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Re: Expediente N° 09-149.368
Solicitud de Patente de Invencion titulada: “MICROORGANISMOS DE LA
LECHE DE MAMIFEROS, COMPOSICIONES QUE LOS CONTIENEN Y
SU USO PARA EL TRATAMIENTO DE LA MASTITIS”
Solicitante: PULEVA BIOTECH, S.A.
Nuestra Ref: P2009/000203

| . MEMORIAL DE ALCANCE A LA CONTESTACION DEL EXAMEN FORMA
(ART 39)

CARLOS. R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogota, identificado tal como aparece
al pie de mi firma, en mi caracter de apoderado de la sociedad en referencia, me permito
aportar junto al presente memorial, dos (2) documentos de cesién originales debidamente
legalizados, en que consta la cesién de dieciocho (18) inventores al solicitante, segin lo

previsto en el Art. 26-k de la Decision 486.

Igualmente me permito adjuntar copia completa de la traduccion de los anexos del Reporte

del Examen Preliminar Internacional.
4

Atentamente,

' TOTCARTE
C.C.N° 79.782.747 de Bogota
T.P. 74.295

Anexo: Traduccién de los anexos del Examen Preliminar Internacional
Documentos de Cesidn

Diagonal 34 N° 5 - 28, Bogota D.C., Colombia
Tel + 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799, office@olarteraisbeck.com, www,olarteraisbeck.com
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TRATADO DE COOPERACION INTERNACIONAL EN MATERIA DE PATENTES

PCT 4

INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo Il del Tratado de Cooperacién Internacional en Materia de Patentes)

(Articulo PCT 36 y regla PCT 70)

Referencia del Solicitante o Agente

PROCEDER Ver formulario PCT/IPEA/416)
P29220PC00
Referencia Internacional Fecha de Presentacién Internacional | Fecha de Prioridad
(dia/mes/afio) (dia/mes/afio)
PCT/EP 2008/056768 02.06.2008 31.05.2007

INV. A61K35/74

Clasificacion Internacional de Patente (CIP) o Clasificaciéon Nacional y CIP

Solicitante

PULEVA BIOTECH, S.A.

Este informe se trata del Examen Preliminar Internacional, confeccionado por el organismo encargado del Examen
Preliminar Internacional segun el articulo 35 y enviado al solicitante segun el articulo 36.

Este INFORME comprende, en total, 77hojas, incluida esta caratula.
Ademas, este informe posee ANEXQOS; los mismos comprenden:

(remitidos al solicitante y a la Oficina Internacional) en total 17hojas; aquf se trata de:

1 hojas con las descripciones, reivindicaciones, y/o ilustraciones que fueron modificadas y en
las cuales se basa este informe y/u hojas con correcciones que aprobé el organismo (ver
regla 70.16 y sector 607 de los reglamentos administrativos de PCT).

hojas que reemplazan hojas anteriores pero que, segln opinién del organismo, contienen
una modificacién por los motivos indicados en el campo N° 1, punto 4, superando el
contenido revelado en la Solicitud Internacional en la versién presentada originalmente.

[0 (remitidos solo a la Oficina Internacional)  en total (rogamos indicar tipo y cantidad del (los) soporte(s)
electrénico(s) que contiene(n), solo en forma legible por computadora, el (los) protocolo de secuencias y/o las
tablas correspondientes tal como esta indicado en ‘el campo suplementario referido al protocolo de secuencias
(ver sector 802 de las normas administrativas).

Este informe contiene indicaciones acerca de los siguientes puntos:

Campo N° | Fundamento de! informe

(O CampoN°ll Prioridad

O Campo NIl No realizacién de ningun dictamen sobre novedad, actividad inventiva y aplicabilidad
industrial

1 CampoN°IV Falta de uniformidad de la invencion

X CampoN°V Resolucién fundada segun regla PCT 43bis.1(a)(i) con respecto a la novedad, la actividad
inventiva y la aplicabilidad industrial; documentos y aclaraciones destinadas a apoyar esta
resolucion.

[0 CampoN°VI Documentos especificos expuestos

[0 CampoNeVil Carencias especificas de la solicitud internacional

Campo N° VIl Observaciones especificas sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacion de la solicitud
2009-03-31

Fecha de confeccién de este informe
15-09-2009

examen preliminar internacional
Oficina de Patentes Europea —
D-80298 Munich

Tel. +49-89 2399-0

Fax: +49 89 23-89-4465

nombre y direccion postal del organismo encargado del

Funcionario Apoderado
Sirim, Pinar

Tel: +49 89 2399-7732

Formulario PCT/IPEA/409 (caratula)(abril 2005)

e



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional N°
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2008/056768
Campo N° | Fundamento del Informe

1.

Con respecto al idioma, el informe est& basado sobre la solicitud internacional en el
idioma en que fue presentada, en tanto en este punto no se indique otra cosa.

la solicitud internacional en el idioma en que fue presentada
O Elinforme esta basado sobre una traduccion del idioma original al siguiente idioma,
el que se trata del idioma de la traduccién suministrada a los siguientes efectos:
0 basqueda internacional (seguln reglas 12.3 y 23.1 b))
O publicacién de la solicitud internacional (segur regla 12.4)
O examen preliminar internacional (segun regla 55.2 y 55.3)
Con respecto a los elementos* de la Solicitud Internacional, el informe se basa en (las
hojas de reemplazo que fueron presentadas al organismo como requisito segun el articulo
14 son vélidas como “presentadas originalmente” en el marco de este informe y no se
adjuntan):
Descripcién, paginas
1-25 en la version presentada originalmente
Listas de secuencias como parte de la descripcidn, paginas
1-9 en la version presentada originalmente
Reivindicaciones, N°
1-17 en la version presentada originalmente
llustraciones, hojas

111 11711 en la versién presentada originalmente

un listado de secuencias y/o eventual(es) tabla(s) relacionada(s) — con respecto al
protocolo de secuencias, ver campo adicional.

0 Como consecuencia de las modificaciones caducaron los siguientes documentos:

Descripcién: paginas

Reivindicaciones N°:

llustraciones: hoja/figura

Listado de secuencias (especificar).

Eventual({es) tabla(s) perteneciente(s) al listado de secuencias (especificar):

OOoooa

Este informe fue elaborado sin tomar en consideracién (algunas de) las
modificaciones, dado que las mismas, segtin opinién del organismo y por los motivos
expresados, exceden el contenido revelado en el texto presentado originalmente
(regla 70.2(c)), tal como se indica en el campo suplementario.

Descripcion: paginas 8, 16, 17, 22, 23

Reivindicaciones N°: 1-17

llustraciones: hojas/figuras 2/11, 3/11, 5/11-11/11

Listado de secuencias (especificar). 1-9

Eventual(es) tabla(s) perteneciente(s) al listado de secuencias (especificar):

OXNKXKX

Formulario PCT/IPEA/409 (abril 2005)



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional N° - ‘
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2008/056768
Campo N°V Resolucion fundada segun el articulo 35(2) con respecto a la novedad,

la actividad inventiva y la aplicabilidad industrial; documentos y
declaraciones destinadas a apoyar esta resolucién

1.  Resolucion

Novedad (N) Si  Reivindicaciones: 1,2, 4
No Reivindicaciones: 3, 5-17
Actividad inventiva (1S) Si Reivindicaciones:
No Reivindicaciones: 1-17
Aplicabilidad industrial (I1A) Si Reivindicaciones: 1-17
No Reivindicaciones:
2. Documentos y aclaraciones (regla 70.7):
ver hoja adjunta
Campo N° Vil Observaciones definidas acerca de la solicitud internacional

Se hacen las siguiente observaciones acerca de la claridad de las reivindicaciones, la
descripcién y las ilustraciones o acerca de la cuestion de si las reivindicaciones estan
completamente apoyadas por la descripcion:

ver hoja adjunta

Formulario PCT/IPEA/409 (abril 2005)



INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL Referencia Internacional
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/EP 2008/056768

Campo Suplementario referente al Listado de Secuencias

Continuacién del campo |, item 2
1. Con respecto a cualquier secuencia de nucleétidos 0 aminoacidos revelados en la
solicitud internacional y necesaria para la invencion reivindicada, este informe fue
confeccionado sobre la base de:
a. tipo de material
un listado de secuencias
O tabla(s) relacionada(s) con el listado de secuencias
b. formato del material
en papel
en forma electronica
¢. momento de presentacién/suministro
contenido en la solicitud internacional tal como fue presentada

O presentada en forma electronica con la solicitud internacional

suministrada posteriormente a este Organismo a los propoésitos de
busqueda y/o examinacién

0 recibido por este Organismo como enmienda* el

2. Habiéndose presentado mas de una versién o copia de un protocolo de
secuencias y/o |a tabla correspondiente se deben presentar adicionalmente las
declaraciones requeridas de que la informacién de las copias presentadas
posteriormente o adicionales coincide con la versién original de la solicitud o
que no la supera.

3. Comentarios adicionales:

*  Sicorresponde el item 4 del campo |, el listado y/o la(s) tabla(s) relacionadas con el

mismo, que constituyen parte del fundamento del informe, deben ser marcadas con
“reemplazado”.

Formulario PCT/IPEA/409 (abril 2005)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(HOJA ANEXA)

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2008/056768

El solicitante ha presentado reivindicaciones modificadas, paginas modificadas de la
descripcidn detallada y un listado modificado de secuencias en donde las indicaciones
internas del propio Solicitante con respecto a varias cepas bacterianas han sido
reemplazadas por los correspondientes nimeros de depdsito. Puesto que esta
informacion no estaba contenida en la solicitud tal cual fue presentada y el término
segun la Regla 13bis.4 (ii) del PCT vencid, se considera que la introduccién de los
nimeros de acceso de deposito faltantes que va més alla de la divulgacion tal cual se
presentd en la solicitud internacional. Por lo tanto, esta modificaciones no se han
considerado al establecer el presente reporte.

Re Item V: Declaracién razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo o
aplicacion industrial; citas y aclaraciones soportando cada declaracién

1. Documentos

D1: WO 2004/003235 A (PULEVA BIOTECH S A [ES]; XAUS PEY JORDI [ES];
MARTIN JIMENEZ ROCIO [ES] 8 enero 2004 (2004-01-08)

D2: WO 2005/117532 A (BIOGAIA AB [SE]; BJOERSTEN BENGT [SE];
MOELLSTAM BO [SE]; SJOEBERG EL) 15 de diciembre 2005 (2005-12-15)

D3: WO 2005/034970 (TEAGASC [IE]; UNIV CORK [IE]; ROSS PAUL [IE];
HALLAHAN STEPHEN [IE]) 21 de abril 2005 (2005-04-21)

D4: WO 97/46104 A (BIOGAIA BIOLOG AB [SE]; CASAS IVAN A [US];
MOLLSTAM BO [SE]) 11 de diciembre 1997 (1997-12-11)

D5:  EP-A-0 577 904 (NESTLE SA [CH]) 12 de enero 1994 (1994-01-12)

D6: OLIVARES M ET AL: “Potencial antimicrobiano de cuatro cepas de
Lactobacillus aisladas a partir de leche materna” JOURNAL OF APPLIED
MICROBIOLOGY, vol. 101, No. 1, julio 2006 (2006-07), paginas 72-79,
XP002458357 ISSN: 1364-5072

D7: HEIKKILA M P ET AL: “Inhibicion de staphylococcus aureus por bacteria
comensales de leche materna humana” JOURNAL OF APPLED MICROBIOLOGY,
OXFORD, GB, vol. 95, no. 3, 2003, paginas 471-478, XP 002312462 ISSN: 1364 -
5072

2. Materia de la solicitud

La presente solicitud se relaciona con un método de clasificar y separar
microorganismos probidticos a partir de la leche los cuales, luego de su ingesta oral y/o
aplicacién tdpica, son capaces de proteger animales de la mastitis causada por el
estafilococo aureus, y también se relaciona con composiciones farmacéuticas que

@O@
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comprenden dichos microorganismos utiles para el tratamiento y/o profilaxis de
reacciones por hipersensibilidad a los alimentos y la intolerancia metabdlica, del
estrefiimiento y otros trastornos gastrointestinales (por ejemplo la diarrea neonatal), de
trastornos inflamatorios o auto-inmunes seleccionados a partir del grupo que consiste de
IBD (enfermedad inflamatoria intestinal), colitis ulcerativa, artritis, aterosclerosis,
esclerosis multiple, soriasis o sarcoidiosis, y de crecimientos tumorales, metastasis, y
cancer en sujetos o animales que necesiten del mismo.

