestra (5); y el
Instructivo para la toma de muestra (6).
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La Figura 2, muestra un grafico correspondiente al monitoreo de la microbiota de pacientes
en situacion de predialisis, estabilizada conforme al método de la invencién para un proceso
de simulacion de colon ascendente, colon transverso, y colon descendente. Se observo la
presencia de bacterias de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Salmonella, y
Clostridium; cuyas proporciones se mantuvieron durante la estabilizacion de la microbiota,
respecto de las proporciones encontradas en la microbiota nativa de los pacientes donantes

La Figura 3, muestra un grafico correspondiente al monitoreo de la microbiota de pacientes
en situacion de hemodialisis, estabilizada conforme al método de la invencién para un proceso
de simulacion de colon ascendente, colon transverso, y colon descendente. Se observé la

presencia de bacterias de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Salmonella, y
Clostridium; cuyas proporciones se mantuvieron durante la estabilizacién de la microbiota,
respecto de las proporciones encontradas en la microbiota nativa de los pacientes donantes

La Figura 4, muestra un grafico correspondiente al monitoreo de la microbiota de pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal, estabilizada conforme al método de la invencion para
un proceso de simulacion de colon ascendente, colon transverso, y colon descendente. Se
observo la presencia de bacterias de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Salmonella,
y Clostridium; cuyas proporciones se mantuvieron durante la estabilizacién de la microbiota,
respecto de las proporciones encontradas en los pacientes que donaron la microbiota Inicial
la cual es tomada como referencia para asegurar condiciones de microorganismos similares
al intestino del paciente. |

Descripcion detallada de la invencion

La invencion a la que se hace mencién en este documento se refiere a un sistema de
estabilizacion de microbiota intestinal humana, en el que se integra un kit de toma de muestra
de heces fecales para la recuperacion de la microbiota intestinal; un medio de cultivo de
estabilizacton de la microbiota intestinal obtenida de muestras de heces fecales; y, un método
para la estabilizacién in vitro de la microbiota intestinal obtenida de muestras de heces fecales:
elementos que en su conjunto permiten el aislamiento, estabilizacién, mantenimiento y
aplicacion de la microbiota intestinal en modelos ex vivo por ejemplo para la simulacién de
procesos de digestidén, en donde la incorporacion de la microbiota estabilizada permite realizar
una gama de estudios sobre poblaciones de microorganismos provenientes de donadores
pertenecientes a un grupo de interés por alguna caracteristica o condicion relacionada a edad,
genero, genotipo/fenotipo, etnias o razas o ubicacidén geografica; o bien en relacion a alguna
alteracion especifica del estado de salud, por ejemplo causada por patégenos, por aspectos

nutricionales, por obesidad, insuficiencia renal, desdérdenes metabdlicos, etc. La microbiota
estabilizada, conforme a la presente invencion, puede provenir también de un individuo

particular para su utilizacion en simulaciones de procesos digestivos, para ensayar terapias
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que tengan relacion con la formacién de metabolitos y el impacto que pueden tener sobre la
microbiota intestinal, por ejemplo en casos de enfermedad inflamatoria intestinal.

Un primer aspecto de la invencion comprende el kit de toma de muestra de heces fecales
(Figura 1), el cual esta disefiado para asegurar la diversidad, cantidad de la poblacién, y

actividad metabolica de los grupos aerdbicos y anaerdbicos. El kit incluye para cada
donacion/donante de muestra de heces fecales:

1) Al menos dos contenedores, preferentemente con una capacidad de 5 a 50 mL, fabricados

- con material que pueda ser esterilizado, y ambos con tapas de cierre hermético (2). En al

menos uno de los contenedores (1a) esta provista una vela (3) adherida a la cara interior de
la tapa de cierre hermético, de manera que al encender la vela después de depositar la
muestra y tapar el contenedor herméticamente, se lleve a cabo una reaccion de conversion
de oxigeno a CO; para generar un ambiente de anaerobiosis (muestra anaerébica); en tanto
que en al menos un contenedor (1b) se tendra un ambiente aerdbico (muestra aerobia).