3. Antecedentes

D1, citado en la solicitud, divulga un método para la seleccién de cepas microbianas
probidticas, el cual comprende los siguientes pasos: (i) seleccion de cepas no
patogénicas capaces de sobrevivir en leche materna fresca y/o fluido amnidtico, y (i1)
seleccion de cepas no patogénicas capaces de ser transferidas a la leche materna y/o
fluido amnidtico después de una ingesta oral en individuos sanos sin colonizar otros
érganos internos excepto las mucosas. Ademas, D1 divulga las cepas de acido lactico
CEST 5711 (lactobacillus coryniformis), CEST 5713 (Lactobacillus salivarius
subespecie salivarius), CEST 5714 (Lactobacillus gasseri, antes L. acidophilus), CEST
5715 (Lactobacillus gasseri), CEST 5716 (Lactobacillus fermentum) aisladas mediante
este método. Las mismas cepas con la misma actividad antimicrobiana contra el S.
aureus también han sido divulgadas por D6.

D2 divulga un método de seleccionar una cepa bacteriana de acido lactico para su
administracion oral en una mujer para el mejoramiento de la leche materna en la misma,
el cual comprende una cepa de lactobacillus el cual aumenta los niveles de IL-10 anti-
inflamatoria y disminuye el nivel de TGF-beta-2 en leche materna al administrarse en
una mujer, por tanto reduciendo el riesgo de desarrollar mastitis en la mujer lactante
(ver por ejemplo la pagina 7, 14, reivindicaciones 1-10).

D3 divulga el aislamiento de una bacteria probidtica de calidad alimenticia no
patogénica a partir de granos de kéfir para el tratamiento de enfermedades infecciosas,
como por ejemplo una infeccion localizada en la piel, como una infeccién tipo mastitis
por S. aureus. En este caso, se supone que el cultivo es administrado mediante
inyeccion intramamaria directa.

D4 divulga el tratamiento de la diarrea inducida por rotavirus mediante la
administracion oral de Lactobacillus reuteri.

D5 divulga una cepa de Bifidobacterium para la produccién de alimentos o
farmacéuticos, como por ejemplo leche en polvo, para el tratamiento de trastornos
gastrointestinales.

D7 divulga bacteria del acido lactico (LAB) aislada de la leche fresca. Segtn se
pronuncié en el resumen, el enfoque del estudio de D7 es la deteccion de bacteria con
actividad antimicrobiana contra el S. aureus “conocido como ¢l agente causante de
infecciones de seno”. Se encontrd que varias muestras de enterococos o LAB, tales
como el ent. faecalis, lactobacillus rhamnosus, lact. crispatus, lactococcus lactis,
leuconoctoc mesenteroides. inhibian el crecimiento del S. aureus (ver la tabla 3).

4, Novedad
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Con respecto a la reivindicacion 3 de producto con relacion a las cepas probidticas que

se obtienen a partir del método de la reivindicacién 1, con relacion al sobrenadante de

un cultivo de tal cepa, con relacion a composiciones (farmacéuticas) o con relacién a

productos alimenticios o nutricionales que comprenden dichas cepas o con relacion a los

usos terapéuticos de los mismos, se hicieron las siguientes objeciones:

Los antecedentes ya divulgaba varias bacterias lacticas del género lactobacillus o
bifidobacterium aisladas a partir de la leche las cuales, luego de su administracion oral o
topica, son utiles para el tratamiento de enfermedades infecciosas como la mastitis
causada por infecciones por S. aureus (ver por ejemplo el D2 6 D7) o trastornos
gastrointestinales (ver por ejemplo tanto D1 como D4-D6).

Las caracteristicas técnicas las cuales permitirian distinguir de manera no ambigua
aquellas bacterias reivindicadas de las que aparecen en los antecedentes citados no estin
presentes. Sin embargo, un producto no es considerado novedoso por el solo hecho que
sea producido por medio de un nuevo/diferente proceso en comparaciéon con aquellos
usados en los antecedentes que divulgan el mismo producto. Por lo tanto, aunque el
proceso de seleccion es novedoso, las cepas probidticas que pueden obtenerse por ende
no son novedosas a la luz de los antecedentes citados.

De manera que las reivindicaciones 3, 5 — 17 carecen de novedad segun el Articulo
33(2) del PCT.

5. Nivel inventivo
La materia de las reivindicaciones 1 — 17 carece de nivel inventivo por los siguientes
motivos:

La reivindicacion 1 estd dirigida a un proceso para la seleccion de probidticos que
comprenden los pasos (i) al (iv) descrito en la misma.

D1 divulga un método para la seleccion de cepas microbianas probidticas, el cual
comprende los siguientes pasos: (1) seleccion de cepas no patogénicas capaces de
sobrevivir en leche materna fresca y/o fluido amnidtico, y (ii) seleccion de cepas no
patogénicas capaces de ser transferidas a la leche materna y/o fluido amniético después
de una ingesta oral en individuos sanos sin colonizar otros 6rganos internos excepto las
mucosas. Las mismas cepas y la actividad antimicrobiana de las mismas también han
sido divulgadas por D6 (ver, por ejemplo, la tabla 1 en la pagina 75 de D6). Por lo
tanto, por lo menos D6 divulga de manera explicita el paso de seleccionar cepas capaces
de reducir las tasas de supervivencia del S. aureus (correspondiente al paso (iii) de la
presente reivindicacién 1).

A partir de los antecedentes, como por ejemplo D3 al D7, se conocia que la mastitis es
causada por infecciones por S. aureus y que la bacteria probidtica puede aislarse a partir
de la leche y puede usarse para tratar esta enfermedad.

Tanto D1 como D6 puede considerarse que representa el estado de la técnica mas
cercano que divulguen los pasos (i) al (iii). El estado de la técnica mas cercano no
divulga el paso (iv) de la presente reivindicacion 1, a saber, e} paso de seleccion de
aquellas cepas del paso (iii) que son capaces de proteger a los animales de la mastitis.
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Por lo tanto, a la luz del estado de la técnica mas cercano D1/D6, el problema que
enfrenta la solicitud podria formularse como el de “proporcionar un método de aislar
bacterias probiotica a partir de leche fresca de origen mamifera 1til en el tratamiento de
una enfermedad adicional causada por S. aureus”.

La presente solicitud soluciona este problema mediante la provision de un método de
seleccion segun se describe en la presente reivindicacion 1 el cual abarca la seleccion de
cepas capaces de proteger a los animales de la mastitis.

Sin embargo, se considera que esta solucién es obvia a la luz de D1 6 D6 en
combinacidn con las ensefianzas de tanto D3 6 D7. El antecedente mas cercano divulga
todos los pasos del procedimiento de seleccion de la reivindicacion 1 para la seleccion
de cepas probidticas con la excepcion del paso (iv), a saber, la seleccion de cepas del
paso (iii) capaces de proteger a los animales de la mastitis. Por lo tanto, al compararse
con el estado de la técnicas mds cercano, la presente solicitud apenas menciona una
enfermedad més asociada con el S. aureus. Sin embargo, la conexion del S. aureus con
la mastitis ya esta divulgado bien sea por D3 como por D7. Por lo tanto, la provisién de
cepas probidticas capaces de proteger de la mastitis es obvia a la luz de D1/D6 al
combinarse con D3 6 D7.

De manera que la materia de las reivindicaciones 1 a la 17 carece de nivel inventivo
segun el Articulo 33(3) del PCT.

Aun si se considerara que tanto D3 6 D7 representaran el estado de la técnica mas
cercano, las presentes reivindicaciones carecen de nivel inventivo por las siguientes
razones:

A la luz de cualquiera de estos documentos, el problema técnico por resolverse puede
verse como “el de proporcionar un método alterno para el aislamiento de bacterias
probidticas adecuadas para el tratamiento de la mastitis.”

Se conocia a partir de los antecedentes citados (D1/D6 6 D7) que las bacterias
probidticas utiles en la inhibicidn del S. aureus colonizan de manera natural el seno de
mamiferos femeninos, que estas bacterias son secretadas desde la glandula mamaria
hacia la leche materna, y que pueden ser aisladas a partir de la leche. A la luz de estas
divulgaciones, es obvio que estas bacterias probioticas tienen que transportarse
mediante rutas naturales para entrar en la glandula mamaria. Estas rutas pueden incluir
una ingesta oral y luego el transporte desde el tracto materno via corriente linfatica o
sanguinea o un ingreso topico por medio de la piel hacia las glandulas mamiferas. Por
lo tanto, no es sorprendente que las bacterias probidticas las cuales han sido aisladas a
partir de la leche materna sean capaces de colonizar la glandula mamifera luego de una
aplicacidn oral o tépica.

Por lo tanto, se considera que una persona experta en la materia pueda adaptar los
métodos de D3 6 D7 y pueda desarrollar un paso adicional para la seleccion de bacterias
probidticas capaces de colonizar la glandula mamaria luego de una administracién oral
o aplicacion tdpica.

De manera que se considera que la materia de la presente solicitud también carece de
nivel inventivo a la luz de D3 6 D7 al combinarse con D1 6 D6.



6. Observaciones adicionales

Debe notarse que como consecuencia de las objeciones realizadas anteriormente bajo
los items 4 y 5, en principio la presente solicitud también carece de unidad de invento
segun lo establece la Regla 13 del PCT.

Sin embargo, debido a los importantes defectos mencionadas anteriormente, parece ser
en este momento no conveniente interponer una objecién con respecto a la falta de
unidad.

Re ftem VIIL

Claridad y divulgacion

1. La materia de las reivindicaciones 10, 13, 14 y 15 no es clara y la materia no esta
suficientemente divulgada por la presente solicitud por las siguientes razones (Articulo
6y 5 del PCT):

El proceso de la reivindicacion 1 esté relacionado con la identificacion de
bacterias las cuales inhiben el crecimiento del S. aureus, el agente causante de la
mastitis. Por lo tanto, no es claro como las enfermedades no relacionadas con la
mastitis 0 que no estén causadas por el S. aureus u otras infecciones bacterianas puedan
ser tratadas con las bacterias identificadas por el proceso de la reivindicacion 1.

2. En la reivindicacion 4, se hace referencia al material bioldgico que ha sido
depositado. Varias de estas cepas estan Ginicamente caracterizadas mediante as
designaciones internas del propio Solicitante.

Sin embargo, el Solicitante no ha proporcionado la informacion requerida por la Regla
13bis del PCT con respecto a dichos depositos, principalmente los niimeros de acceso
de dichos depdsitos, dentro del término establecido por la Regla 13bis.4(ii) del PCT.
Debe avisarse que al vencerse el término, no es posible la introduccién de nimeros
faltantes de acceso de depdsito.

De manera que la reivindicacion 4 viola los requisitos del Articulo 5 del PCT.
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9 Traduccidén aneXos IFRE ,XXff

fn  la etapa (iii), puede utilizarse cualyulexr =znsayo

conocicdo en la técnica para medir las tasas de supervivencia e
Staphvlococcus y para medir las tasas de adhesidn de S. aur2us 4
las células epiteliales. BEn una realizacion preferida, se mudla
el efecto de los probiéticeos en las tasas de achesidn asando i

cultivo confluente de una linea de células intestinales a la ¢ue

se afaden las células se S. aureus y los probioticos de [

invencién y se mide el nimero de células de 5. aureus anidans
mediante cualquier técnica aclecuada. Normalmente, la linea o
~élulas intestinales es Cacc-2 y el numero cde células unidas 5@
micde mediante inspeccidn directa de las wmonocapas celulares aon
wicroscopia éptica. Ademas, la etapa (iii) de seleccion puade
implicar también o alternativamente medir la viabilidad de La
viabilidad de 5. aureus en presencia de las cepas probioticas.
Puede usarse cualquiér ensayo adecuado para medir la inbibicidn
del crecimiento de cepas bacterianas.

Mormalmente, la evaluacion de la viabilidac de 5. awreus se
lleva a cabo mediante un ensayo de difusidén en pocillos de agar.

En la etapa (iv), puede usarse cualquier ensayo paxa medin
la proteccidn frente a la mastitis. Preferiblemente, el ansayo
implica usar un modelo animal de mastitis en el gue se inyeola
al menos uno de los patégenos conocidos por sex el agente
causanlte de la mastitis en la glandula mamaria. IIHES
preferiblemente, el modelo animal es un ratén y el patogeno e
es necesario administrar para producir la mastitis es 5. aureus.

n otro aspecto, la invencién proporciona una capa
probiética que puede obtenerse mediante el procedimiento oa Ia
invencion. Preferiblemente, la cepa probiodtica se selecciona el
grupo de Bifidobacterium breve depositado en el CECY won al
nmmere de registro 7262, Bifidobacterium breve depoesitado en la
CECT  con el numero de registro 7264, Lactobacillus reulerd
depositado  en la CECI con el namero de registro 7200,
Lactokacillus plantarum depositado en el CECL con el namero cle
registro 7262, Lactobacillus fermentum en la CECT con el nim2ro
de registro 7265, Lactobacillus reuteri depositado en la CECY

con el numero de registro 7266, Lactobacillus salivariing
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registro 7262, Lactobacillus fermentum en la CECYT con el nmnere

de registro 7265, Lactobacillus reuteri depositadeo er la QRIS

con a2l  numero de registro 7266, Lactobacillus salivaviuos
depositado en la CECT  con el ntmero de reylstro 7409,
Enterococcus hirae depositado en la CECY  con el namero ce
registro 7410, [Enterococcus Faecalis depositacde en la CHCY  con

el numero de registro 7411, Lactobacillus plantarum depositado

“en la CECT con el numero de registro 7412, Lactobacillus reuteii

depositado en la CECT con el numero de registro 7413. ¥ oun
aspecto adicional, la invencidn proporciona un sobrenadante e
un cullbivo de una o mas de las cepas segan la invencidbdn, il
sobrenadante puede obtenerse a partir del cultivo wediante
cualgnien wedio disponible paxra el experto, incluyendn
cenbrifugacidn, filtracldn, flotacidén y similares.

mn un aspecto adicional, la invencidn proporciona una caeoa

probidltica o una mezcla de cepas probiéticas segun la invancid
o un sobrenédante de un culltivo de una o mds de las cepas s@gn
la invencidn para su uso como medicamento.

En otro aspecto, la invencidn proporciona una composieian
que comprende al wenos una de las cepas bacterianas de la
invencidn. Preferiblemente, la composicidén comprence al menos 2
al wenos 3, al menos 4, al menos 5 o al menos 6 de las cepas de
la invencisn, y en la que cada una de las cepas @31
representacda en la composicién en una proporcidén de desde el
0,1% hasta el 99,9%, preferiblemente desde el 1% hasta el 920%,
mas  preferiblemente desde el 10% hasta el 90%. En olia
realizacion, la composicién comprende cualguiera de las cepas
hacterianas de la invencién junto con otra cepa o mezcla de
cepas y en la que cada una de las cepas esta representada en la
conposicidén en una proporcidn de desde el 0,1% hasta el 2%,
preferiblemente desde el 1% hasta el 99%, mas 1;referikdjmnenlé
desde el 10% hasta el 90%. En otre aspecto, la LN Eneion
proporciona una cowposicidén que comprende un sobrenadante de un
cullivo de una o mas de las cepas segun la Invencion.
Preferiblemente, el sobrenadante estd representado en la

composicién en una proporcién de desde el 0,1% hasta el 9%,9%

r it
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mas preferiblemente desde el 1% hasta el 99% e incluso na s
preferiblemente desde el 10% hasta el 90%.

Fn obtio aspecto, la invencion proporciona una composiaidn
farmacéutica gue comprende una cantidad terapéuticamente efica:
de al meues una cepa o una composicidén de la invencidn o daoun
sobrenacdante de un cultivo de una © mas de las cepas segun la
invencion. La preparacion farmacéutica puede adoptar la forma e
comprimidos, capsulas, suspensiones hacterianas Liguidas,
apoxrtes complementarios orales en sSeco, aportes complenentarios

en homedo, alimentacién por sonda seca o una alimentacion pou

sonda humecda. Preferiblemente el probibtico, la composicidn vy el

producto farmacéutico gue contienen probidticos o cue cont denen
soLrenaclantes se dirige a la superficie de la nucosa oral,
gastrica y/o intestinal; sin embargo, podria dirigirse tambien A
1a mucosa nasofaringea, respiratoria, repreductora o glendulai,
v/o a la glandula mamaria y podria administrarse a mujeres oy
animales por via oxal, nasal, ocular, rectal, topica  y/o
vaginal.

Fn obro aspecto, la invencidn proporciona una al bnentacion
o un  producta nutricional c«ue comprende al menos  una Capa
probiotica segun la invencion o de un sobrenadante de un cullivo
de una o més de las cepas segan la invencion. Fiemplos N
limitatives de productos alimenticios adecuados (e poadan
usarse en la presente iavencion son  leche, yogur,  (uesoy,
cuajada, leches fermentadas, productos fermentados a base e
leche, productos a Dbase de cereales fermentados, productos
~irnicos fermentados, oLXOs polvos a base cle cereales o a lbase
de leche, foérmula de nutricién clinica, helados, zumos, ey,
tartas o ¢olosinas, formulaciones de Ppienso pava animales,
formulaciones dietélLicas semisintéticas o sintéticas, fFormulag
para lactantes, formuilas de nutriciodn clinica, helados, zuwes,
harinas, pan, taxrtas, golosinas o chicles.

La cantidad de dosificacidn requerida de las cepas
probhidticas en la composicidon, aliwmento o comnposicion
farmacéutica descritos anteriormente variara segun la naturaleza

del trastorno o del uso propuesko de la composiclon, ya 358 N3¢
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profildctica o terapéuticamente vy el tipo de  organisumo
implicado.

puede usarse cualquier dosificacién adecuada de Lo
probidticos o combinaciones de los mismos en la jpresente
invencioén siempre gue los efectos téxicos no superen lcs efsctos
terapsuticos. Pueden determinarse la toxicidad y eficacia
terap2utica mediante procedimientos farmaceulicos convencionalay
con  animales de experimentacidn, tal como caleulando  La

estadistica de DE, (la dosis terapéuticamente eficaz en el 504

o

de la poblacidén) o DL (la dosis letal para el 50% de Ia
poblaciéon). La razén de dosis de los efectos Loxicos «on
respecto a los terapéuticos es el indice terapéutico, que puada
expresarse como la razodn DL/DE. No obstante, la actividad de Lo
nuevos microorganismos en el individuo depende naturalmente e
1a cdosis. Bs deciy, cuanto mis se incorporan los microorganismns

novedsasos por medio de la ingestidén o administracidn  del

material alimenticio o] de la composicion Farmacéutica

anteriores, mayor sera la actividad protectora y/o Lerapéubica
de los microorganismos. Puesto gue los microovganismos de esta
invencion no son perjudiciales para los seres lnunanos vy andmalasy
y se han aislado finalmente a partinr de leche materna cle seres
humanos  sanos, puede incorporarse una alta cantidad de los
mismos de manera que se colonizard esencialmente una alta
proporcién de la mucosa del individuo por los migroorganismos
novedosos. Se prefieren las composiciones que muestran grandes
indices terapéuticos. Los datos obtenidos a partir de esbuadics
en animales se usan para formular un intervalo de dosifizacidn
para el uso en animales o seres huwnanos. La dosifizacidn
contenida en Lales cowposiciones estd preferiblemente denltyo =
an intervalo de concentraciones circulantes gue incluye La DI,
con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién varia dentzo «la
este intervalo dependiendo de la forma farmacéultica ewpleada, 1a
sensibilidad del paciente y la via de administvacidon. ha

dosificacion exacta se determinara por el médico, a la luz 2

los factores relacionados con el sujeto que renuiere
tratamiento. Por ejemplo,  para preparar una compesiclon
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alimenticia segun la presente invencidn, se incorpora al menos
una de las cepas probidticas de la presente invencidn en an

soporte adecuado, en una cantidad de desde 107 ufc/g hasta

aproximadamente 102 ufce/g de material e soporte,
preferiblemente desde aproximadamente 1.0° nfc/dq hasta
aproxinmadamente 10" ufc/g de material cle soporte, mas
preferiblemente desde aproximadamente 10° ufe/y hasta

aproximadamente 10! ufc/g de material de soporte.

in el caso de una composicidén Farmacéutica, la dosificacion

de la cepa probidtica debe ser de desde 10° ufc/g hast

aproximadamente 10" ufc/g de material Jde soporte,
preferiblemente desde aproximadamnente 1.0¢ wfc/y hasta
aproximadamente 103 ufc/g de material de soporkte, mas
preferiblemente desde aproximacamente 1.0 wfe/y hasta

aproxinadamente 10'? ufc/g de material de soporlte. Para el fin dJde
la presente invencidn, la abreviatura ufc designard una “unidacd
formadora de colonias” que se define como el nanmero de células
hacterianas tal como . se revelan mediante recuantos
nicrobiolégicos sobre placas de agar.

Se ajustan la dosificacidn Y administracidn paa
proporcionar  niveles suficientes del resto activo o paua
mantener el efecto deseado. Los faclores que pueden Lenersa el
cuenta incluyen la gravedad del estado patelbgico, la salud
general del sujeto, la edad, peso y sexo del sujebo, tiswmpo vy
Frecuencia de administracion, combinaciédn/conmbinaciones cle
farmacos, sensibilidades de reaccién y respuesta al tratamiento.
Las composiciones de acclén prolongada pueden administrarss cada
% a 4 dias, cacda semana, o dos veces a la semana dependiendo e
la semivida y la tasa de aclaramiento de la formulacidn eﬁ
particular. ‘

Frn una realizaciéon preferida, la invencién se rafieve
también a composiciones de las cepas de esta invencidn en Lomma
liofilizada, deshidratada poxr congelacidén o deshidratada, que
pueden oblenerse mediante cualguier método convencional cenooelde

en la técnica.
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kn otro aspecto, la invencién proporciona una composicion,

producto farmacéutico, alimentacién o producto nubricional en

los gue la cepa probidética o mezcla de la misma estd en Fforma

parcial o totalmente inactivada.

es decir, el equilibrio entre las bacterias nocivas y atiles
esta alterado. Varios factores; enktre otros el estrés, )
presencia de las sales biliares, y especialmente la dieta,
influyen en la Clora hacteriana. bn estas situaciones. e
proceso de fermentacioéon podria alterarse y reducirse el vlmara
de bacterias nutiles, con la consecueﬁcia de que la nucosa dal
colon se abrofia y deja de funcionar al mismo Liempo cue crecs:
répidamente el nimero de pacterias potencialmente malignas. Las
cepas probidticas de la invenciéon puedeﬁ evitar la adhesidn e
5 aureus a las células epiteliales, asi como redwzir las tasas
de supervivencia de las células de S. aureus y de otros wuchas
patégenos. Por tanto, las cepas probidticas de la invencidu son
pariicularmente atiles para el tratamiento de cdichas
enfermedades ya que conltribuyen eficazmente a destruiy 1os
patogenns wmientras que, al mismo tiempo, contribuyen a La
repoblacidén de la superficie de la mucosa con la microflorva

fisioldgica.