2) Un medio de cultivo de toma de muestra (4), que incluye fuentes de carbono como extracto
de levadura (1-3 g/L) y peptona (1-3 g/L), sales inorganicas como NaHCO3 (0.1-0.1 g/L), NaCl
(0.01-0.1g/L), KHPO,4 (0.01-0.1 g/L), KH.PO, (0.01-0.1 g/L), CaCl. (0.001-0.01 g/L),
MgSO,4-7H20 (0.001-0.01 g/L), fuentes de nitrébgeno como L-cisteina (0.1-1g/L), y una fuente
de hierro que opcionalmente se puede seleccionar de entre sulfato ferroso, cloruro férrico,
hemina y extracto de eritrocito (0.1-0.5 g/L). El medio de cultivo de toma de muestra (4) se
proporciona en un volumen de entre 1 y 30 mL, estéril, incluido en los respectivos

~ contenedores con tapas de cierre hermético (1a, 1b), de manera que actiia como medio de

transporte de las muestras de heces fecales, preservando la viabilidad y actividad metabdlica
de la diversidad de microorganismos presentes en las muestras hasta el momento de su
procesamiento, en un periodo de hasta 8 horas después de la deposicién de las heces.

De manera opcional, en el kit se puede también incluir:

3) Al menos un dispositivo para la colecta de muestra (5), que debe estar fabricado en material
que pueda aseptizarse, preferentemente en forma de cucharilla para la colecta de muestras
de heces fecales de diferente consistencia, con una capacidad de entre 1 y 10 g de muestra.

4) Un instructivo de toma de muestra (6), para proporcionar las indicaciones especificas sobre
la manera en que se debe realizar la colecta de la muestra de heces fecales.

Un segundo aspecto de la invencidn, comprende el medio de cultivo de estabilizacion de
microbiota, que para su adecuado funcionamiento de conformidad con la invencidén, se
proporciona en dos composiciones: la primera composicion corresponde a un medio de cultivo
base que comprende fuentes de carbono como extracto de levadura (1-3 g/L) y peptona (1-3
g/L), sales inorganicas como NaHCOs; (0.1-0.1 g/L), NaCl (0.01-0.1g/L), KoHPO4 (0.01-0.1

10



10

15

20

25

30

35

f— \
' ’f.//»

—

g/L), KH2PO4 (0.01-0.1 g/L), CaClz (0.001-0.01 g/L), MgSO4-7H20 (0.001-0.01 g/L), fuentes
de nitrogeno como L-cisteina (0.1-1g/L); y la segunda composicién corresponde a un
muitivitaminico que incluye como minimo por cada litro: biotina (5000 Ul), pantotenato (10
mg), hicotinamida (5 mg), vitamina B12 (cianocobalamina) (5 pg), tiamina (100 mg), acido
benzoico o paraminobenzoéico (vitamina C) (150 mg), menodiona (100 mg). El medio de cultivo
de estabilizacion de microbiota aporta los nutrientes adecuados para preservar por largos
periodos de tiempo de cultivo ex vivo las caracteristicas deseadas de la microbiota obtenida
de las muestras de heces fecales, a saber, diversidad, densidad de poblacién y actividad
metabdlica.

Un tercer aspecto de la invencidon comprende el método para la estabilizacion in vitro de la
microbiota aislada de muestras de heces fecales, para su posterior utilizacidon en uno o mas -
recipientes que cumplan con las caracteristicas de un reactor, preferentemente de base plana
con capacidad de trabajo que va de 100 a 1000 mL, en los que se establecen condiciones
muy cercanas a las que prevalecen en el habitat natural de la microbiota, para mantener los
cultivos aun durante prolongados periodos de tiempo, necesarios para la realizacion de
diversas pruebas, por ejemplo en pruebas de simulacidn de digestion, en procesos coldnicos,
de interaccion de los microorganismos con patdgenos, por aspectos nutricionales, por
obesidad, insuficiencia renal, desérdenes metabdlicos, etc. La simulacion puede ser realizada
de un individuo particular para ensayar terapias que tengan relacion con la formacion de
metabolitos y el impacto que pueden tener sobre la microbiota intestinal, por ejemplo en casos
de enfermedad inflamatoria intestinal.