Por este molivo, un aspecto de esta invencion es el uso de

probidticos de la invencidn y de los sobrenadantes de un culltivo
de una o mas cepas de la invencidn para la preparacion da una
composicién farmacéutica para el tratamiento terapéulice o
profilictico de infestacién, o infeccidén crodnica o aguda o de Ia
colonizacion microbiana no deseada, de una superficie mucosa O
cualoquier otra ubicacibén en  seres humanos, en la qus 1a
infestacidn, infeccion o colonizacién  esta producida  por
parasitos, hacterias, levaduras, hongos O virus, «que afeclan a
cualguier mucosa o0 superficie corporal, comprendiendo diche
Lratamiento terapéutico la administracion de una cantidad eficaz
de un probidtico o composicidn que contiene probidticos, a un
sujeto que 10 necesita. En una realizacion preferida, lLa

infeccidn o colonizaciodn esta producida por parasitos,
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hacterias, levaduras, hongcs o virus, de cualguier macosa o
superficie corporal en un sujeto o animal gue lo necesile.

Los probidticos de la invencion se  han  seleccionada
pasandose en su capacidad paxra colonizar la glandula mamavia
Lras la ingestidén oral y para evitar la adhesion a celulas
epiteliales y para disminuir la supervivencia de &. aureus. Do
tanto. Jag  cepas sSon adecuacdas para el gratamiento <o 1a
naskitis. In consecuenclia, en un aspecto adicional, La inwvencion
proporciona el uso de cepas probidticas de la invencion y b2 Los
sobrenadantes de un cultivo de una o mas cepas e la invancidn
para la preparacién de una composicion farmacéutica pars =2l
Lratamisento o la profilaxis de la mastitis infecclosa en seran
humanos  y  animales. BLste procedimiento consiste en el uso e
cepas probiodticas seleccionadas de leche fresca homdloga y en la
capacidad de estas cepas pala transferirse a la gléondula mamaria
v ejercer alli sus peneficios, tales como la inhibicion de la
infeccion estafilocodcica.

Ademas, las cepas probidticas de 1a invencidn han mostrado
rambidn tener algunas de las caracteristicas atribuidas a una
posille cepa probiotica, concretamente  seguridad y  huena
resistencia al proceso de digestién y la capacicdad  de
colonizacion del intestino. Pox tanto, las cepas pueden alcanzal
el Lracto intestinal tras la ingestidn oral y ejercer alli sus
propiedades terapéuticas. In consecuencia, en uua reallzacion
preferida, la invencion proporciona el uso e las capes
probisoticas de la invenciéon y del sobrenadante de un culbive de
una o mas de las cepas de la invencidén para la preparaciou dJde
una  composicion farmacéutica para el tratamiento de  diarvea
necnakal .

Se sabe que las cepas probidticas reducen la produccidon e
citocinas proinflamatorias powx macréfagos aclbivados durante
Lrastoruos inflamatorios croénicos.  En consecuencia, en  otro
aspecto, la invenciodn proporciona el uso de cepas bacterianas,
conposiciones de la invenciéon y sobrenadantes de un cultive de
una o mas cepas de la invencion para la prepavacion deouna

compesicidn farmacéutica para la fabricacion de un medicamenblo
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para el tratamiento de trastornoes antolnmunitarios B
inflamatorios. Flemplos no limitativos de enfermadadas

autoimuunitarias e inflamatorias de este Lipo incluyenl N
colibis ulcerosa, artritis, arteriosclerosis, esclerosis
maltiple, psoriasis o sarcoidosis:

Las cepas probioticas segin la invencién pueden repeblan la
bariLera intestinal inmunitaria tras la ingestién oral y asil, son
fambién particularmente adeczuadas para la nejora de 1a barrewa
intestinal inmunitaria en un sujeto o animal que lo necesibte. Hn
consecuencia, en otro aspecto, la invencién proporciona el uso

de una o mas cepas probidticas de la invencion y de 1los

sobrenadantes de un cultivo de una © mas cepas de la invenciodn

para la preparacion de una composicidn Farmacéutica para L

preparacién de un medicamento para el Ltratamiento y/oo o la
profilaxis de reacciones de hipersensibilidad frente a alimenlos
e intolerancia wmetabdlica tal como inktolerancia a la laclosa: e
askrefiimiento y otros trastornos intestinales.

Se sabe (ue lbs probidticos son utiles para contraxvestan
el cancer debido a sus efectos en la inhibicion de toxinas
cavcinogénicas en los intestinos tales como nitrosaminas pero
también para el efecto de estos probiodticos en la moclulacidon e
lLa respuesta inmunitaria natural. En consecuencia, en un agpecio
adicional, la invencidn propoxrciona el uso Jde las Ccepos
expuestas en esta invencién y de los sobreuadantes de un culitivo
de una o mas cepas de la invencidn para la preparacidn de una
compesicion farmacéutica para el tratamiento terapéutico o
profilactico de algunos tipos de cancer y para inhibir <l
crecimiento tuwmoral, la meléastasis vy el cancer en un sujeto 0
animal que lo necesite.

as cepas cde la invencion pueden mocular la respuesla

inmunitaria y el equilibrio entre las citocinas Thl y Thz. Tn

consecuencia, en un aspecte adicional, la invencién proporclona

el uso de la cepa, coumposiciones vy sobrenadantes de la invenciim

en la fabricacién de un medicamento para el tralamiento y/o la

profilaxis cle Lrastornos alérgicos, asua N Lrasbornos
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relacionados con el desarrolilo de tolerancia frente a protelinas

ingeridas.

in un aspecto adicional, la invencidn proporciona el uso o
lag cepas, composiciones y sobrenadante de la dinvencidn en La
fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o  lLa

profilaxis de niveles inmunitarios temporalmente cleprimicos an

individuos tales como los procucidos durante el envejecimiento o

en individuos sanos que se someten a wun esfuerzo intenso o an
general a un gran estrés o tension fisioldgica.

En  oltro aspecto; la invencidén  proporciona el S0
terapéutico de la cepa probidética, de las combinacicnes de las

cepas y de los sobrenadantes, en el gue la cepa ©

achwinistran por via oral, topica, mnasal, enteral, oculal,
genitourinaria, rectal o vaginal.

Ndemas, debido a la presencia de las cepas selecclonacas an
la leche materna, los sujelos qgue necesitan tratamiento podrian
sen 1o sblo los que ingieren directamente las cepas
seleccionadas sino también el feto o recién nacideos en penrioco
de lactancia. In consecuencia, todavia en un aspecto adicional,
la invencién proporciona el uso de las cepas, cowmposiciones .y

sobrenadante de la invencién en la Ffabricacion de un wedicawento

disefiado para administrarse a mujeres en periodo de lactauncia

pava el tratamiento terapéutico o profilactico de su felo y o
recién nacldos lactantes.

Los siguientes métodos y ejemplos ilustran la invencicn.

NI RLRPTLOS
Ejemplo L: aislamiento de probidticos a partin de leo Fer Qe
mami.fero

Se oblLuvieron muestras de leche fresca (2 ml excepto en al
caso Jde las perras en el que solamente se recogieron U,5 wml) a
partir de 23 mujeres sanas en el dia 6-14 después cdel parto: d
cerdas en el dia 5 después del partce, 9 perras el dia 2-10
después cel parto y 4 vacas el dia 2 después del parto. Wi das
mujeres ni los animales tuvieron complicaciones durante el parto

y no se administré ningun tratamiento con antibidtices en las
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dos wlltimas semanas previas a la recogida de la nmueskra de

leche. Todas las muestras de leche se congelavon inmediatawent.

a —-80°C.

Ccon el Ffin de aislar cepas bacterianas a partiv de esba:z
muestras, se sembraron disoluciones seriadas de 0,1 wl en aygna
de peptona sobre placas de agar MRS, APT, RCM, LMLT, GMIT oy
Blliker a 37°C en condiciones tanto aeroblias como anaerohing
durante 24-48 lhoras. Entre las aproximadamente 1200 colonias
ablenicdas inicialmente, se seleccionaron 120  (10%: incluyea
representantes de las diferentes morfologias observadas en las
placas) y se subcultivaron en agar MRS a 37°C en condicionss
anaerobias. Entre ellos, se seleccionan ademas 63 alslacdos con
las siguientes caracteristicas: bacilos ¢ue no Fforman esporas,
Gram-positivos, catalasa y oxidasa negativos.

Estos 68 aislados seleccionados se caractenrizaron

adicionalmente btanto fenolipica (APT CHGLO, APIZYM vy eveluacihn

de resistencia a antibiétices) como genéticamente (secuenciaciin

del 165 ARNr y perfil de PCR-RADP). Dsta caracterizacidny dio

COMO resultado 59 cepas cdiferentes que ce evaluairon
adicionalmente a traveées del procedimiento de seleccidn descrito

en esta invenciéon con el fin de obtener posibles cancidaltos
probidticos que puedan proteger frente a la mastitis.

Tras este procedimiento de seleccidn, solanenke 6 cepas (2
de mujeres, 2 de perras y dos de cerdas) cumplievon todos los
criterios definidos. Se obtuvieron otras cepas de bacterias del
dcido lactico a partir de otras especies de mamiferos, tales
como  cabra, oveja, gato, rata y ratones, perdo no compl ieron
satisfactoriamente los criterios de seleccidn y poxr esta razin

no se incluyen en esta invencion.

o  Bificlobacterium breve obteniéncose dicha hacteria de lechs
humana

m  Bifidohacterium hreve obteniéndose dicha hacteria de leche
humana

s Lactobacillus reuteri olteniéndose dicha bacteria de leche

poreina
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Lactobacillus plantarum obteniéndose dicha bacteria de lechae

porcina

e Tactobacillus reuteri obteniéndose dicha bacteria de leche
canina

o  Lacltobacillus fermentum obteniéndose dicha hacteria de leche

' canina

e Tactobacillus salivarius obteniéndose dicha bacteria de lezhe
porcina

e lnterococcus hirae obteniéndose dicha hacteria de leche

felina

o Fnterococcus faecalis obteniéndose dicha backeria de leche’

felina '

o lLactobacillus plantarum obleniéndose dicha bhacteria de leche
felina
»  Lactobacillus reuteri obteniéncdose dicha bacteria de leche

canina

mplo 2: carvacberizacidn fisioldgica y genética

Todos  esbos aislados se caracterizaron fisioldyica v
genéticamente. Para la identificacion de cada cepa probiotica,
se realizd un analisis de fermentacidn APT 50CH (RBioMerieuw) da
las cepas a 37°C en condiciones anaerobias durante 24 v AU
horas, sigulendo las instrucciones del fabhricante. o
resultados de 24 horas se vesumleron en la talbla T. Un susbralo
fermentable positivo es aquel con un valor supericr a 3.

Pehicdo a la baja especificidad de la caracterizacidcn AL
ae realizd también el analisis de las secuencias del ARNY 165 de
las cepas bacterlanas seleccionadas. La secuencia cdel NDRN 165 de
las baclberias seleccionadas y su perfil de PCR-RADP se mueskran
en la figura 1. Los resultados obtenidos condujeron & la
clasificacion de las cepas bacterianas Ltal como  se Lndied
anteviormente. Con esta clasificacidn, se depositaron las cepas
hacterianas de la invencion segun el Tratado de Dudapest en la
CECT -Coleccidn Espaiiola de Cultivos Tipo—, valencia (Bspaiia) ol
17 de abril de 2007 y se les concedieron los siguientes muneros

de acceso:
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e Dificobacterium hreve CECTT263

e Rifidobacterium breve CECTT264

e Lacltobacillus reuteri CECTT7260

»  Lactobacillus plantavum CECIT7262

s Lactobacillus reuteri CECTTZ265

»  Lactobacillus fermentum CECIT7266

Las siguientes cepas bacterianas de la invencidn se deposilavon
de acuerdo al Acuerdo de Budapest en la Coleccidn Lspafiola de

cultivos Tipo- CECT, Valencia (Espafia) el 30 de maye de 2008

n  Lactobacillus salivarius CECT7409
n  nlLeroccoccus hirae CECT7410

s  Funlkerococcus faecalis CECT7411

e lactobacillus plantarum CUECT7412

r  lLactobacillus reuteri CECTT7413
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»! Pabla T:  Patréon de  fermentacidn de las  difereonlas oopes
probidticas de la invencidn Los sustratos fermentables posilives
‘ se indican en gris.
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Bienplo 3: Seleccidn _selectiva de

mplo 3a: Transferencis a la mama tras la ingestid

Una vez ¢ue se obtuvieron las diferentes cepas candidatas a

partir de leche de mamifero tal como se indicod en el primer

10  criterio de seleccién, la siguiente etapa en el procedimiento de
seleccion tal como se describe en la presente invencidn es que

las bacterias deben poder transferirse a la leche tras la

ingestién oral o la aplicacidon tédpica. Con el fin de someba)y a

i

praeba esta capacidad, las supuestas cepas se  maycalon
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BEjenplo Ad: rroduccién de metaboliltos antimicrebisnos

se ha sugerido que el mecanismo principal usado por las
suslancias purobidticas esta controlando el eguilibrio entre lasz
bacterias nutiles y perjudiciales es el intestino. Cuandle se
reduce el numero de bacterias utiles, las bacteviag oportunistas

10 podrian crecer excesivaments y alterar el bienestar del huésped
o incluso inducir una infeccidn. La mayoria de los organismos
backerianos han adguirido caracteristicas o mecanismos (ue
reducen las capacidades de crecimiento de olros Wi Croorganismes
que  cohabitan  con ellos vy asi, permitir su crecimiento

15 selectivo. La reduccién de pH a través de la produccidn de dcido
por bacterias del 4cido lactico es uno de Lales mecaniswos.
Ademas, algunas bacterias del acido lactico producen Lanbién
componentes de péptidos hiocactivos 'y obLros metabolitos ue
inhihen de manera selectiva el crecimiento de otras bacterlas,

20  levacduras u hongos. Lste es el caso de reuterina (un alcdehidn) o
bacteriocinas (péptidos, tales como nisina o pediocina PA-1).

Se evaluaron las cepas probiodticas de esla invencidn pans
determinar su capacidad pava producir metabolitos hactericidas
usancde un ensayo de difusidén en pocillos de agar. Se prepalaibon

25 placas de agar TSA gue contenian 10°% ufc/ml de difexente cepa de
bacterias patodgenas y se someltieron a ensayo tal como se inadied
previamente en el ejemplo 3 para S. aureus. Los resultados

obhtenidos se describieron en la tabla ITI.

[o%)
"

Tabla LIT: potencial inhibidor patdégeno de las diferentas Qapnas

probidticas de la invencidn

Puginas descripcién modificadas 1PRP
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Ejemplo 5: Efecto de las cepas probhiodticas de esla Anvanaidn
cobre la traslocacién de Salmwenells typhiwaeiomm an patoves Lrss

5 la nmmizacién con vacunas de Qalmonella inactivadas
La traslocacién de bacterias Gram-negativas a traves el
epitelio inteskinal puede producirse especilalmente en sujetos
Lras cirugia, enfermedad o infeccidn gastrointestinal . 3i no se
Lrata puede conducir a endotoxemia. En este ejemplo, se Examin
10 el efecto de alimentar las cepas probidticas de esta invencicn
sobre la traslocacién del patodgeno intestinal  Salwonellas

Cyprhimuriom.

“e sometieron a ayuno ratones Balb/c macho (de 6-0 zewmanss
de ecdad) con 1x10% ufe en 0,2 ml de leche o leche so0la durante
15 cos semanas. Después de esto, se inmunizaron los ratones o bien
por via oral o hien no con una vacuna de Salmonella inactivada
('.!.0"‘ ufe inactivadas con 1j.»a.1:af<:r.1:malclehiclo an 0,2 ml de leche).
Tras la inmunizacién, se scmetieron a ayunoe los ratones durante

Jos  semanas mas  con  las preparaciones prebidlicas en i

N

20 alterpos dJdurante dJdos semanas mas. Dos  semnanas después de  la

Cmmunizacien oral, se expusieron todos los ratones por via oral
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RELV WD TCACTONES

Procedimiento para la seleccién de probidticos que comprance

lag etapas de:

(i) aislar las cepas de bifidobacterias o bacterias del

4cicdo lactico presentes en la leche fresca de una
especie de mamiferos mediante la seleccion en mecios:

de cultivo de acido lactico,

(i) seleccionar aquellas cepas de la etapa (L) que

pueden Ltransferirse a la glandula wmamaria tras 1a
ingestién oral y/o colonizar la glandula mamaxia

tras su aplicacién topica,

(Lid) seleccionar aquellas cepas de la etapa (Li)  qgue

pueden reducinr las tasas de supervivencia y/o las

tasas de adhesién a las c<élulas epiteliales de

Staphylococcus aureus y

(iv) seleccionar aquellas cepas de la etapa (iLi1)  uue

pueden proteger a 1os animales frente a la mastilLis.
procedimiento segin la veivindicacidn 1, en 2] ¢que la leche
uzada en la etapa (i) se selecciona de leche Imumana,
porcina, bovina, de gato, ovina y canina.
Cepa probhidtica que puede obltenerse mediante @l
procedimiento segin las reivindicaciones 1 & 2.
Cepa probidtica segun la reivindicacion 3, caracterizada
porgque la cepa se selecciona del grupo de Biridohacreriun
hreve depositado en la CECT con el nimero de registro 7293,
Bifidobacterium breve depositado en la CECT con el nomero Jdoe
registro 7264, Lactobacillus reuteri depositade en la CLOT
con el numero de  registre 7260, Lactobacillus plantaim
depositade en la CECE con el numero de registro 7200,
Lactobacillus fermentum en la CECT con el namere de regislio
7265 y Lactobacillus reuteri depositado en la CECI <on oL
nimero de registro 7266, Enterococcus hirae depesitacdo en la
CECT con el nudmero de rvegistro 7410, Lactohacillos plantarim
depositaclo en la CECT con el namero de reyglstro TAYE,
Fnterococcus feecalis depositado en la CECE con el nimaro de

registro 7411, Lactobacillus salivarius depositado en  la

Reivindicacion:s modificadas
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5

CECY con el numero de registbro 7409, Lactobacillus weuterd
cdepositado en la CECT con el numero de registro 7413.

5, Sobrenadante de un cultivo de una cepa 0 de una mezcla de
cepas sequn las reivindicaciones 3 6 4.

6. Cepa probidtica segin las reivindicaciones 3 6 4 0o una
mezcla de cepas segun las relvindicacicnes 3 6 4 o un
sobrenadante segun la reivindicacidn 5, para su uso oo un
wecicamento.

7.  Composicioén, producto farmacéutico, alimentacidn o produclo”
nutricional que comprende al menos una cepa probidtica segun
las reivindicaciones 3 6 4 o un sobrenadante segun  ia
reivindicacidn 5.

8. Composicioén, producto farmacéutico, alimentacidén o producto
nutricional segun la reivindicacién 7, que eska en fLora
congelada, liofilizada o deshidratada.

Y. Composicioén, producto farmacéutico, alimentacion o producto
nutricional segun las relvindicaciones 7 u 8, en los que Lay
cepa probidtica o la mezcla de la misma esta en fouva
parcial o totalmente inactivada.

10. Uso de una cepa probidtica segun las reivindicaciones 2 & 1
o una mezcla de la misma o un sobrenacante segin la
raivindicacion 5, para la fabricacidn de un medicamento para
el tratamiento y/o la profilaxis de una infestecion o
infeccidn aguda o crdédnica, o de una colonizacidn wicrobiana
no  deseada, en el que la infeccidn, infestacidon o
colonizacién esta producida  pox  paréasitos, bactanrias,
levaduras, hongos o virus, cue afectan a cualguielr mucosa o
superficie corporal en un sujeto o animal gue 1o neces.ile.

11. Uso segin la reivindicacién 10, en el gue la infeccidn 23

mastitis y la cepa probidlLica se ha seleccionado en la elbapa

(i) usando leche de la misma especie gue se pretende Luraktar.

q

172. Uso seygun la reivindicacién 10, en el gue la infeceidn eg
Jiaxrrea neonatal.

13. Uso ce una cepa probidética segin las reivindicaciones 3od 4

s una mezcla de la uwisma o un sobrenadante segun ']a

reivindicacién 5, para la fabricacion de un medicawento para

el tratamiento y/o la profilaxis de LeacCiones cle

Reivindicaciones modificadas



15,

16.

hipersensibilidad frence a alimentos e intolerancia
metabdlica; de estrefiimiento y otros Lrastounos
gastrointestinales; de Lrastornos aukboinmuni tarios O

inflamatorios seleccionaclos del grhpé de BIT, colitis
ulcerosa, artritis, aterosclerosis, esclerosis maltip e,
psoriasis, sarcoidesis; y de crecimiento tumoral, metastasis
y cancer en un sujeto o animal cque lo necesitle.

Uso de una cepa probiética segun las reivindicaciones 2 O
o una mezcla de la misma o un sobrenadante segun La
reivindicacidén 5, para la fabricacion de un medicamenbto pala
el tratamiento y/o la profilaxis de trastornos alérgicos ¥
asma en un sujeto o aninal que lo necesita.

Uso de una cepa probhidtica segun las reivindicaciones 3 0 1
o una mezcla de la misma o un sobrenacdante segun  La
reivindicacion 5, para la fabricacién cde un medicamento pala
el tratamiento y/o la profilaxis de niveles ibmunitarios

Lemporalmente deprimidos en individuos o animales somebtidos

15 fisiologico y derivado de un tratamiento médico.

Uso seguin las reivindicaciones 10 a 15, en el gque la capa o

composi

[

i6n se administra por via oral, tépica, mnasal.
enteral, ocular, genitourinaria, rectal o vaginal.

Uso sequn las reiviundicaciones 10 a 15, en &l que la cepa,
conposicién, producto farmacéutico, alimentacidn o produzto
putricional estd diseiiado para administrarse a wjeres o
animales en periodo de lactancia para el tratamiento
terapéutico o profilactico de los Ffetos y/o sus hebés o

crias lackantes.