El metodo de estabilizacion de microbiota de heces fecales comprende las etapas y pasos
siguientes:

l. Colecta de las muestras de heces fecales.

a) determinar con base en una caracteristica de interés especifico de estudio el donador
0 grupo de donadores de las heces fecales; por ejemplo se seleccionan individuos con una
caracteristica metabolica definida que puede corresponder a una alteracién como obesidad,
diabetes, enfermedad inflamatoria intestinal, etc., o a individuos en estado no alterado como
niNos sanos, aduitos sanos, deportistas sanos, entre otras.

b) proporcionar un kit de toma de muestra, al individuo o individuos donantes
seleccionados, que este equipado con al menos dos contenedores con tapa de cierre
hermetico (2); conteniendo cada uno de los contenedores preferiblemente un volumen de
entre 1y 30 mL de medio de toma de muestra, estéril; en donde en al menos uno de los
contenedores se pueda generar un ambiente de anaerobiosis (contenedor 1a) mediante la
provision de una vela (3) adherida a la cara interior de la tapa de cierre hermético, para que
el donador |la encienda después de depositar la muestra, y que al tapar herméticamente el
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contenedor (1a) se lleve a cabo una reaccion de conversion de oxigeno a CO; que propicie la
condicion de anaerobiosis adecuada para tener una muestra anaerdbica; y en donde en al
menos un contenedor (1b) se tenga un ambiente aerdbico que permita obtener una muestra
aerobia; y solicitar al individuo o individuos donantes entregar fas muestras en un periodo no
mayor a 8 h posterior a la deposicion de las heces fecales.

C) obtener por cada donante/donacién por lo menos una muestra aerdbica, en la cual se
ha asegurado la permanencia de microorganismos aerobicos, y una muestra anaerébica, en

la cual se ha asegurado |la permanencia de microorganismos anaerdbicos.
1. Procesamiento de las muestras de heces fecales.

a) combinar las muestras aerobica (contenedor 1b) y anaerébica (contenedor 1a) en un
tubo colector, adecuado para separar por centrifugacién una fase sobrenadante, en la que
estan contenidas las bacterias de la microbiota, de una fase organica, que consiste en la
pastilla formada despuées de la centrifugacién.

b) verificar la viabilidad y diversidad de las bacterias presentes en la microbiota aislada
de las heces fecales, por medio de al menos una de las técnicas microbiolégicas ya conocidas
en el estado de la técnica; por ejemplo la utilizacidn de medios selectivos, la determinacién
de microorganismos por metodos moieculares, o bien cualquier otra metodologia que permita
constatar que la microbiota aislada es viable y diversa.

Para el aspecto de diversidad, se considerara necesaria la presencia de por lo menos entre 4
y 10 grupos bacterianos de interés, por ejemplo Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp,
Clostridium spp, Salmonella spp, Enterobacteriae spp, Prevotella spp, o0 aquellos que sean de
iInteres particular segun el proceso que se esté realizando; en tanto que en el aspecto de
viabilidad se considerara necesario que los grupos bacterianos de interés obtenidos estén
metabolicamente activos, es decir que sean capaces de reproducirse y formar al menos un

metabolito de interes por ejemplo acidos grasos de cadena corta (acido lactico, acido butirico,
acido propionico) entre otros.

1. Estabilizacion y mantenimiento ex vivo de los cultivos de microbiota. -

a) preparar uno o mas recipientes que actuaran como reactores para simular una region
anatomica especifica del tubo digestivo, preferentemente, de base plana con capacidad de
trabajo que va de 100 a 1000 mL en donde se realizara la estabilizacion de la microbiota; en
donde la preparacion se refiere a colocar un medio base para la estabilizacidn de la microbiota
intestinal obtenida de muestras de heces fecales, que puede ser el 10% del volumen de
trabajo del reactor que comprende: extracto de levadura (1-3 g/L), peptona (1-3 g/L), NaHCO3
(0.1-0.1 g/L), NaCl (0.01-0.1g/L), KaHPO4 (0.01-0.1 g/L), KH2PO4 (0.01-0.1 g/L.), CaCl; (0.001-
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0.01 g/L), MgSO4-7H,0 (0.001-0.01 g/L), y L-cisteina (0.1-1g/L); y mantener dicho medio base
en condiciones de esterilidad;

D) Inocular un volumen de sobrenadante obtenido en el paso Il-a, correspondiente al 10%
del volumen total de medio de cultivo del paso lll-a; donde el sobrenadante se obtiene al
combinar las muestras aerébica (contenedor 1b) y anaerdbica (contenedor 1a) en un tubo
adecuado para separar por centrifugacion una fase sobrenadante, en la que estan contenidas
las bacterias de la microbiota, de una fase organica, que consiste en la pastilla formada
después de la centrifugacién.

C) establecer las condiciones de al menos pH, agitacion, temperatura, en funcién de la
region anatomica del tubo digestivo que se simulara en el reactor o reactores:;

d) mantener el cultivo en incubaciéon a 37°C, con agitacion constante para mantener en
contacto e interaccidon todos los elementos contenidos en el reactor:

e) cada 24 horas verificar el pH y adicionar una solucion multivitaminica que incluye como
minimo por cada litro: biotina (5000 UI), pantotenato (10 mg), nicotinamida (5 mg), vitamina
B12 (ctanocobalamina) (5 pg), tiamina (100 mg), acido benzoico o paraminobenzdico

(vitamina C) (150 mg), menodiona (100 mg), repitiendo esta operacion hasta que el pH se

establlice y sea constante por al menos 3 dias consecutivos y que la proporciéon de
microorganismos se mantenga respecto de la proporcidon de microorganismos de la muestra
inicial; y

f) llevar a cabo un segundo paso de verificacion de la viabilidad y diversidad de la
microbiota de manera similar a lo realizado en el paso ll-b.

Para considerar que la microbiota se ha estabilizado exitosamente se deben considerar al
menos tres criterios: 1) que sea variable, es decir, que se puedan identificar de entre 4 y 10
grupos bacterianos de interés en la microbiota estabilizada; 2) que sea estable, lo cual se
determina cuando el pH de las diferentes secciones simuladas se mantiene constante; 3) que
los microorganismos se encuentren no solo viables sino metabélicamente activos, es decir
que sean capaces de reproducirse y formar al menos un metabolito de interés. Cada parte del
proceso de estabilizacion se puede verificar usando diversas técnicas, diversos métodos vy
diversos instrumentos, de acuerdo a las necesidades y condiciones del usuario.

Finalmente si la microbiota estabilizada se desea preservar, puede usarse cualquier método
de preservacion descrito con anterioridad, por ejemplo mezclar la microbiota estabilizada con
glicerol al 70% en proporcién 1:1, congelar rapidamente en un sistema de congelacion rapida
para luego ser pasado a mantenimiento en congelacién a -80°C.
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~Con la finalidad de proporcionar elementos que permitan una mayor comprension del

concepto inventivo que da lugar a la presente, se describen a continuaciéon ejemplos de
aplicacion de la invencion, en el entendido de que son ejemplos meramente ilustrativos sin
estar destinados en modo alguno a limitar el alcance de la invencion.

Ejemplo 1. Estabili_zacién de microbiota intestinal de pacientes en predialisis y hemodialisis.