Reivindicaciones modificadus
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lmm?ohﬂuHTnijrﬁrwrnun((EE(Trluukn'AccesshnnPW’7265)

TACACGATATGAACAGNTTACCTCTCATACGGTGNTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTTA
CGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTGTG
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTGTGH
CCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAH
CAAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTAAGGGF
TGTTCATGCGAACAACGNTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTGTCCCCﬁ
GCTTCTGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTGGCGACCAAAA
TCAATC%GGTGCAAGCACCATCAATCAATTGGGCCAACGCGTTCGACTTGCATGTATVA
GGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANTCTAA

Lactobacillus reieferi (CECT under Accession N T2606)

ACCGHGGGNNAACGACACTGCGNGNACAGNTTACTCTCACGCACGNTTCTTCTCCAACN
ACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTG
CGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGAC“GTGTCTCRG
TTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGUAAGCCGT
TACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATC
TTTCAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAANT
GTTATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCC( CCGCCACTCALTG
GTGATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGMUT
TGCATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANTCTAA

Eu&wuwuvmxhhwe(CE(ﬂ‘unNM'AcumshmlN"74HD
GACAGTTACTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAPACUTT
CTTCACTCAC4CGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCC( k
CTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTGTUA
GGTCGGCTATGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCG
CGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCAAATCAAAACCATGCGGTTTuU
ATTGTTATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTGATGGG"AGGTTA
CCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCCTCTTTTTCCGGTG?AGCAAGCTC(SHTGH
AAAAAGAAGCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCGAG
G

Eactolecitlns plaoctaran (CRCT under Accession N 7412)
TTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCQTTCTTCA
CTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCHGGTCG
GCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCYCACCATCTAGCTAATACGLCGCMGGA
CCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCATCTTTCAAGCTCGGACCATGCGGTCCAAGTUGT
PATGOGETATTAGCATCTETITCCAGGEE CITATCCCCCOCIICTGEEENAGGEY THCCCAL
GTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGATGCAAGCALCAATUAA
TACCAGAGTTCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGhG

WFigua L1
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Enieracocens faccalis (CECT under Accession M TA8R)

CTATCATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGALU
AGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATHACAUTTU
GAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAHGGCQC
TTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGHGGTAACGQH
TCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAHT

CTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTA-

GAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCUA
CEGCIAACTACGTGCCCAGCA

Laciobaviflns salivering (CECT under Accession N° 74 09)
GOETGGGENGANCAGANCATGAARTGARCAGT TTACATCTCACCTCEC TGN TCHTCCL
CUANCAACAGAGC LT TTACGACTCCGAAGGAC CTTCITCACNTCACGCEGECGEINTGLLL
CATCAGACT TGCGTCCATTGTGGARGATTCCCT ACTGCIGCCTCCCETAGGAG GG
COGTETCICAGTCCCAATGTGGCCGATCAACCTCTICAGAT TCGGCTACGUNLCHTCACC
TTGETAGGCCE T TACCCCACCARCTAG T TART ACGCCGCGEGETCCATCIANAGEGALA
GUAGANCCATCTTICATCTAAGGATCATGCGATCCT TAGAGATATACGGNATEAGCACC
PETTTCCAAGTG T IATCCCCTTCT T I TAGCGCAGET Y ACCCACGTGLTACT CACCCETCL
COCACTCAACTTCTTACGGTGANTGZAAGCATTCGGT GTANGAAAGL TTCETIERACTY
GCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCETTCETNAL GAGCCAGGATCNARCTCTA

Lactohecillus renteri (CRCT under Accession N 7413)
GCMNIGEENGANCGGTCACTGCGGARCAGTT ACTCTCACGCACGTTC LC T CCARCALCA
GAGCTTLACGAGCCGAAACCCTTICITCACTCACGCGET CTUGCTCCATCAGGCT TG
CONTETGGANGATTCCCTACTGCTGCCICCCETAGG AGIATGGACCGTETCICAG T
CATTGIGECCCATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCAT CATCGCCTTUGEIAAGLCG TN
CPPACCANCTAGCTANYGCACCGCAGG TCCAY CCCAGAGTGAYAGCCANAGCCATCT
CARACANAAGCCATGTGGCI T TG T TG T ATGCEET ALY AGCATCTGITICCANNTE
ACCCOCGUICCEEGECAGGTTACCTACGTGITACT CACCCGTCCGUCACTCACTGHL G
ATCCATCETCANTCAGGTGCANGCACCATCAATCAGTYG GGCCAGTGCE ITACGACTIGE
AGIATTAGGCACACCGCCGGCGETTCATCCTGAGN CAGGATCHNAMNACTCTAA

Figuuna 1o
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zaaaqgectl

cagygagetat

Lcaccacecag

Jegltecatee

cltaacaaaaqg

ggcltltycgee

atctcagtce

gaccgltltace

tceyglycat

goaaagoocy

Lgagccagya

aggtltacaa

calttygabgza

caatglyygce

coyocaboaa

catgoeggtygt

ggygeagyla

atggatcecy

Lcaaactcla

()

129

Q)

300
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40
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A

2201
L2220

CRAR

<227

>

JU,
Cealls

<22

Loy ey
22>

<223
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misc feature
8) L. (8)

noes a, <, ¢,

nisc lfeature
(72)..(72)

noes a, .o, q,

misc feature
(80)..(80)

noas a, ¢, q,

misc _feature
(93)..(83)

n es a, ¢, g,

misc feature

(B37)..(87)

misc feature
(L14y..(114)

noes a, o, q,

nisc feature
(L41)y..(241)

nes a, <, y,

(V]

Q

&)

Q



221> misc fealkure

(152) .. (159)

<ZZ3> v o=z oa, o, y, o L

z fealbure
Lesx (161)y L. (161)

<223 noes a, ¢ g, ot

LaZl> misce feabure

222> (3BBY L (35%)

223> noes a, ¢, Y, oL
<220

<221> misc_feature
LA22>  (358)..(358)
<23 o oes a, ¢, g, 0L
AL

o2ty mise feature
LA {369)..(369)
W23 on oes a, ¢, 4, ot
<220>

<221 miec feature
LA 444y .. (444)
“L43k noes a, ¢, y, ot .

<221> miga feature

222> (4585) .. (456)
“L43> 1 oes a, ¢, 4, ot

<400 7

Lneygeganga agaaalbaaaa caaagtgect Lygclbeccltaa caaaagagygl tlacaaccoog 60}
anngecctoca tnecteacygn gyngtencalk geatcaggoel tgeogeccatt ghgnaatatl L2

ceeraclyet gockoecegkba ngagltctyygyg coghatcebna ntcccaatyt ggeogglboan Lo

Lista de secrencias modificada



(L]

cotelbeagge cggelaccey Legaagecal gylygyecdt taccceygeoa Leaagcteal 240

ayygacyegas cccabteceatt googcaaagy ctbhcccaac acaccatgey ghgtgatugya 300

g

guakteegygea Lbaccaccey Lttecaggag ctabtceyggh geatyggggea gglbongbnac 2060

gualttactna cocoytltegee ackoclcacca ceaggceaaay cccgatyggal cacgbtogac 2 )

Lrgeatgbyl Laadcacgee geengogblc atcennaaac aggaltcaaac Lobaaa 476

213> L. Fermentum CECY 7265

N
N
s

> misc_fealture
<A D (L7y .. (1

<23 o es a, ¢, uy, ot

<A21> nisc feature

“ed3 o oes a, <, y, ok

<2l wmise feature
REZ2n 0 (313) .. (313)

CRL3 onoes a, o, y, o &

<221» misc fealure

<RZ2s 0 (510) .. (510)

400 3

Lacacygatal gaacagntla cctctcatac gglbgnttctl cttlLaacaac ayayckbiac 60

Lista de secriencias modificada



Yaguoyarac

agatbtcocta

atcagtelot

clbaatycacc

atguegnacaa

gagcagylta

guligeaagea

geoggoeytle

<210> 4

526

ADN

<213» L. reuteri

<221>  misc
‘:.«21}‘) (5)

<223> N es

(2.

TLL2> (23).
<223 n es

1/70)

<oal

22> (05)

Lista de secuencios modificada

cetbbeklbecac

clyctgeatc

caacltcggel

gcagytccat

cygnbgtlaty

cclbacgtgtt

cecabcaatca

atccltgageco

_feature
-(5)

a, <, g,

misc feature

(10

misc feature

. (23)

ar, <, qg,

misc_feature

.. (25)

CECT

Lcacgeyygly

cegltaggagh

atgcalcatc

ccagaagltya

cggltattage

aclkcaccegt

attgggecaa

aggatcaaan

7266

ok

6

Ltgctcecalte

atgggeegly

gceltgylayg

tagcgagaay

atctgtttee

cegecackey

cgcgtltecyac

tcltaa

aggcecttygcyc

tctecagtceo

gceygltaccee

ccatcttlttia

aaatgttglce

ttggcygacca

Ltgecatgtat

cecalttyglygga

atltgtgyaccy

cacaaacaag

agogbtbgl by

cooegetl ol

anatcaatca

Lagygcacace

180

240

00

260

420

480
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misae

AR {300 ..
O3 0 es

LA20>
LA2L> (465 ..
L3> N es

misc

(571

A0 o

acoygnygggnn

cagaycoliza

cocatitgloy

cakblgtygen

Lhaccaacha

AACAAAAYC

coacyaliaeg

ategleaala

LLaggeacac

210> &
524
ADM

<213> 1,

Lista de secuenc

reuteri

feature

(30)

a, <, y,

misce feature

(16)

a, ©, ¢,

_fealture

) .. (521)

aacqgacacty

cgagcecgaaa

aagalttcect

galcaykcle

gctaaltgcac

abygltyggettt

gggcagygtta

aggltgeaagc

cyecyggeghn

ias modificada

CiECT

cgnghacagn

ccecelttectica

actgctgect

tcaacteyge

cycagglcca

Lgbtgttaty

cclbacglglt

accaltcaalc

catcctgaqge

7260

tLtactclcac

ctecacygegyl

cceglLaggay

tatgcatcat

tcocagaglby

cgyglattayce

acltcacccgl

agltgggeca

cagyakcaaa

gcacgnttbet

gttgctecat

tatggaccyt

cgectltggta

atagccaaag

atctythtcoc

cegccacizca

gtycygtacya

ntctaa

Lctcecaacan

caggotibyog

glhctocagihoe

ageoygltace

ceatatitea

Aanalgtlate

clygglygaltoeo

clhitgzatgla

(5

1200

L

240

30n
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wisz fealture

(3)..1(3)

223> noes a, o, g,
w220

<HZ1lr misc feature
A22E (915) . L (515)

<ZZ3» n oes a, ¢, q,

400> 5

gontgggnea

aqetitacya

altygtyganay

tgltyycugat

ceaaclagoet

Aannagecalqg

cygcteayagy

glhcaatuagy

GYCaCasege

Lista de sccuene

acgglbcactg

gocgaaacce

attcecetact

caglctctca

aaltgcaccyc

Lggotliblyt

cagglbtacct

Lycaagecace

cggegtleat

fas modificada

o L

ot

cyggyaacagli

Ltclttcacle

gchygecaotece

actcggetat

aggltceccatac

Lglttaltygcyy

acgtgktlact

atcaatcagt

cctgaygncadg

aclectecacyc

acgcygtglt

glLaggagtalk

dqeatcateye

cagaglgalta

tatLagrcate

caccegleeg

tgdgecagty

gabtcnaaact

acghttcotlch

gcleecaktcay

gyacegbyle

cblbtygyltaage

yocaaagaea

tgtttccaaa

ccactcacty

cyltacgackt

ctaa

ccaacaacaq

goebhgegeaa

Lcaglhltecal

cgtlacctla

Lectblhcaaac

Lgktatcocea

glgatceaka

dcatgtatla

120

I0¢

3650

120

150
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Cal 3> L.