Se realizo el analisis de microbiota intestinal de cada poblacion estudiada. Se analizaron 5
pacientes en situacion de predialisis y 5 pacientes en situacion de hemodialisis. En el caso de
pacientes en situacton de predialisis todos los pacientes resultaron positivos a la presencia de

Clostridium perfringes y negativos a la presencia de levaduras, al igual que la microbiota de

pacientes en estado de hemodialisis, sin embargo la proporcion de los grupos bacterianos se
mostro con diferencias sustanciales como puede apreciarse. En los individuos en predialisis
guardo la proporcidn Lactobacillus 26.6%, Bifidobacterium 20%, Salmonella 26%, Clostridium
26.6%; la cual se toma como referencia para considerar la microbiota estabilizada, que como
puede observarse guarda la misma proporcion de las bacterias medidas. En el caso de
pacientes en hemodialisis se guarda la proporcion Lactobacillus 23.8%, Bifidobacterium
26.1%, Salmonella 23%, Clostridium 27% que se mantiene en la microbiota estabilizada, como
puede verificarse en las tablas 1y 2 y las figuras 2 y 3.

En la tabla 2 se muestra el analisis de microbiota intestinal de pacientes en hemodialisis,
ademas de los 4 grupos se evalud Clostridium perfringens y levaduras. Se observé que el
100% de los pacientes tanto en predialisis como hemodialisismostraron la presencia de
Clostridium perfringens. Ninguno de los pacientes mostré la presencia de levaduras en heces.

Tabla 1. Analisis de microbiota en pacientes en situacion de predialisis

Pacientes en situacion de prediéli%is- 1_
paciente Lactobacillys spp. Bifidobacterium_spp. Salmonella spp. Clostridium_spp. Clostridium perfringens Levaduras

1 6.00E+05 3.50E+05 1.27E+06 3.05E+08 positivo negativo
2 1.60E+Q7 6.20E+06 3.50E+06  1.30E+07 positivo negativo
3 1.50E+06 8.20E+06 3.00E+06 1.10E+07 postivo positivo
4 2.10E+07 4.70E+06 2.50E+06 9.50E+06 poSitivo negativo
5 2.70E+07 1.30E+07 3.50E+06 2.30E+07 positivo positivo

Para los géneros bacterianos Lactobacillus, Bifidobacterium, Salmonella y Clostridium los datos representan la UFC/g de
muestra fecal Para clostridium perfringens y levaduras los datos se presentan como positivo (presencia) y negativo (ausencia).
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Tabla. 2 Analisis de microbiota intestinal de pacientes en situaciéon de hemodialisis.

Pacientes en situacion de hemodialisis

Eamente Lactobacillus spp Bift dobacter:um spp. Salmonella spp. Clostridium s

.Clostridium perfringens Levaduras

7.10E+07 5.80E+0 2.50E+07 7.50E+07 positivo negativo
2 5.80E+07 l.50E—-08 5.50E+06 5.30E+07 positivo negativo
3 3.40E+06 3.60E+(Q7 8.30E+06 8.00E+07 postivo negativo
4 9.00E+06 1.50E+07 5.90E+06 1.40E+0Q7 positivo negativo
N 7.60E+05 4.30E+05 5.50E+05 3.60E+05 ______positivo negativo

Para los géneros bacterianos Lactobacillus, Bifidobacterium, Salmonelia y y Clostridium Ios datos representan la UFC/g de
muestra fecal. Para clostridium perfringens y levaduras los datos se presentan como positivo {presencia) y negativo

Ejemplo 2. Estabilizacion de microbiota de individuos con enfermedad inflamatoria intestinal

Se tomaron muestras de 15 pacientes que presentaron enfermedad inflamatoria intestinal,
especificamente Colitis Ulcerativa Inflamatoria Inespecifica (CUCI) de los cuales se realiz6 el
analisis individual (tabla 3) que fue tomada como referencia para estabilizar la microbiota.

Se puede observar que la proporcion de los grupos analizados se mantiene en la microbiota
estabilizada como se muestra en la Figura 4. En el caso de los pacientes con CUCI si hubo
presencia de Clostridium perfringes y levaduras en diferentes pacientes por lo que asumimos
que la microbiota estabilizada contendra tanto levaduras como agentes potencialmente
precursores de inflamacion como C. perfringes.

Tabla. 3 Analisis de microbiota intestinal de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

Pacientes con diagnostico de CUC .
Pacientes _ Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp.  Salmonella spp. Clostridium s spp- Clostridium perfringens Levaduras

1 1.2E+07 9,8E+07 2.3E+07 2.6E+08 Positivo Pasitivo
2 1.0E+04 6.7E+05 7.0E+04 9.0E+05 Positivo Positivo
4 5.1E+06 8.5E+07 6.0E+06 1.4E+08 Negativo Positivo
5 4.3E+07 2.7E+08 3.1E+07 3.0E+08 Negativo Positivo
7 3.6E+05 6.6E+06 1.8E+06 6.8E+06 Positivo Positivo
8 1.1E+07 2.4E+08 1.5E+08 8.0E+08 Negativo Positivo
9 7.8E+05 1.7€+07 2.2E+06 1.5E+07 Positivo Positivo
10 2.0E+06 3.1E+08 3.1E+07 1.4E+08 Negativo Positivo
11 5.0E+06 6.3E+06 1.3E+07 4.8E+06 Positivo Positivo
12 9,0E+04 1.3E+06 1.0E+06 5.5E+06 Negativo Positivo
13 4.0E+04 2.0E+06 3.0E+05 8.0E+06 Negativo Positivo
15 6.7E405 9.1E+06 4.7E+05 1.4E+07 Negativo Positivo

Para los géneros bacterianos Lactobacillu, Bifidobacterium, Salmonella y Clostridium los datos representan la UFC/g de muestra fecal. Para
Clostrodium perfringens y levaduras los datos se presentan como positivo {presencia) y negativo (ausencia).

Como puede apreciarse las proporciones de los grupos bacterianos contabilizados se
mantienen en la microbiota estabilizada respecto de la microbiota original que se mantienen

en la siguientes proporciones: Lactobacillus 21.75%, Bifidobacterium 26.3%, Salmonella 24%,
Clostridium 27.3%.
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REIVINDICACIONES

1. Un medio de cultivo para la estabilizaciébn de microbiota intestinal obtenida de muestras

de heces fecales, caracterizado porque consiste de dos composiciones, en donde la
primera composicion corresponde a un medio de cultivo base que comprende: extracto de
levadura (1-3 g/L), peptona (1-3 g/L), NaHCO3 (0.1-0.1 g/L), NaCl (0.01-0.1g/L), K2HPO4
(0.01-0.1 g/L), KH2PO4 (0.01-0.1 g/L), CaCl: (0.001-0.01 g/L), MgSQO4-7H20 (0.001-0.01
g/L), y L-cisteina (0.1-1g/L); y la segunda composicion corresponde a un multivitaminico
que incluye como minimo por cada litro: biotina (5000 Ul), pantotenato (10 mg),
nicotinamida (5 mg), vitamina B12 (cianocobalamina) (5 ug), tiamina (100 mg), acido
benzdico o paraminobenzébico (vitamina C) (150 mg), menodiona (100 mg), en donde el
medio de cultivo base incluye ademas una fuente de hierro que opcionalmente se puede
seleccionar de entre sulfato ferroso, cloruro férrico, hemina y extracto de eritrocito (0.1 —
0.5 g/L).

Un kit de toma de muestra de heces fecales para aislamiento y estabilizacién de microbiota
intestinal humana, caracterizado porque comprende:

i) al menos dos contenedores (1) con tapas de cierre hermético (2), estando provista
una vela (3) adherida a la cara interior de la tapa de cierre hermético en al menos uno
de los contenedores (1a) para preservar los microorganismos anaerdbicos, una vez
gue al encender la vela después de depositar la muestra y tapar el contenedor
herméticamente, se lleve a cabo una reaccion de conversion de oxigeno a CO- para
generar un ambiente de anaerobiosis; en tanto que en al menos un contenedor (1b)
sin vela adherida, se mantendra la muestra en un ambiente aerdbico para preservar
los microorganismos aerobicos; y

i) un medio de cultivo base (4), donde dicho medio de cultivo base es la primera
composicion del medio de cultivo de conformidad con la reivindicacion 1; y

iii) al menos un dispositivo para la colecta de muestra (5) fabricado en material
susceptible de ser aseptizado, y que tiene preferentemente una forma de cucharilla
para la colecta de muestras de heces fecales de diferente consistencia.