plantarum CECL 7262

e
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L

AN

<400 6

‘: ‘:I ce t (:l ':J ’:] A

aacagagliil

cgtecatlygt

cecaatygligy

celbcacecate

caaaclaqgya

Leowacyalt

Laattboatya

cycyeeade

C210s0

474

AN

mise Leature
(LY o (21

<LE3> N oes

a, ¢, ¢,

neegglcalta

Lacgagoega

ggaagattec

cegaltbacee

tagcltaatac

ccatgaggle

chyggeagyl

tycaagcace

gtltcgtcecety

<213>  Enterococcus h

<4d00>

gacagllact

Llcacteacy

ctcatectly

cyggeglbigol

Lista de secuencias modificada

irae

cchgygaacaqy

aacccttctt

cltaclgetyc

Lcheagygtey

geegeggygac

caagltltgttla

tlhececacyty

aalcaltacc

agacagyale

CECT

Jttaccltcte

cacteacygey

ctecegltagy

gclacgtaltce

calccaaaag

Lygcgytatta

LlLackcacca

agagticeglt

aaaaclclLa

7410

agataltggtr

goeyblbgobac

agtltlgyyce

attgeecatygy

Lyalkageega

gcatcltglLLr

gtlcgeeacl

cgaclbtycatl

chlbelhtaae

atcagactt

gtytaoteaygl

Lgagoeegtia

ageceabtetlL

ceagglglia

cactoeaaaly

gattagga

by

Ltcttcteka acaacagaglt tttacgatce gaaaacolblc

cygltecagacl Litegtccatl geocogaagaltl coctbactyget

[EY8]
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geelaoosta

cygoetalboca

Leccatecalc

tatacgytat

Lgbbtactcac

agughltagac

<210 8

<211> 469

PR RS
~el VLS

PAYRIY

< 400> @

Llactakeag

Luacucygeg

cuylagygagth

acygltatceatt

ceagaaylya

gagtatlagza

clteacuaygltl

yhicgttoga

210> 9

493
<202> A

Enlerococcus

gyagliiygyggy
taglegeett
agogacaccc
Lagcaccltyt
coglitogeca

ttgcatgtat

atatglhtett
Litycltecatce
Ligygecgly
geeatgglyga
tayccgaage
taobghttceca
cyecactcac

cttqcatgta

Lista de secuencios modificada

ceghghatea

ggtyagcegt

Jaaagaegeol

Ltccaagltgl

ctbcetbettt

Laggcacgcc

lacztobacillus plantarum CECT

ctittaacaac

agactttcgt

tctcagtece

Jceytltaccy

catcltttcaa

ggtygttatcce

Lcaaaltgbtaa

ttagycacygae

faecalis CLECYT

[0

gteccaatgl

Lacctcacca

tLtcaaatcaa

Latcceeltce

tceggtygag

gccagegltte

7412

agagtttltac

ccalktgltgga

aatgtggccy

caccatclag

gecteyggaccea

cecygetloly

atcatgatge

cgeceageght

7411

gyccgatecac

actagclaat

aaccaltgcgy

Lgaltgyycaqg

caagcbecyy

gltecctgagee

gagccgaaac

agalbtcocta

cltaatacqgce

tycugltccaa

gycaygglitc

aagcacruaal

cglecltyay

ceteteaggl

geaccyggygy

CLtoegattgl

gtiacocuacy

Lyggaaaaaga

aggl:

cetlictltcac

clgotygccle

caggloagel

gegogaccat

gllyglktatyce

ceacylygtta

caataccaya

KR

200

1:0
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180

30H)

420
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244



<4u0> 0

ctatcalgaa

glyycyggacy

aacagylbyct

cyyylgtoge

caaygocacy

geeecagacke

gageaacqyas

acaagyacyglt

Lacygbgeooa

2210 10

<21 L> 524

<212 ADN

~
>
DN

misc

<zl (9).
223> nois

misc

222> (12).

223> o is

{(51)

Lista de secnenc

1> misc

agtcgaacgc
Jylbgagltaac
aalaccgeat
Lgatggatygy
alkgcatagee
cltacgggagy
goeglgagltga
tagltaactyga

qea

_fealture
()

a, ¢, 4,

_featurs:

W

. (12)

a, ¢, 4,

_feature
(50

a, €, 9y

ics modificacda

ttctttecte

acygltgygglaa

aacagtltiat

acccgcygyky

gacctygagay

cageaglagy

agaagylttl

acygtbocceecty

13 Lactobacillus salivarius

or t

or .

ccygagtgeltt

ccltacecate

googeatyyge

catlayctag

gyltgatcygyc

gaatchlcgy

cggatcecgtaa

acygtatcta

CECT 7409

geactcastt

agagggagat

altaagagtga

ttggtgaggl

cacactyggyyga

caalggacya

aactctghig

accagaaayc

gganagagga

aacacliygga

aagqycgettt

aacyuacteaac

chgagaaacy

aagl.clyace

LLagiagaaga

cacggcetaac

at)

100

w10

200

360
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21> wmisc feature

CZ22> (113 ..(113)

misc_feakure
(297)..(297)

“d23»  nodis oa, <, o,

~

aa)>

N

220

misc fealure

(34%)

RS
L

(345) ..

“2d3 nods a, o, g,

Ay

220>
QNN A

miszc feature

(H03) ..

[
N
o

(503)

A
&

[
(9]

nois oa, @, «q,

<4 Q00> 10

gatagggng

(U

ancagaacat

Laacaacaga gettlltacga

eagactitge glecatbgly

mlcteaghe ceaalglgye

Laggecglba coccaccaac

accaboettic atclaagygat
caaglglial coecctbettu
aachibotlac

galtuaalyca

Lagycacyue gocagaylhe

<210> 11

Lista de secuencias modificada

or L

o L

ov b

gaaatgaaca

ctcecgaagya

gaagaltlacce

cgaltcaacct

taglttaatac

catgcyatcce

taggcagyltt

agceatloygt

Jglnatgagce

12

gkttacatoenr

ccrtetteac

Lactgetge

cheagaltlbey

geeygcgygte

Liagagatat

aceea

cytgl

Jbaagaaaqgt

aggalkcaaac

cacclegely

atcacgoygce

L

yagya

getacglate

catcltaaaagy

acggnaltltag

tacltcacceg

ttegtbegac

Lclha

nthettocka
gntgelteca
ghltlgugyeay
atcaccllyy
Ccualagnaya
cacelgltbo
Cocgecacto

thgoalkybat

0.0
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300
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420
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<223

<400>

Y
MR
Lactobacillus

reuvuteri CECT

misc_Ceatun

{3y..(3)

o

nois a, <, y, or t

8

wiss featur
(8Y..(8)

nois a, ¢, gy, or t

misc fealture
{507)..(507)

nois a, <, ¢, or

misc_feature
(5L5)..(515)
nois a, ¢, g, or t

1l

cenbopggreya

agotllacya

at bygbyggaag

Lglyggeogak

ccaaclLagel

aaaagccaly

cycleeyg

gloaatcacgy

acygytcacty

googaaacce

albltocetbact

caghclctca

aatgcaccye

Lggctirtgt

caggtlacct

tgeaagcace

Lista de secuencias modificada

cygaacagrt

tbcttcaclke

gotyoecteoo

actcygygctat

agyltcecateco

tglttatygcyy

acygltglttact

atcaatcagt

7413

acltchecacyce

acgagyghgtl

glaggaglat

cagagtgata

Latkagycatc

cacceglacy

tLgggccagltyg

acgtbtctlLct

gelbcecalcay

gyaccglgte

cttygytaage

gccaaagycca

tgttibccaaa

ccaclcaclty

cglacgacht

ceaacaacad

gobhgeyoao

Cocaghklceal

cgtlacatia

Ltcthtcanac

Lylblatecac

glygartccalc

geatytbatla

'Eh U

120

10

Wl 1)

300

164
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cclbyagncag gatcnaaacl
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OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK MOURE & CASTRO LTDA.

ASSIGNMENT

by means of this document and in consideration
of the payment by the Assignee to the Assignor
of a good and valuable consideration, assign(s)
to

organized under the laws of

Domiciled in

(hereinafter referred to as the “ASSIGNEE”.),
and be it

CESION

MARTIN JIMENEZ, Rocio
OLIVARES MARTIN, Ménica
JIMENEZ QUINTANA, Esther Antonia
MARIN MARTINEZ, Maria Luisa
SIERRA AVILA, Saleta
MALDONADO BARRAGAN, Antonio
MARTIN MERINO, Virginia
BLANCH MARTELL, Francesc
TORRE LLOVERAS, Celina

LARA VILLOSLADA, Federico
ARROYO RODRIGUEZ, Rebeca
BOZA PUERTA, Julio

JIMENEZ LOPEZ, Jesiis
FERNANDEZ ALVAREZ, Leénides
SOBRINO ABUJA, Odo6n Julidn
XAUS PEIL Jordi

RODRIGUEZ GOMEZ, Juan Miguel
DELGADO PALACIO, Susana
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Carlos R. Olarte

J. Tan Raisbeek

Juan Guillermo Mourc
Natalia Castro

Alexander Agudclo
Lina Mosquera
Catalina Barbastefano
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Erika Rico

Carlos A, Parra
Carolina Romero
Andrés Alvarado
Gina Arias

Of Counscl

Guillermo Chahin
Graciela Melo
Jacqueline Chaparro
Cruz E. de Moncaleano

por medio de la presente y a cambio del pago de
una contraprestacion econdmica, cedo (cedemos)

a PULEVA BIOTECH, S.A.

organizada bajo las leyes de ESPANA

domiciliada en

Camino de Purchil, 66
E-18004 - GRANADA
SPAIN

(de ahora en adelante el “CESIONARIO”)),

World Trade Center - Torre A, Calle 100 No. 8A — 37, Piso 10, Bogota D.C., Colombia
Tel +57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799, office@olarteraisbeck.com, www.olarteraisbeck.com
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OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK MOURE & CASTRO LTDA.

all my (our) rights, title and interest in and to my
(our) invention for a mnew and useful
improvement entitled and as fully set forth and
described in:

So far as the Republic of Colombia is concerned.

Place, date
Assignor(s) (Signature)

Assignee(s) (Signature)
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todos mis (nuestros) derechos, titulo e interés
sobre mi (nuestra) invencion tal como describe
en:

MICROORGANISMOS DE LA LECHE DE
MAMIFEROS, COMPOSICIONES QUE
LOS CONTIENEN Y SU USO PARA EL
TRATAMIENTO DE LA MASTITIS

en lo que concierne a la Republica de Colombia.

Lugar, fecha

Cedente(s) (Firma)

MARTIN J IMENEZ Rocio




LEGITIMACION

YO, RICARDO FERRER GIMENEZ, Notario del Ilustre Colegio de esta Capital, con

residencia en la misma. '

DOY FE: De que las firmas y rabricas que antecede de DONA MARIA DEL ROCIO
MARTIN JIMENEZ con D.N.I numero, 31870524-E, DONA ESTHER ANTONIA
JIMENEZ QUINTANA con D.N.I numero, 44193629-A, DONA MARIA MARIN
MARTINEZ con D.N.I. ntmero, 05264058-W, DON ANTONIO MALDONADO

con D.N.I nimero, 70980357-B, las considero legitimas por cot j'o con otras firmas

BARRAGAN con D.N.I ntimero, 34057845-C, y DONA VIRGINIASMARTIN MERINO

originales legitimadas.

En Madrid, a 22 de Junio de 2010.

2.

Apostille (o legalizacién lnica)
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
(Real Decreto 2433/1978, de 2 de octubre)

pais: Espana
El presente documento piiblico
’
Ha sido firmade vor
’

Actuando en catidad de NOTARIO)
Se halla sellade‘timbrado con e/ de su Notaria

CERTIFICARG
En Madrid 6. © 2 2 JUN, 2010

Por el Decano del Colegia Notarial de Madrid

Con el n8mero Z) 4 7 8 6

Sello/timbre: ——; 10. Firma:

M ot

+—

Don José Manuel Garcfa Collantes
Miembro de la,Juma'Di'réc}iva en funciones de Decano
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OLARTE RAISBECK MOURE & CASTRO LTDA.

all my (our) rights, title and interest in and to my
(our) invention for a new and useful
improvement entitled and as fully set forth and
described in:

So far as the Republic of Colombia is concerned.
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Place, date

Assignor(s) (Signature)

Assignee(s) (Signature)
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todos mis (nuestros) derechos, titulo e interés
sobre mi (nuestra) invencion tal como describe
en:

MICROORGANISMOS DE LA LECHE DE
MAMIFEROS, COMPOSICIONES QUE
LOS CONTIENEN Y SU USO PARA EL
TRATAMIENTO DE LA MASTITIS

en lo que concierne a la Repiblica de Colombia.

Lugar, fecha

Cedente(s) (Firma)

OLIVARES MARTIN, Ménica

.............................................................

MARTIN MERINO, Virginia



LEGITIMACION _

YO, RICARDO FERRER GIMENEZ, Notario del Ilustre Colegio de esta Capital, con
residencia en la misma.