El kit de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado porque los contenedores (1)
con tapa de cierre hermético (2) tienen preferentemente una capacidad de 5 a 50 mL, y
son fabricados con material susceptible de ser esterilizado.

El kit de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque opcionalmente se
incluye un instructivo de toma de muestra, en el que se proporcionan al donador o
donadores las indicaciones especificas sobre la manera en que se debe realizar la colecta
de la muestra de heces fecales.
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5. Un método para la estabilizacion in vitro de microbiota intestinal humana proveniente de
heces fecales, en donde dicho método comprende las etapas y pasos siguientes:

Colectar las muestras de heces fecales mediante los siguientes pasos:

a) determinar el donador o grupo de donadores de las heces fecales con base en
una caracteristica de interés especifico correspondiente a una alteracion
metabdlica incluyendo obesidad, diabetes, enfermedad inflamatoria intestinal; o
bien de individuos en estado no alterado incluyendo nifios sanos, adultos sanos,
y deportistas sanos;

b) tomar las muestras del donador o grupo de donadores de conformidad con el paso
(a)-1 con el kit de toma de muestra de heces fecales y estabilizacion de microbiota
intestinal humana de conformidad con la reivindicacién 2, solicitando entregar las
muestras en un periodo no mayor a 8 h posterior a la deposicion de las heces
fecales;

c) obtener por cada donante/donacién por lo menos una muestra aerébica, en la cual
se ha asegurado la permanencia de microorganismos aerébicos, y una muestra
anaerdbica, en la cual se ha asegurado la permanencia de microorganismos
anaerobicos;

Procesar las muestras de heces fecales por medio de los pasos siguientes:

a) combinar las muestras aerébica y anaerdbica en un tubo colector, adecuado para
separar por centrifugacion una fase sobrenadante, en la que estan contenidas las
bacterias de la microbiota, de una fase organica, que consiste en la pastilla
formada después de la centrifugacion;

b) verificar la viabilidad y diversidad de la microbiota recuperada en la fase
sobrenandante del paso (a), por medio de al menos una técnica microbioldgica;

Estabilizar la microbiota aislada y mantenerla en modelos ex vivo mediante los pasos
siguientes:

a) preparar uno 0 MAas recipientes que actuardn como reactores para simular una
region anatomica especifica del tubo digestivo, preferentemente, de base plana
con capacidad de trabajo que va de 100 a 1000 mL para la estabilizacion de la
microbiota; en donde la preparacion se refiere a colocar la composicion que
corresponde al medio de cultivo base para la estabilizacion de la microbiota
obtenida de las muestras de heces fecales, en una proporcién de 10% del volumen
de trabajo del reactor; y mantener dicho medio base en condiciones de esterilidad;

b) inocular un volumen de sobrenadante obtenido en el paso lI-a, correspondiente al
10% del volumen total de medio de cultivo del paso lllI-a;
17
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c) establecer las condiciones de al menos pH, agitacion, temperatura, en funcion de
la regién anatomica del tubo digestivo que se simulard en el reactor, y de los
valores reportados en la literatura;

d) mantener el cultivo en incubacion a 37°C, con agitacién constante para mantener
en contacto e interaccion todos los elementos contenidos en el reactor;

e) cada 24 horas verificar el pH y adicionar, en una proporcion de 10 % del volumen
de trabajo del reactor, la composicion que corresponde al multivitaminico del
medio de cultivo para la estabilizacién de la microbiota, repitiendo esta operacién
hasta que el pH se estabilice y sea constante por al menos 3 dias consecutivos y
que la proporcién de microorganismos se mantenga respecto de la proporcion de
microorganismos de la muestra inicial;

f) llevar a cabo un segundo paso de verificacion de la viabilidad y diversidad de la
microbiota de manera similar a lo realizado en el paso llI-b.

6. ElI método de conformidad con la reivindicacién 5, en donde las técnicas microbioldgicas
para la verificacion del paso ll-b incluyen la utilizaciobn de medios selectivos; y/o la
determinacion de microorganismos por métodos moleculares; y/o bien cualquier otra
metodologia que permita constatar que la microbiota aislada es viable y diversa.

7. El método de conformidad con la reivindicacion 6, en donde la diversidad de la microbiota
es aceptable si se identifican mediante las técnicas microbiolégicas por lo menos entre 4
y 10 grupos bacterianos de interés.

8. El método de conformidad con la reivindicacion 7, en donde la viabilidad de la microbiota
es aceptable si se detecta mediante las técnicas microbiolégicas que los grupos
bacterianos de interés obtenidos estén metabdlicamente activos, es decir que sean
capaces de reproducirse y formar al menos un metabolito de interés seleccionado.
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RESUMEN

La presente invencion pertenece al campo de la microbiologia industrial y la simulacion in vitro
de procesos digestivos humanos, en donde la microbiota gastrointestinal juega un papel
relevante en los procesos bioquimicos y fisiologicos ocurridos durante la digestion de
alimentos. La invencion consiste en un sistema de estabilizacion de microbiota intestinal
humana obtenida por métodos no invasivos de muestras de donadores con al menos una
caracteristica de interés especifico para su estudio (edad, género, genotipo/fenotipo, etnia,
raza, ubicacion geografica, etc.); o bien en relacién a alguna alteracion especifica del estado
de salud (por patégenos, nutricién, desérdenes metabdlicos, etc.). El sistema de la invencion
comprende un kit, un medio de cultivo y un método, que conjuntamente posibilitan la
estabilizacion in vitro de la microbiota recuperada de las muestras y su mantenimiento durante
periodos prolongados de tiempo, para su utilizacién en simulaciones de proceso digestivos
para ensayar terapias relacionadas con la formacion de metabolitos y su potencial impacto
sobre la microbiota, o para determinaciones de diversidad, estabilidad y funcionalidad
metabdlica por efecto de condiciones patolégicas, tipo de alimentacion y/o intervenciones
nutricionales, tratamientos médicos, entre otros, que pueden repercutir en la salud humana.
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Figura 1

PROTOCOLO PARA TOMA DE MUESTRA DE HECES

Kit para toma de muestra: [
[
: : : d.

a. 1 tubo vacio
b. 1 tubo con medio de cultivo
c. 1 tubo con medio de cultivoy con
una vela en la tapa . - -
d. Un gel refrigerante a-
e. Una palita para recoleccion de . ' ' .
muestra

[ La muestra debe ser tomada de la primera evacuacién
del dia con ayuda de un objeto desechable para evitar | o |

| el contacto de la muestra con el agua del W.C. "l

~

. s
1. De la muestra obtenida se toma una porcion con la palita y
se coloca en el tubo a. -

| \lg' N « a. ' 6

2. De la muestra obtenida se toma otra porcion con la palita y
se coloca en el tubo b. —

U] -\ b.
a" vt

3. De la muestra obtenida se toma otra porcion con la palita y se
coloca en el tubo c. (Tiene VELA en la tapita). Antes de cerrar el tubo
se enciende la vela. Con la vela ENCENDIDA se cierra el tubo. (la vela
debe apagarse dentro del tubo, no importa si cae cera sobre la

muestra 3
II - c.
a - -
4. El gel refrigerante debe ser congelado horas antes de la

recoleccion de muestra. Y colocarse dentro de una bolsa plastica
con los tres tubos con muestra para su transporte y ser entregados.
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Figura 2
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Figura 4
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