DOY FE: De que las firmas y rubricas que antecede d¢ DONA MONICA MARIA -
OLIVARES MARTIN con D.N.I niimero, 24248548-Q, y DONA MARIA SALETA

SIERRA AVILA con D.N.I ntimero, 44264101-A, las considero legjfimas por cotejo con
otras firmas originales legitimadas.

En Madrid, a 22 de Junio de 2010.

Apostille (o legalizaciém unuca) \
(Convention de La Haye du 5 octobre ﬁ%!)
(Real Decreto 243341678, de 2 de octubre)

1. Pais: Espana ,
El presente documentd piblico , ﬂL
2 Ha sido firmade vor Qj) Qt Cco-h o
2. g
TARIE
3 Actuando o calidad de NOTARI{L :
Se halla seliada/timhrado con ef {é(’ s Notaria

CERTI:‘\'C Af’? JUN. zﬂ"]

5. En Madnd 6.

7 Por el Decano del Celeg.n Notat.al e sadrid
Con el némero 3 4 7 8 5
Sello/timbre: - 10. Firma:

%&.

Don José Manuel Garcl c;o\\amesD L
Miembro de la Junta Directiva en funciones de b

/
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. SOBRINO ABUJA, Odén Julidn

.........................................................

XAUS PEI, Jordi

.............................................................

' DELGADO PALACIO, Susana
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LEGITIMACION o : '
YO, RICARDO FERRER GIMENEZ, Notario del Ilustre Colegio de esta Capital, con
residencia en la misma. ~ ‘ -
DOY FE: De que las firmas y rubricas que antecede de DON FEDERICO LARA
VILLOSLADA con D.N.I numero, 77470865-B, y DON JORDI Xls PEY con D.N.I

numero, 46669408-Q, las considero legitimas por cotejo con otrag firmas originales
legitimadas.

En Madrid, a 22 de Junio de 2010. e

ooV eSS SELODE
/’:o“?\;«m 3 Desmmaciones v
/& &3 -:;.&b : ZACIONES

Y A
> MIHIL PRIUS FIDE
E A041272385

Apostille te iegaiizacién inica)
(Convention de La Haye du $ octobre 1961)
(Real Decreto 2433/1978, de 2 de octubre)-

§.  Pais: Espaidia
El presente decumento publico

’
2. Ha sido firmado por rs[) pl(‘ajsld
b /

Actuando en calidad de NOTARIO
4. Se halla sellado/timbrado con el de su Notaria

CERTl;}CAf)PZ JUN. 2010

En Madrid 6.

Por ¢l Decano del Colegio Notarial de Madrid
Con el nfimero 5 4 7 8 '

Sello/timbre: . 10. Firma:

Don José Manuel Garcia Collantes - -
Miembro de fa Junta Directiva en funciones de Decans
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LEGITIMACION

YO, RICARDO FERRER GIMENEZ, Notario del Ilustre Colegio de esta Capital, con
residencia en la misma. \ :

DOY FE: De que las firmas y ribricas que antecede d¢ DONA REBECA ARROYO
RODRIGUEZ con DN.I namero, 53436199-T, DONA MARIA LEONIDES
FERNANDEZ ALVAREZ con D.N.I numero, 50050109-Q, DON ODON JULIAN
SOBRINO ABUJA con D.N.I numero, 50812657-E, DON JUAN MIGUEL
RODRIGUEZ GOMEZ con D.N.I nimero, 39859239-D y DONA SUSANA DELGADO -
PALACIO con D.N.I numero, 09436506-C, las considero legitimas por cotejo con otras
firmas originales legitimadas. e

En Madrid, a 22 de Junio de 2010.

-
-
-2
-2
-
-t

A031272385

Apostille (o legalizacién tnica)
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
_ (Real Decreto 2433/1978, de 2 de octubre)
1. Pais: Espana
El presente documento piblico

2. Ha sido firmado por QZ 2 Elcebd o
3.  Actuando en calidad de NOTARIO
4. Se halla sellade/timbrado con el de su Notaria

CERTI FICA%% JUN, 2010

& %\ Por el Decano del Colegio Notarial de Madrid
o o X
8. ¢ Con el némero 5 4 7 8 3

{&'é\i “Selloftimbre:  z3=  10.  Firma:

" Mhartes,

5. En Madrid

Don José Manuel Garcia Colfantes -
Miembro de Ia Junta Directiva en funciones de Decang
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LEGITIMACION _
YO, RICARDO FERRER GIMENEZ, Notario del Ilustre Colegio de esta Capital, con

residencia en la misma.
DOY FE: De que la firma y rubrica que antecede, DON JULIO JOSE BOZA PUERTA

con Pasaporte Espafiol nimero, AD935725, la considero legitima por cotejo con otra

firma original legitimada.
SELLODE

R AL

En Madrid a 22 de Junio de 2010

L

, = A021272385
e

)0747103?-1$

s

*

Agostillc (0. legahzacién dynica)
((!qﬁvemmn de La Haye du § acinbre 1961)
(Real Decreto 2433/1978, de 2 d¢ octubre)
Patse Esparia

Bl presente documenta puiblice

2. _Ha sido firmado por W

3. Actuando en calidad de NOTARIO
4. Se halla scliado/timbrade con e/ de su Notaria

-CERT}F!CA
5. En Maaria s gy 22 JUN. 2010

7. Por el Decano del Colegio Norariél de Mad;id

Con el némero 3 4 7 8 2

Sello/timbre:

10. Firma:

Lot

Don José Manuel Garcia Collantes
Miembro de la Junta Directiva en funcione

s de Decand
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LEGITIMACION

YO, RICARDO FERRER GIMENEZ, Notario del Ilustre Colegio de esta Capital, con |
residencia en la misma.

- DOY FE: De que la firma y ribrica que antecede, DON JESUS JIMENEZ LOPEZ con

D.N.I nimero, 74626175-F, la considero legitima por cotejo con otra firma original
legitimada.

O oat: SELLO DE
N RqUET MACIONES Y
t

En Madrid a 22 de Junio de 2010

X ;;?g.m ACIONES

A

/\;\' d ‘
INSETS

RIGESZNIMIL PRIUS FIDE

CUE A011272385
X Tl _ -
. P
u]ﬂ» .: i\r
JRIADOD
7471 9821°

Apostille (o legalizaoién nica)
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
(Real Decreto 2433/1978, de 2 de octubre)

1. Prais: Espafia
El presente documento publico

2. Ha sido firmado por

. Actuando en calidad dc NOTARIO ’
4, Se halla sellado/timbrada con el de su Notaria
CERTIFICARQ

5. Bn Madrid 6. E 22 JUN. 2010

Por el Decano del Colegio Noig«rial de Madrid

Con el nfimero 3 4 7 8 1

=
Sello/timbre: s

10. Firma:
U (Abacits
I ,

Don José Manue! Garcia Collantes
Miembro de la Junta Directiva en funciones de Decanp
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OLARTE RAISBECK MOURE & CASTRO LTDA.

ASSIGNMENT

by means of this document and in consideration
of the payment of — $4 by the
Assignee to the Assignor and of a good and
valuable consideration, assign(s) to

organized under the laws of

Domiciled in

(hereinafter referred to as the “ASSIGNEE”.),
and be it '

Carlos R. Olarte

J. Inn Raisbeck

Juan Guillermo Moure
Natalia Castro

Alexander Agudcelo
Lina Mosqucra
Catalina Barbastefano
Angela Correa

Erika Rico

Carlos A. Parra
Carolina Romero
Andrés Alvarado
Gina Arias

CESION

. Of Counscl
Guillermo Chahin

MARTiN JIN[ENEZ,,, Rocio Gracicla Mclo
'OLIVARES MARTIN, Ménica

JIMENEZ QUINTANA, Esther Antonia
MARIN MARTINEZ, Maria Luisa
SIERRA AVILA, Saleta
MALDONADO BARRAGAN, Antonio
MARTIN MERINO, Virginia
BLANCH MARTELL, Francesc
TORRE LLOVERAS, Celina

LARA VILLOSLADA, Federico
ARROYO RODRIGUEZ, Rebeca
BOZA PUERTA, Julio

JIMENEZ LOPEZ, Jesiis
FERNANDEZ ALVAREZ, Le6nides
SOBRINO ABUJA, Odén Julian
XAUS PE], Jordi

RODRIGUEZ GOMEZ, Juan Miguel
DELGADO PALACIOQO, Susana

por medio de la presente y a cambio del pago de

una contraprestacién econdmica de
—PpA T , cedo (cedemos) a
PULEVA BIOTECH, S.A. '

organizada bajo las leyes de ESPANA

domiciliada en

Camino de Purchil, 66
E-18004 - GRANADA
SPAIN

(de ahora en adelante el “CESIONARIO”),

World Trade Center - Torre A, Calle 100 No. 8A — 37, Piso 10, Bogota D.C., Colombia
Tel + 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799, office(@olarteraisbeck.com, www olartcraisbeck.com

Jacqueline Chaparro
Cruz )i de Monealeano
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OLARTE RAISBECK MOURE & CASTRO LTDA.

all my (our) rights, title and interest in and to my .

(our) invention for a mnew and useful
improvement entitled and as fully set forth and
described in:

So far as the Republic of Colombia is concerned.

Place, date
Assignor(s) (Signature)

Assignee(s) {(Signature)

Page 2 of 3

todos mis (nuestros) derechos, titulo e interés
sobre mi (nuestra) invencion tal como describe
en:

MICROORGANISMOS DE LA LECHE DE
MAMIFEROS, COMPOSICIONES QUE
LOS CONTIENEN Y SU USO PARA EL
TRATAMIENTO DE LA MASTITIS

en lo que concierne a la Republica de Colombia.

Suf G ol Uelles 42

Lugar, fecha

Cedente(s) (Firma)

MARTIN MERINO, Virginia

»

-5-20(0

[ Y2
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LEGITIMACION
YO, RICARDO FERRER GIMENEZ, Notario del Ilustre Colegio de esta Capital, con

residencia en la misma. ,
DOY FE: De que las firmas y ribricas que antecede de DONA FRANCISCA CELINA

TORRE LLOVERAS con D.N.I nimero, 46221166-K y DON FRANCESC BLANCH
MARTELL con D.N.I nimero, 39126763-Z, las considero legitimas por cotejo con otras
firmas originales legitimadas. '

WP

En Madrid, a 22 de Junio de 2010.

\
A
i
i

Aposlille (o legalizacién unica)
(("_‘rmvcntmn de La Haye du S octobre 1961)
(Real Decrero 2433/1978, de 2 de octubre)

L. Pais: Espadia

El presente documento piiblico

2. Hasido firmado por 800, e cos el
S S ' . ] T

3. Actuando e¢n calidad de NOTARIO

4, Se halla sellado/timbrada con ¢ de su N()f(j-i‘f(t’

CERTIFIC m)
5. En Madrid 6 Ei /22 JUN, 2010

Por el Decano del Colegio Motarial de Madrid

Con ¢l nfmero 3 4 7 8 8

Sello/timbre: . 160, Firma:
|

(Al ten

[

-

Don José Manlel Garcfa Collantes
Miembro de 1a Junta Directiva en funciones de Decano
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Folio 363
2020
Bogotéd D.C.,

Doctor (a)

OLARTE GARCIA CARLOS REYNALDO
Apoderado(a) y/o Representante de
PULEVA BIOTECH S.A.

REFERENCIA Radicacidén No. 09 149368
Solicitud internacional PCT/EP2008/056768
Fecha inicio fase nacional 31/12/2009
Tramite - 11
Evento ] 379
Actuacidn 416
Oficio No. 12135 !
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reline los requisitos de forma establecidos en
la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, el Tratadoc de Cooperacidén en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la scolicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacidn en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Cimplase

Dado en Bogota DC, Qﬁ\
Q wt

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevasg Creaciones (C)

mcarri
Al contestar favor indigue el nUmero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacién consignado en el rétulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia



