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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud. %
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso. Adjunto copia simple ver expediente No.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones.
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros. Bdsqueda Internacional.
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@ Solicito la concesidn de la patente,

NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE FIR
C.C.79.782.747 Bta T.P._74.295

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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MAMMALIAN MILK MICROORGANISMS, COMPOSITIONS CONTAINING
THEM AND THEIR USE FOR THE TREATMENT OF MASTITIS

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to a novel approach to prevent or treat mastitis both in
humans and animals through the use of mammalian milk-derived microorganisms
obtained from healthy hosts of the homologous species, to those new probiotic
microorganisms obtained from milk able to reduce infectious mastitis; to the use of
these probiotic bacteria for the prophylaxis or treatment against mastitis and other

diseases; and finally, to compositions comprising these compounds.
BACKGROUND OF THE INVENTION

Mastitis is an inflammation and infection of the mammary gland that is particularly
frequent in women and other mammal females during lactation. Mastitis is mainly
caused by staphylococci and/or streptococci selection and overgrowth in the mammary
ducts and mammary arcola glands. Human mastitis affects up to 30% of lactating
women and often leads to a precocious and undesired weaning because it is a really

painful condition.

Moreover, mastitis is not human-specific pathology but affects to all mammalian
species. In this sense, infectious mastitis in animal species and breeds reared for milk
production, such as cows, ewes or goats, is an important economic problem since milk
produced during the infective process must be discarded due to the high bacterial and
somatic cells counts. In addition, mastitis can be an important problem in those
domestic species (pigs, rabbits...) and breeds (e.g., meat-producing bovine) not
dedicated to milk production since a reduced milk supply of low bacteriological quality

may notably increase the morbidity and mortality rates among the offspring.

In these cases, antibiotic-based therapy has emerged as the unique therapeutical option.

However, current wide-spectrum or Gram positive-targeted antibiotics are poorly
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2
effective for the staphylococcal and streptococcal strains causing mastitis and, in fact,
such treatments can be in some circumstances, detrimental because they usually
eliminate the commensal flora that characterise mammal milk, which could exert some
protective effects. Moreover, antibiotic therapy may result in the appearance of
antibiotic residues in the milk, which is also detrimental if occurring during the lactating
period. Alternatively, recombinant bovine GM-CSF has also been used for the treatment
of subclinical mastitis caused by S.aureus (Takahashi,H. et al. 2004, Cad.J.Vet.Res.

68:182-187) but did not prove efficient in the treatment of late-stage S.aureus infection.

An alternative approach for the treatment of mastitis is the use of probiotics. For
instance, Sytnik,SI. et al. (Vrach Delo., 1990, 3:98-100) attempted to use
Bifidobacterium for preventing mastitis but did not observe any inhibition in the
residence time of the breast microflora. Greene,W.A. et al. (J.Dairy Sci., 1991, 74:2976-
2981) described the use of a commercial lactobacillus preparation for the treatment of
elevated somatic cell count (SSC) when administered by direct intramammary injection
but conclude that the Lactobacillus product used in the assay was not effective as an
intramammary treatment of subclinical mastitis based on SCC. The US patent
US4591499 describes a method for treating mastitis using an intramammary injection of
an oil in water emulsion containing a non-pathogenic lactobacillus strain or a mixture of
strains. However, the strains described in this document appear to act by means of a
non-specific decrease in the pH in the mammary gland and, due to their particular
formulation as emulsions, need to be administered by direct intramammary injection.
The Russian patent RU2134583 describes the use of topic composition containing
lactobacterin (microbe mass of lactobacteria that have been live lyophilized/dried in
culture medium) or bifidumbacterin (a lyophilised biopreparation immobilized on
special activated charcoal) for the treatment of massive microbe dissemination of breast
milk. However, this preparation is only suitable for the topic administration and forms
part of a multi-step treatment that includes relaxation massage and application of a
suspension of organisms derived from the normal microflora of the intestine
additionally containing a protective film-forming medium. The international patent
application W005/34970 describes the treatment of mastitis by direct intramammary

injection of a Lactococcus lactis strain.
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Therefore, all the prior art described above relate to the use of probiotic strains by either
intramammary injection or topical application. Thus, there is a desire in the art for
additional approaches to allow the prevention and treatment of mastitis and other
mammary gland pathologies, in women and in other mammal females, which can be

more easily applied and by less invasive means.
SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention is based on the unexpected and surprising finding that
mammalian milk contains probiotic strains that are able to be transferred to the
mammary gland after their oral intake, and exert a therapeutic effect locally against the
pathogens that cause mastitis, thus helping to reduce the incidence of mastitis.
Moreover, these strains have a number of additional unexpected advantageous
properties which make them useful for the treatment of other diseases. The present
invention is advantageous with respect to the methods known in the art in view of the
valuable properties that lactation may provide, and due to the economic interest of milk

productivity to farmers.

In a first aspect, the invention provides a process for the selection of probiotics
comprising the steps of:

(1) isolating lactic acid bacteria or bifidobacteria strains present in the fresh milk
from a mammalian species by selection in lactic acid culture media,

(ii) selecting those strains from step (i) that are capable of being transferred to
the mammary gland after oral intake and/or colonise the mammary gland
after its topic application,

(iii) selecting those strains from step (i) which are able to reduce the rates of
survival and/or the rates of adhesion to epithelial cells of Staphylococcus
aureus and

(iv) selecting those strains from step (iii) that are capable of protecting animals

from mastitis.

In another aspect, the invention provides probiotic strains obtainable by the process of

the invention.
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In another aspect, the invention provides a supernatant of a culture of a strain or of a

mixture of strains according to the invention.
In a further aspect, the invention provides a composition, a pharmaceutical product, a
feed or a nutritional product comprising at least a probiotic strain of the invention or a

supernatant of a culture of one or more strains of the invention.

In another aspect, the invention provides the use of the probiotic strains of the invention

. or the culture supernatant for the manufacture of a medicament for the treatment and/or

prophylaxis of a chronic or acute infection or infestation, or of an undesirable microbial
colonization, wherein the infection, infestation or colonization is caused by parasites,
bacteria, yeast, fungi or viruses, affecting any body surface or mucosa in a subject or

animal in need thereof,

In a further aspect, the invention provides the use of a probiotic strain or of a mixture of
probiotic strains of the invention or the culture supernatant for the manufacture of a
medicament for the treatment and/or prophylaxis of hypersensitivity reactions to food
and metabolic intolerance; of constipation and other gastro-intestinal disorders; of
inflammatory or auto-immune disorders sclected from the group of IBD, ulcerative
colitis, arthritis, atherosclerosis, multiple sclerosis, psoriasis or sarcoidosis; and of

tumour growth, metastasis and cancer in subject or animal in need thereof.

In a further aspect, the invention provides the use of a probiotic strain or of a mixture of
probiotic strains or the culture supernatant of the invention for the manufacture of a
medicament for the treatment and/or prophylaxis of allergic disorders and asthma in a

subject or animal in need thereof.

In a further aspect, the invention provides the use of a probiotic strain or of a mixture of
probiotic strains or the culture supernatant of the invention for the manufacture of a
medicament for the treatment and/or prophylaxis of temporally depressed immune
levels in individuals or animals subjected to physiological and management-derived

stress.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1 provides the sequences of the 16S rRNA sequences of the probiotic strains

bacteria included in this invention and their PCR-RAPD profile.

Figure 2 is a graph bar showing the transfer ability to the mammary gland of and the gut
colonization by the strains of the present invention in mice. The number of lactobacilli
(grey bars), bifidobacteria (black bars) and enterococcus (white bars) in expressed milk
and fecal samples in lactating mice supplemented daily for 14 days with 10°® cfu of the
genetically-labeled strains was analyzed by bacterial colony plating. Milk and fecal
samples were collected at day 0, 5 and 10 of probiotic supplementation. PCR-positive

colonies in mitk are indicated as %.

Figure 3 is a graph bar showing the inhibition of the staphylococcal survival and
adhesion produced after co-culture of the staphylococci with the strains included in this
invention. A) The inhibitory effect of the probiotics included in this invention on
Staphylococcus aureus survival was assessed in vitro by an agar well diffusion assay in
TSA plates. The diameter of the inhibition halo (in millimetres) caused by the bacterial
supernatants determines the antimicrobial effect. B) The adhesion of the pathogenic
Staphylococcus aureus strain to Caco-2 cells was assessed in the presence of the
probiotic strains of this invention. Ten randomized fields were counted and the results
expressed as the mean of the % of adhered gram-negative bacteria attached to the cells

compared to the number of pathogenic bacteria adhered in absence of probiotics.

Figure 4 is a graph bar showing the protection from staphylococcal mastitis. Mastitis
was induced in lactating mice 10 days post-parturition by injection of 10° cfu of S.
aureus in the fourth mammary pair. Staphylococcal load in the expressed milk (A) and

the inflammatory mammary score (B) was evaluated after 5 and 10 days of infection.

Figure 5 is a graph bar showing the adhesion of probiotic strains to intestinal cells. The
adhesion of the probiotic strains of this invention was assessed using Caco-2 (grey bars)

or HT-29 (black bars) intestinal cell lines. Twenty randomized fields were counted and
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the results expressed as the mean of the number of bacteria attached to the cells per field

SD.

Figure 6 is a graph bar showing the survival of probiotic strains to digestion-resembling
conditions. The resistance of the probiotic strains of this invention to acidic (grey bars)
and high bile salt content (black bars) was assessed in vitro by culture of the bacteria in
MRS pH 3.0 or 0.15% bile salts for 90 minutes. The results are represented as the mean

1+SD of three independent experiments.

Figure 7 shows the effect of the probiotic strains on a model of orally-induced
Salmonella infection. A) Graph bar showing the effect of probiotic treatment in the
inhibition of Salmonella translocation to the spleen. The number of Salmonella colonies
was measured in the spleens of mice treated with the probiotics, with (grey bars) or
without vaccination (black bars) with 10® cfu of inactivated Salmonella, after 24 hour of
an oral challenge with 10'° cfu Salmonella. B) Survival curves of the animals after

Salmonella infection.

Figure 8 is a graph bar showing the effect of probiotic strains on cytokine and
immunoglobulin G expression. The TNF-o (A) and IL-10 (B) cytokine production was
analyzed in bone marrow-derived macrophages stimulated with LPS and the indicated
probiotic strain for 12 hours while IgG expression (C) was analyzed in lymphocytes
obtained from the spleen of Balb/c mice (6-8 weeks old) stimulated with LPS and the
indicated probiotic strain for 6 days. Both cytokine and IgG production were detected
by ELISA.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The invention provides a new method for the prophylactic and therapeutic treatment of
infectious mastitis both in women and other mammal females in need thereof. The
method is based in the use of specific probiotic strains specially selected for that

particular application.
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In a first aspect, the invention provides a process for the selection of probiotics
comprising the steps of:

(i) isolating lactic acid bacteria or bifidobacteria strains present in the fresh milk
from a mammalian species by selection in lactic acid culture media,

(ii) selecting those strains from step (i) that are capable of being transferred to
the mammary gland after oral intake and/or colonise the mammary gland
after its topic application,

(iii) selecting those strains from step (ii) which are able to reduce the rates of
survival and/or the rates of adhesion to epithelial cells of Staphylococcus
aureus and

(iv) selecting those strains from step (iii) that are capable of protecting animals

from mastitis.

In step (i), any milk obtained from a mammalian organism can be used as starting
material for the process of the invention. In a preferred embodiment, the milk used is
human, bovine, porcine, sheep, cat or canine milk. Moreover, any lactic acid culture
media known in the art can be used for selecting the strains. Preferably, the lactic acid
culture media is selected from MRS medium, APT medium, RCM medium, LM17
medium, GM17 medium and Elliker medium. Most preferably, the lactic acid culture

media is MRS medium.

In step (ii), the strains isolated in step (i) are selected based on their ability to being
transferred to the mammary gland after oral intake and/or colonise the mammary gland
after topic application. For detecting the ability to being transferred to the mammary
gland, an assay such as described in W02004003235 for detecting transfer of a

microorganism to the milk after oral intake can be used.

In step (iii), any assay known in the art for measuring survival rates of Staphylococcus
and for measuring adhesion rates of S.aureus to epithelial cells can be used. In a
preferred embodiment, the effect of the probiotics in the adhesion rates is measured
using a confluent culture of an intestinal cell line to which the S.aureus cells and the
probiotics of the invention are added and the number of attached S.aureus cells is

measured by any suitable technique. Typically, the intestinal cell line is Caco-2 and the
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number of attached cells is measured by direct inspection of the cell monolayers under
light microscopy. Moreover, the selection step (iii) may also or alternatively involve
measuring the viability of viability of S.aureus in the presence of the probiotic strains.
Any assay suitable for measuring growth inhibition of bacterial strains may be used.
Typically, the assessment of S.aureus viability is carried out by an agar well diffusion

assay.

In step (iv), any assay to measure protection of mastitis can be used. Preferably, the
assay involves using an animal model of mastitis wherein at least one of the pathogens
known to be the causative agent of mastitis is injected into the mammary gland. More
preferably, the animal model is a mouse and the pathogen that needs to be administered

to cause mastitis is S.qureus.

In another aspect, the invention provides a probiotic strain which is obtainable by the
process of the invention. Preferably, the probiotic strain is selected from the group of
Bifidobacterium breve deposited in the CECT under Accession N° 7263,
Bifidobacterium breve deposited in the CECT under Accession N° 7264, Lactobacillus
reuteri deposited in the CECT under Accession N°® 7260, Lactobacillus plantarum
deposited in the CECT under Accession N° 7262, Lactobacillus fermentum in the CECT
under Accession N° 7265, Lactobacillus reuteri deposited in the CECT under Accession
N° 7266, Lactobacillus salivarius CELA200, Enterococcus hirae EHG11, Enterococcus
faecalis EFG1, Lactobacillus plantarum LG14, Lactobacillus reuteri PDA3.

In a further aspect, the invention provides a supernatant of a culture of one or more of
the strains according to the invention. The supernatant can be obtained from the culture
by any means available to the skilled person, including centrifugation, filtration,

flotation and the like.

In a further aspect, the invention provides a probiotic strain or a mixture of probiotic
strains according of the invention or a supernatant of a culture of one or more of the

strains according to the invention for use as a medicament.
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In another aspect, the invention provides a composition which comprises at least one of
the bacterial strains of the invention. Preferably, the composition comprises at least 2, at
least 3, at least 4, at least 5 or at least 6 of the strains of the invention, and wherein each
of the strains is represented in the composition in a proportion from 0.1% to 99.9%,
preferably from 1% to 99%, more preferably from 10% to 90%. In another embodiment,
the composition comprises any of the bacterial strains of the invention together with
another strain or mixture of strains and where each of the strains is represented in the
composition in a proportion from 0.1% to 99.9%, preferably from 1% to 99%, more
preferably from 10% to 90%. In another aspect, the invention provides a composition
which comprises a supernatant of a culture of one or more of the strains according to the
invention. Preferably, the supernatant is represented in the composition in a proportion
from 0.1% to 99.9%, more preferably from 1% to 99% and even more preferably from
10% to 90%.

In another aspect, the invention provides a pharmaceutical composition comprising a
therapeutically effective amount of at least one strain or a composition of the invention
or of a supernatant of a culture of one or more of the strains according to the invention.
The pharmaceutical preparation can take the form of tablets, capsules, liquid bacterial
suspensions, dried oral supplements, wet oral supplements, dry tube feeding or a wet
tube feeding. Preferably the probiotic, the probiotic-containing or supernatant-
containing composition and pharmaceutical product is directed to the oral, gastric
and/or to the intestinal mucosal surface; however, it could also be directed to naso-
pharingeal, respiratory, reproductive or glandular mucosa, and/or to the mammary gland
and it could be administered to women and animals by an oral, nasal, ocular, rectal,

topical and/or vaginal route.

In another aspect, the invention provides a feed or a nutritional product comprising at
least a probiotic strain according to the invention or of a supernatant of a culture of one
or more of the strains according to the invention. Non-limiting examples of suitable
foodstuffs which can be used in the present invention are milk, yoghourt, cheese, curd,
fermented milks, milk based fermented products, fermented cereal based products,
fermented meat products, other milk based or cereal based powders, clinical nutrition

formula, ice-creams, juices, bread, cakes or candies, animal feed formulations, semi- or

o
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synthetic diet formulations, infant formulae, clinical nutrition formulae, ice-creams,

juices, flours, bread, cakes, candies or chewing-gums.

The required dosage amount of the probiotic strains in the composition, food or
pharmaceutical composition described before will vary according to the nature of the
disorder or the proposed use of the composition, whether used prophylactically or

therapeutically and the type of organism involved.

Any suitable dosage of the probiotics or combinations thereof may be used in the
present invention provided that the toxic effects do not exceed the therapeutic effects.
Therapeutic efficacy and toxicity may be determined by standard pharmaceutical
procedures with experimental animals, such as by calculating the ED, (the dose
therapeutically effective in 50% of the population) or LD (the dose lethal to 50% of the
population) statistics. The dose ratio of toxic to therapeutic effects is the therapeutic
index, which can be expressed as the LD/ED ratio. Nevertheless, the activity of the new
microorganisms in the individual is naturally dose dependent. That is, the more the
novel microorganisms are incorporated by means of ingesting or administration of the
above food material or the pharmaceutical composition, the higher protective and/or
therapeutic activity of the microorganisms. Since the microorganisms of this invention
are not detrimental to mankind and animals and have eventually been isolated from
healthy human breast milk, a high amount thereof may be incorporated so that
essentially a high proportion of the individual’s mucosa will be colonized by the novel
microorganisms. Compositions which exhibit large therapeutic indices are preferred.
The data obtained from animal studies are used to formulate a range of dosage for
human or animal use. The dosage contained in such compositions is preferably within a
range of circulating concentrations that includes the ED, with little or no toxicity. The
dosage varies within this range depending upon the dosage form employed, the
sensitivity of the patient, and the route of administration. The exact dosage will be
determined by the practitioner, in light of factors related to the subject requiring
treatment. For instance, for preparing a food composition according to the present
invention at least one of the probiotic strains of the present invention is incorporated in

a suitable support, in an amount of from 10° cfu/g to about 10'* cfu/g support material,
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preferably from about 10° cfu/g to about 10" cfu/g support material, more preferably
from about 10° cfu/g to about 10'° cfu/g support material.

In the case of a pharmaceutical composition, the dosage of the probiotic strain should be
from about 10° cfu/g to about 10'* cfu/g support material, preferably from about 10°
cfu/g to about 10" cfu/g support material, more preferably from about 107 cfu/g to
about 10> cfu/g support material. For the purpose of the present invention the
abbreviation cfu shall designate a “colony forming unit” that is defined as the number of

bacterial cells as revealed by microbiological counts on agar plates.

Dosage and administration are adjusted to provide sufficient levels of the active moiety
or to maintain the desired effect. Factors which may be taken into account include the
severity of the disease state, the general health of the subject, the age, weight, and
gender of the subject, time and frequency of administration, drug combination(s),
reaction sensitivities, and response to therapy. Long-acting compositions may be
administered every 3 to 4 days, every week, or biweekly depending on the half-life and

clearance rate of the particular formulation.

In a preferred embodiment, the invention also refers to compositions of the strains of
this invention in a lyophilized, freeze dried or dried form, which can be obtained by any

conventional method known in the art.

In another aspect, the invention provides a composition, pharmaceutical product, feed or
nutritional product wherein the probiotic strain or the mixture thereof is in a partially or

totally inactivated form.

Many people have a disturbed intestinal microflora, that is, the balance between useful
and harmful intestinal bacteria is disturbed. A number of factors, among others stress,
the presence of bile salts, and specially diet, influence the bacterial flora. In these
situations the fermentation process could be disturbed and the number of useful bacteria
be reduced, with the consequence that the colon mucosa withers away and ceases to
function at the same time as the potentially malignant bacteria rapidly grow in number.

The probiotic strains of the invention are capable of preventing adhesion of S.aureus to
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epithelial cells, as well as of reducing survival rates of S.aureus cells and of many other
pathogens. Thus, the probiotic strains of the invention are particularly useful for the
treatment of said diseases since they contribute effectively to the killing of the
pathogens while at the same time; they contribute to the repopulation of the mucosal

surface with the physiological microflora.

For this reason, one aspect of this invention is the use of probiotics of the invention and
of the supernatants of a culture of one or more strains of the invention for the
preparation of a pharmaceutical composition for the prophylactic or therapeutic
treatment of chronic or acute infection, or infestation or of undesirable microbial
colonization, of a mucosal surface or any other human location, wherein the infection,
infestation or colonization is caused by parasites, bacteria, yeast, fungi or viruses,
affecting any body surface or mucosa, said therapeutic treatment comprising the
administration of an effective amount of a probiotic, or a probiotic-containing
composition, to a subject in need thereof. In a preferred embodiment, the infection or
colonization is caused by parasites, bacteria, yeast, fungi or viruses, of any body surface

or mucosa in a subject or animal in need thereof.

The probiotics of the invention have been selected based on their ability to colonise the

mammary gland after oral intake and to prevent adhesion to epithelial cells and to
decrease survival of S.aureus. Thus, the strains are suitable for treatment of mastitis.
Accordingly, in a further aspect, the invention provides the use of the probiotic strains
of the inventions and of the supernatants of a culture of one or more strains of the
invention for the preparation of a pharmaceutical composition for the treatment or
prophylaxis of human and animal infectious mastitis. This process consists in the use of
probiotic strains selected from homologous fresh milk and in the ability of these strains
to be transferred to the mammary gland and exert there their benefits, such as the

inhibition of the staphylococcal infection.

Moreover, the probiotic strains of the invention have also been shown to possess some
of the characteristics attributed to a potential probiotic strain, namely safety and good
resistance to digestion process and the ability of gut colonization. Therefore, the strains

are capable of reaching the intestinal tract after oral intake and exert their therapeutic
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properties there. Accordingly, in a preferred embodiment, the invention provides the use
of the probiotic strains of the invention and of the supernatant of a culture of one or
more of the strains of the invention for the preparation of a pharmaceutical composition

for the treatment of neonatal diarrhoea.

The probiotic strains are known to reduce the production of pro-inflammatory cytokines
by activated macrophages during chronic inflammatory disorders. Accordingly, in
another aspect, the invention provides the use of the bacterial strains, compositions of
the invention and supernatants of a culture of one or more strains of the invention for
the preparation of a pharmaceutical composition for the manufacture of a medicament
for the treatment of inflammatory or auto-immune disorders. Non-limiting examples of
such inflammatory and autoimmune diseases include IBD, ulcerative colitis, arthritis,

atherosclerosis, multiple sclerosis, psoriasis or sarcoidosis.

The probiotic strains according to the invention are capable of repopulating the immune
gut barrier after oral intake and thus, they are also particularly suitable for the
improvement of the tmmune gut barrier in a subject or animal in need thereof.
Accordingly, in another aspect, the invention provides the use of one or more probiotic
strains of the invention and of the supernatants of a culture of one or more strains of the
invention for the preparation of a pharmaceutical composition for the preparation of a
medicament for the treatment and/or prophylaxis of hypcrsensi;tivity reactions to food
and metabolic intolerance such as lactose intolerance; of constipation and other gastro-

intestinal disorders.

Probiotics are known to be useful for counteracting cancer due to their effects in the
inhibition of carcinogenic toxins in the intestines such as nitrosamines but also for the
effect of this probiotics in the modulation of the natural immune response. Accordingly,
in a further aspect, the invention provides the use of the strains stated in this invention
and of the supernatants of a culture of one or more strains of the invention for the
preparation of a pharmaceutical composition for the prophylactic or therapeutic
treatment of some cancer types and for inhibiting tumor growth, metastasis and cancer

in subject or animal in need thereof.
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The strains of the invention are capable of modulating the immune response and the
balance between Th1 and Th2 cytokines. Accordingly, in a further aspect, the invention
provides the use of the strain, compositions and supernatants of the invention in the
manufacture of a medicament for the treatment and/or prophylaxis of allergic disorders,
asthma and disorders related with the development of tolerance against ingested

proteins.

In a further aspect, the invention provides the use of the strains, compositions and
supernatant of the invention in the manufacture of a medicament for the treatment
and/or prophylaxis of temporally depressed immune levels in individuals such as
produced during aging or in healthy individuals who are subject to intense exertion or in

general to a great physiological strain or stress.

In another aspect, the invention provides for the therapeutic use of the probiotic strain,
of the combinations of strains and of the supernatants wherein the strain or strains are

administered via oral, topic, nasal, enteral, ocular, urogenital, rectal or vaginal.

Moreover, due to the presence of the selected strains in breast milk, the subjects in need
of treatment could be not only those who intake directly the selected strains but also the
fetus or breast feeding babies. Accordingly, in still a further aspect, the invention
provides the use of the strains, compositions and supernatant of the invention in the
manufacture of a medicament designed to be administered to lactating woman for the

therapeutic or prophylactic treatment of their fetus and/or their breastfed babies.

The following methods and examples illustrate the invention.

EXAMPLES

Example 1: Isolation of probiotics from mammal milk

Fresh milk samples (2 ml except in the case of the bitches where only 0.5 ml were

collected) were obtained from 23 healthy women at day 6-14 after labour; 8 sows at day

5 after labour, 9 bitches at day 2-10 after labour and 4 cows at day 2 afier labour.
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Neither the women nor the animals had complications during labour and no antibiotic
therapy was administered in the last two weeks prior milk sample collection. All milk

samples were immediately frozen at -80°C.

In order to isolate bacterial strains from these samples, serial dilutions of 0.1 ml in
peptone water were platted on MRS, APT, RCM, LM17, GM17 and Elliker agar plates
at 37°C in both aerobic and anaerobic conditions for 24-48 hours. Among the approx.
1200 colonies initially obtained, 120 (10%; include representatives of the different
morphologies observed on the plates) were selected and subcultured in MRS agar at
37°C in anaerobic conditions. Among them, we further selected 68 isolates with the
following characteristics: non-spore-forming, catalase- and oxidase-negative Gram

positive rods.

These 68 selected isolates were further characterized both phenotipically (API CHS0,
APIZYM and antibiotic resistance evaluation) and genetically (16S rRNA sequencing
and RAPD-PCR profile). This characterization resulted in 59 different bacterial strains
which were further evaluated through the screening process described in this invention

in order to obtain potential probiotic candidates to be able to protect against mastitis.

After this screening process, only 6 strains (2 from women, 2 from bitches and 2 from
sows) fulfilled all the defined criteria. Other lactic acid bacteria strains were obtained
from other mammal species, such as goat, ewe, cat, rat and mice, but they were not
successful to fulfil all the screening criteria and for this reason they are not included in

this invention.

® Bifidobacterium breve said bacteria being obtained from human milk

* Bifidobacterium breve said bacteria being obtained from human milk

® Lactobacillus reuteri said bacteria being obtained from porcine milk

e Lactobacillus plantarum said bacteria being obtained from porcine milk
® Lactobacillus reuteri said bacteria being obtained from canine milk

¢ Lactobacillus fermentum said bacteria being obtained from canine milk
® Lactobacillus salivarius said bacteria being obtained from porcine milk

* Enterococcus hirae said bacteria being obtained from feline milk

14
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e Enterococcus faecalis said bacteria being obtained from feline milk

16

¢ Lactobacillus plantarum said bacteria being obtained from feline milk

o Lactobacillus reuteri said bacteria being obtained from canine milk

Example 2: Physiologic and genetic characterization

All these isolates were physiological and genetically characterized. For the
identification of each probiotic strain, we performed a fermentation API 50CH
(BioMericux) analysis of the strains at 37°C in anacrobic conditions for 24 and 48
hours, following the manufacturer instructions. The 24 hours results were summarized

in Table 1. A positive fermentable substrate is that with a value higher than 3.

Due to the low specificity of the API characterization, we also performed the analysis of
the 16S rRNA sequences of the selected bacterial strains. The 16S RNA sequence of the
selected bacteria and their RAPD-PCR profile are shown in Figure 1. The results
obtained led to the classification of the bacterial strains as indicated above. With this
classification the bacterial strains of the invention were deposited according to the
Budapest Agreement at the CECT -Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo-, Valencia

(Spain) on April 17™ 2007 and accorded the following accession numbers:

¢ Bifidobacterium breve CECT7263

¢ Bifidobacterium breve CECT7264

e Lactobacillus reuteri CECT7260

o Lactobacillus plantarum CECT7262
e Lactobacillus reuteri CECT7265

e Lactobacillus fermentum CECT7266

The following bacterial strains of the invention were deposited according to the
Budapest Agreement at the CECT -Coleccion Espariola de Cultivos Tipo-, Valencia
(Spain) on May 30™, 2008

o Lactobacillus salivarius CELA200
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e Enterococcus hirae EHG11
e FEnterococcus faecalis EFGI
e Lactobacillus plantarum LG14

o Lactobacillus reuteri PDA3

Table I: Fermentation pattern of the different probiotic strains of the invention Positive
fermentable substrates are indicated in grey.

TEST 7263 7260 T262 7265 7268 PDA3 LG14 CELA200 EFG1 EHGI1
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Example 3: Selective screening of the strains

15 Example 3a: Transfer to the mammary gland after oral intake
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Once the different candidate strains were obtained from mammal milk as indicated in
the first selection criteria, the following step in the selection process described in the
present invention is that bacteria should be able to be transferred to milk after oral
intake or topic application. In order to test this capability, the putative strains were
genetically labelled as described previously (WO 2004/003235) and orally administered
to pregnant rats as animal model. Total lactobacilli, bifidobacteria and enterococcus
were measured in milk and neonatal fecal samples. Moreover, specific transfer of
bacteria was analyzed by PCR screening of the colonies obtained from the milk of

lactating rats and from the neonatal faeces.

Four pregnant Wistar rats were orally inoculated with 10% cfu of genetically-labelled
strains vehiculated in 0.5 ml of milk every two days from two weeks before labor. After
labor, the transfer of genetically labelled bacteria to breast milk was analyzed by
comparison of the bacteria isolated from the neonatal faeces at day 0, 5 and 10 after
labor. All the plates were incubated for 24 hours at 37°C under anaerobic conditions.
For each sample obtained, total bifidobacteria, lactobacilli and enterococcus counts
were measured. Among the colonies that grew on MRS plates, 50 were randomly
selected from each sample and subcultured on Cm-MRS plates. Finally, the Cm-
resistant colonics were used as templates to detect the specific genctic label colonies
(Figure 2). Transfer was considered positive when at least 1% of the colonies obtained

were PCR-positive.

Example 3b: Inhibition of Staphylococcus aureus survival

The probiotic strains of this invention were assessed for their capability to produce
bactericidal metabolites able to reduce the survival of Staphylococcus aureus using an
agar well diffusion assay. TSA agar plates containing 10° cfu/ml of S. aureus were
prepared. Wells with a diameter of 5 mm where cut in the agar using a sterile cork-
borer. Then, 50 pul of a 2-fold concentrated supernatant of each probiotic strain solution
were added to the wells and allowed to diffuse into the agar during a 2 hours
preincubation period at 4°C, followed by aerobic incubation of the plates at 37°C for 16-
18 hours. After the incubation period, an inhibitory halo was observed and measured (in

millimetres) to evaluate the bactericide effect of the probiotic candidates (Figure 3A).
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Example 3c: Inhibition of Staphylococcus aureus adhesion to epithelial cells

Caco-2 intestinal cell lines were cultured to confluence in 35 mm plastic dishes
containing 2 ml medium without antibiotics. On day 10-14 post-confluence, 1 ml of
media was replaced with 1 ml of a suspension of 10° probiotic bacteria in DMEM. The
cultures were incubated 1 hour at 37°C. After that, 1 ml of a suspension of 10°
pathogenic bacteria (S. aureus) in DMEM was added to the cultures and incubated 1
hour more at 37°C. The cells were washed twice with PBS and fixed with ice-cold 70%
methanol for 30 minutes. Plates were air dried and Gram stained. The attached bacteria
were visualized using an optical Axiovert 200 (Zeiss) microscope at 1000x
magnification in oil-immersion. The number of gram-negative bacteria in 10
randomized fields was counted and the results expressed as the mean of % of
pathogenic bacteria attached to the cells compared to control cultures without probiotic

strains (Figure 3B).

Example 3d: Protection of mastitis

To evaluate the efficacy of the probiotic candidates to protect against mastitis, we used
a mice model of this pathology. In brief, 10 Wistar pregnant rats per group were daily
supplemented by oral gavage with 10° cfu/day of each probiotic strain vehiculated in
200 ul of milk during two weeks after labour. One week after labour, mastitis infection
was induced in the animals by injection of 10° cfu of S. aureus in the fourth mammary
gland pair. Expressed milk was collected at days 0, 5 and 10 post-infection to measure
bacterial load (Figure 4A); and 5 animals of each group were sacrificed at days 5 and 10
post infection in order to obtain mammary gland biopsies to evaluate the inflammatory

process by histological examination.

Whole glands were fixed in 5% formalin and dehydrated with alcohol, and finally
embeded in paraffin. Tissue sections were stained with haematoxylin-cosin an examined
in a blinded fashion (Figure 4B). To qualitatively evaluate alterations of mammary

gland histology, an inflammatory index value (ITV) was determined as follow:

— Score 0: No infiltration

[lé
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— Score 1: Mild PMN cell interstitial infiltration in isolated areas of
tissue sections, undamaged tubular epithelium

— Score 2: Interstitial infiltration covering most fields, dispersed
areas of tissue damage with loss of tissue structure, and
scant images of abscess formation

- Score 3: Severe infiltration covering most ficlds, frequent areas of
tissue damage with loss of tissue architecture, and frequent

images of abscess formation.
Example 4: Probiotic potential of the strains

The selected strains were further analyzed for different characteristics that could
enhance their capabilities to act as a probiotic strains. The results obtained are described

in the indicated examples.
Example 4a: Adhesion to Caco-2 and HT-29 cells

For the adhesion assays the cell lines Caco-2 (ATCC HTB-37) and HT-29 (ATCC
HTB-38) were utilized as a model of the intestine cells. Both cell lines presented
features characteristic for intestinal cells such as polarization, expression of intestinal

enzymes, production of particular structural polypeptides and mucins.

The cells were grown in plastic flasks (75 cm’, Nunc) in DMEM as culture medium
supplemented with 10% inactivated FCS, non essential amino acids, 100 U/ml
penicillin/streptomycin, 1 ug/ml amphotericine. Culturing was performed at 37°C in an
atmosphere comprising 95% air and 5% CO,. Media was changed on a two daily basis

and the cells were split every week.

Caco-2 and HT-29 intestinal cell lines were split in 35 mm plastic dishes in 2 ml
medium without antibiotics to confluence. 10-14 days post-confluence, 1 ml of media
was replaced with 1 ml of a suspension of 10° bacteria in DMEM (PAA). The cultures
were incubated 1 hour at 37°C. After that, cells were washed twice with PBS and fixed

with ice-cold 70% methanol for 30 minutes. Plates were air dried and Gram stained.
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The attached bacteria were visualized using an optical Axiovert 200 (Zeiss) microscope
at 1000x magnification in oil-immersion. Twenty randomized fields were counted and
the results expressed as the mean of the number of bacteria attached to the cells per field

+SD (Figure 5)

Example 4b: Resistance to acid and bile salts

To analyze the resistance of the probiotic strains of this invention to acidic and high bile
salt content, conditions that these bacteria will encounter during the digestive transit,
bacteria were cultured in MRS broth medium pH 3.0 or with 2 % bile salts (Sigma) for
90 minutes. The survival was calculated by MRS agar plating of serial dilutions and
compared to the number of colonies obtained in control conditions (MRS broth pH 5.8).
Plates were cultured 24 hours at 36°C in extreme anaerobic conditions. The experiment

was repeated three times (Figure 6).

Example 4c: Resistance to antibiotics

The use of modern antibiotics leads to a reduction of the comensal gut microflora which
sometimes relates to diarrhoea and other gut disorders. Moreover, this reduction in the
amount of gut bacteria could be the consequence of opportunistic pathogenic bacteria
and viruses to infect the host. The use of antibiotics to block the infection does not
resolve this disorder but complicates it. In other situations like intestinal inflammation
where probiotics could exert a beneficial role, this potential effect is sometimes limited
for the simultaneous therapy with antibiotics. For all these reasons, the selection of
potential probiotic strains which were able to resist common antibiotics should be

clearly interesting.

To analyze the resistance of the probiotic strains of this invention we used a agar well
diffusion assay. Miicller-Hinton agar plates containing 10° cfu/ml of each probiotic
strain were prepared. Then, antibiotic commercial discs were added to the wells and
allowed to diffuse into the agar during 10 minutes preincubation period at room
temperature, followed by extreme anaerobic incubation of the plates at 36°C for 16-18

hours.

/)/
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The antibiotic resistance of the probiotic strains of this invention is summarized in

Table 11.

Table II: Antibiotic resistance of the different probiotic strains of the invention

7263 7264 7260 7262 7265 7266 PDA3 LG14 JCELA20 EFGI EHGLI
Peniciilin S S R S S R R S S S S
Ampicilin S S R S S R R S S S S
Ciprofioxacin S S S S R S S S S S S
Ervtlromyein S S S S S S S S S S S
Clindamicin S S S S S S S S S R R
Tetracycline S S S S S S S S S S R
Vancomycin S S R R R R R R R S S
Gentamicin R R S S R S S S S S S
Cloramplienicol S S S S S S S S S N S
Rifampicine S S S S S S S S S S R

Example 4d: Production of antimicrobial metabolites

It has been suggested that the main mechanism used by probiotics is controlling the
balance between useful and harmful intestinal bacteria is the gut. When the number of
useful bacteria is reduced, opportunistic bacteria could over-grow and disturb the well-
being of the host or even induce an infection. Most bacterial organisms have acquired
characteristics or mechanisms that reduce the growth capabilities of other
microorganisms that cohabitate with them and thus, enabling their selective growth. The
reduction of pH through acid production by lactic acid bacteria is one of such
mechanisms. Moreover, some lactic acid bacteria also produce bioactive peptides
components and other metabolites that selective inhibit the growth of other bacteria,
yeast or fungi. This is the case of reuterin (an aldehyde) or bacteriocins (peptides, such

as nisin or pediocin PA-1).

The probiotic strains of this invention were assessed for their capability to produce
bactericidal metabolites using an agar well diffusion assay. TSA agar plates containing
10° cfw/ml of different pathogenic bacteria strain were prepared and assayed as
previously indicated in Example 3b for S. aureus. Results obtained were described in
Table III.
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Table III: pathogen inhibitory potential of the different probiotic strains of the

invention
PDA3 LG14 CELA200 EFG1 | EHGI11 7263 7264 7260 7262 7265 7266
E. faecium P21 + + + - - [y + + + [y e,
E. faecalis TAB28 A+ +4++ -+ - . +4 4+ s ot A+ -
L. monocytogenes A+t +/- + +- +/- +4+ A+ = +/- + e
Scotr A
L. innoctua RdC + +/- + +- +/- -+ - +/- + +/- +/-
E.coli CECT 4076 ot bt bt + + 4+ + o St e, ey
E. coli RIM1 A+t =+ At + + + ++ ++ et - +/-
S. enteritidis 4396 -+ A+ +H ++ ++ +- -+ b bt e ot
K pneumoniae - +++ 4t +++ et +++ + 4 + Y e
CECTI42
K. oxytoca +- + +t ++ ++ +4+ ++ +- +/- +/- ++
CECT860T
P vulgaris + ++ A+ + + +- + 4+ e ot +-
CECT484
S. aureus 4+ -+ -+ ++ ++ s it Aot =t = [
CECTSI91
S. epidermidis ++ ++ it -+ ++ e bt s e T+ oy
CECT23]
5

Example 5: Effect of the probiotic strains of this invention on translocation of

Salmonella typhimurium in mice following immunization with inactivated

Salmonella vaccine

10

Translocation of gram-negative bacteria across the gut epithelium can occur especially
in subjects following gastrointestinal infection, disease or surgery. Left untreated it can
lead to endotoxemia. In this example, the effect of feeding tfle probiotic strains of this
invention on the translocation of the gut pathogen Salmonella typhimurium was

15 examined.

Male Balb/c mice (6-8 weeks old) were daily fasted with 1x10® cfu in 0.2 ml of milk or
milk alone for two weeks. After that, mice were either orally immunized or not with an
inactivated Salmonella vaccine (10° cfu inactivated with paraphormaldehyde in 0.2 ml
20 milk). After immunization, mice were fasted two weeks more with the probiotic
preparations in alternate days for two weeks more. Two weeks after oral immunization,

all mice were orally challenged with live S. zyphimurium (10'° cfu in 0.2 ml milk).
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Then, after 24-48 hours, the level of colonization of S. typhimurium in the spleen was
determined in half of the animals. The rest of the animals were followed during two
additional weeks in order to evaluate the survival of the animals after Salmonella

infection.

The results obtained demonstrate that most of the probiotics tested potentiates the
beneficial effect of the vaccination of mice with the inactivated Salmonella vaccine as

shown in Figure 7.

Example 6: Effect of L. plantarum CECT7262 or L. reuteri CECT7260 on the

prevention of neonatal diarrhoea in neonatal piglets.

The weaning of piglets at 3-4 weeks of age correlates with a high mortality rate in those
animals mainly due to an increase in the incidence of diarrhoeal infections. Probably,
this high mortality relates to a down-regulation of their defences due to the stressing
modification of their nutritional and management status and to important changes in the

composition of their gut microbiota.

For this rcason, farmers have tried to solve this problem with the use of secveral
approaches such as the use of antibiotics, immune-stimulant or mucosal protector
components, such as colistine or ZnQO. However, the EU ban of the use of antibiotics for
animal production in 2006 has aggravated the situation. For this reason, the use of
probiotics able to modulate the gut microbiota and the immune response appears as a

potential alternative.

We compared the protective effect of the administration of 3x10° cfu/day of L. reuteri
CECT7260 and L. plantarum CECT7262 versus the administration of an animal feed
formulation containing 3000 ppm of ZnO and 40 ppm colistine in two groups of 48 and

45, respectively, weaned pigs for a period of 34 days.

In both groups, none of the animals suffered from diarrhoea nor died during the study,

and the evolution of the body weight was also similar between both treatments,
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suggesting that an animal feed formulation supplemented with these probiotics is, at

least, as good as those containing conventional antibiotics and immune modulators.

Example 7: Effect of probiotic bacteria on inflammatory cytokines and IgG

production

Besides the reduction of the risk of infection, many clinical effects associated to
probiotic treatments are due to immunomodulatory capabilities of selected probiotic
strains. The regulation of the immune response is usually mediated through a change in
the balance between pro-inflammatory cytokines (Thl) such as TNF-o, humoral
cytokines (Th2) such as IL-4 or IL-13, and regulatory cytokines (Th3) such as IL-10
and TGF-B. Moreover, the bias in the immune response will also modulate the secretion
of immunoglobulins during the subsequent humoral response. For this reason, we have
also tested the effect of some of the probiotic strains of this invention in regulating the

expression of some of these clue cytokines and IgG.

We have used bone marrow-derived macrophages stimulated with 100 ng/ml of LPS
(Sigma) as a cellular model. 10° macrophages/well were cultured in 24-well plastic
plates (Nunc) with 1 ml of DMEM. Once attached, macrophages were stimulated or not
with 100 ng/ml LPS and with 107 cfu/ml of the indicated probiotic strains for 12 hours
at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Supernatants were collected and the production of
cytokines was analyzed using a mouse TNF-o or mouse IL-10 ELISA (Biosource). The

results obtained are summarized in Figure 8 A and B.

The analysis of the effect of the probiotic strains of this invention on immunoglobulin
production was performed using lymphocyte cultures obtained from the spleen of male
Balb/c mice (6-8 weeks old). 2x10° lymphocytes were cultured in 1 ml DMEM in 24
well plastic plates and stimulated with inactivated probiotic cultures (10° cfu/ml) in
presence or absence of 25 pg/ml LPS for 6 days. The production of IgG by lymphocytes
was assessed using a mouse IgG ELISA from Bethyl (Figure 8C).

v
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CLAIMS

1-

A process for the selection of probiotics comprising the steps of :

(i) isolating lactic acid bacteria or bifidobacteria strains present in the fresh milk
from a mammalian species by selection in lactic acid culture media,

(i) selecting those strains from step (i) that are capable of being transferred to
the mammary gland after oral intake and/or colonise the mammary gland
after its topic application,

(iii) selecting those strains from step (i) which are able to reduce the rates of
survival and/or the rates of adhesion to epithelial cells of Staphylococcus
aureus and

(iv) selecting those strains from step (iii) that are capable of protecting animals

from mastitis.

A process according to claim 1 wherein the milk used in step (i) is selected from

human, porcine, bovine, cat, ovine and canine milk.

A probiotic strain obtainable by the process according to claims 1 or 2.

A probiotic strain according to claim 3 characterised in that the strain is selected
from the group of Bifidobacterium breve deposited in the CECT under
Accession N°® 7263, Bifidobacterium breve deposited in the CECT under
Accession N° 7264, Lactobacillus reuteri deposited in the CECT under
Accession N° 7260, Lactobacillus plantarum deposited in the CECT under
Accession N° 7262, Lactobacillus fermentum in the CECT under Accession N°
7265 and Lactobacillus reuteri deposited in the CECT under Accession N° 7266,
Enterococcus hirae EHG11, Lactobacillus plantarum 1.G14, Enterococcus

faecalis EFG1, Lactobacillus salivarius CELA200, Lactobacillus reuteri PDA3.

A supernatant of a culture of a strain or of a mixture of strains as defined in

claims 3 or 4.
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A probiotic strain according to claims 3 or 4 or a mixture of strains according to

claims 3 or 4 or a supernatant according to claim 5 for use as a medicament.

A composition, a pharmaceutical product, a feed or a nutritional product
comprising at least a probiotic strain according to claims 3 or 4 or a supernatant

as defined in claim 5.

A composition, pharmaceutical product, feed or nutritional product as defined in

claim 7 which is in a frozen, lyophilized or dried form.

A composition, pharmaceutical product, feed or nutritional product as defined in
claims 7 or 8 wherein the probiotic strain or the mixture thereof is in a partially

or totally inactivated form.

Use of a probiotic strain according to claims 3 or 4 or a mixture thereof or a
supernatant as defined in claim 5 for the manufacture of a medicament for the
treatment and/or prophylaxis of a chronic or acute infection or infestation, or of
an undesirable microbial colonization, wherein the infection, infestation or
colonization is caused by parasites, bacteria, yeast, fungi or viruses, affccting

any body surface or mucosa in a subject or animal in need thereof.

Use according to claim 10 wherein the infection is mastitis and the probiotic
strain has been selected in step (i) using milk from the same species that is

intended to be treated.
Use according to claim 10 wherein the infection is neonatal diarrhoea.

Use of a probiotic strain aécording to claims 3 or 4 or a mixture thereof or a
supernatant as defined in claim 5 for the manufacture of a medicament for the
treatment and/or prophylaxis of hypersensitivity reactions to food and metabolic
intolerance; of constipation and other gastro-intestinal disorders; of
inflammatory or auto-immune disorders sclected from the group of IBD,

ulcerative colitis, arthritis, atherosclerosis, multiple sclerosis, psoriasis or
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sarcoidosis; and of tumour growth, metastasis and cancer in subject or animal in

need thereof.

14- Use of a probiotic strain according to claims 3 or 4 or a mixture thereof or a
5 supernatant as defined in claim 5 for the manufacture of a medicament for the
treatment and/or prophylaxis of allergic disorders and asthma in a subject or

animal in need thereof.

15-Use of a probiotic strain according to claims 3 or 4 or a mixture thereof or a

10 supernatant as defined in claim 5 for the manufacture of a medicament for
treatment and/or prophylaxis of temporally depressed immune levels in
individuals or animals subjected to physiological and management-derived

stress.

15 16-Use according to claims 10 to 15 wherein the strain or composition is

administered via oral, topic, nasal, enteral, ocular, urogenital, rectal or vaginal.

17-Use according to claims 10 to 15 wherein the strain, composition,
’ pharmaceutical product, feed or nutritional product is designed to be
20 administered to lactating woman or animal for the therapeutic or prophylactic

treatment of the foetus and/or their breastfed babies or pups.
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Bifidobacterium breve (CECT under Accession N° 7263)

TCGNGTNNGAAGNACAATAAACACNTAAGTGCCTTGCTCCCTAACAAAAGA
GGTTTACAACCCGCAAGGCCTCCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAG
GCTTGCGCCCATTGATGCAATATTCCCCANTGCTGCCTCCCGATANGAGT
CTGGGCCGTATCTCAGTCCCAATGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGC
TACCCGTCGAAGCCATGGTGGGCCGTTACCCCGCCATCAAGCTGATAGGA
CGCGACCCCATCCCATGCCGCAAAGGCTTTCCCAACACACCATGCGGTGT
GATGGAGCATCCGGCATTACCACCCGTTTCCAGGAGCTATTCCGGTGCAT
GGGGCAGGTCGGTCACGCATTACTCACCCGTTCGCCACTCTCACCACCAG
GCAAAGCCCGATGGATCCCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCA
GCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCTAA

Bifidobacterium breve (CECT under Accession N° 7264)

TNCGCGANGAAGAAATAAAACAAAGTGCCTTGCTCCTAACAAAAGAGGTT
TACAACCCGAANGCCTCCATNCCTCACGNGGNGTCNCATGCATCAGGCTT
GCGCCCATTGTGNAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTANGAGTCTGGGC
CGTATCTNANTCCCAATGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGT
CGAAGCCATGGTGGGCCGTTACCCCGCCATCAAGCTGATAGGACGCGAC
CCCATCCCATGCCGCAAAGGCTTTCCCAACACACCATGCGGTGTGATGGA
GCATCCGGCATTACCACCCGTTTGCAGGAGCTATTCCGGTGCATGGGGCA
GGTCNGTNACGCATTACTNACCCGTTCGCCACTCTCACCACCAGGCAAAG
CCCGATGGATCCCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCNGCGTTC
ATCCNNAAACAGGATCAAACTCTAAA

Lactobacillus reuteri (CECT under Accession N° 7260)

GCNTGGGNGAACGGTCACTGCGGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTICTCCAACAACA
GAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGC
CCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTC
CATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTAC
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTT
CAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTT
ATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTGGTG
ATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACTTGC
ATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTICATCCTGAGNCAGGATCNAAACTCTAA

Lactobacillus plantarum (CECT under Accession N° 7262)

GGCCTGGGAANCCGGTCATACCTGGAACAGGTTACCTCTCAGATATGGTTCTTCTTTAA
CAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTITCTITCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACT
TTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTIGGGCCGIGTCTC
AGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCC
GTTACCTCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGACCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCA
TCTTTCAAACTCGGACCATGCGGTCCAAGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTIGTTTCCAG
GTGTTATCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCACGTGTTACTCACCAGTITCGCCACTCAC
TCAAATGTAATTCATGATGCAAGCACCAATCATTACCAGAGTTCGTTCGACTTGCATGT
ATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGACAGGATCAAAACTCTA

Figure 1A

o
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Lactobacillus fermentum (CECT under Accession N° 7265)

TACACGATATGAACAGNTTACCTCTCATACGGTGNTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTTA
CGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTGTG
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTGTGG
CCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAA
CAAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTAAGCGT
TGTTCATGCGAACAACGNTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTGTCCCCC
GCTTCTGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTGGCGACCAAAA
TCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAATTGGGCCAACGCGTITCGACTTGCATGTATTA
GGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANTCTAA

Lactobacillus reuteri (CECT under Accession N° 7266)

ACCGNGGGNNAACGACACTGCGNGNACAGNTTACTCTCACGCACGNTTCTTCTCCAACA
ACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTG
CGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAG
TTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGT
TACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATC
TTTCAAACAAAAGCCATGTIGGCTTITGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAAT
GTTATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTG
GTGATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACT
TGCATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANTCTAA

Enterococcus hirae EHG11:
GACAGTTACTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTT

CTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTATGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCG
CGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCAAATCAAAACCATGCGGTTTCG
ATTGTTATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTGATGGGCAGGTTA
CCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCCTCTTTTTCCGGTGGAGCAAGCTCCGGTGG
AAAAAGAAGCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAG
GT

Lactobacillus plantarum 1L.G14;:
TTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCA
CTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCG
GCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCYCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGA
CCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCATCTTTCAAGCTCGGACCATGCGGTCCAAGTTGT
TATGCGGTATTAGCATCIGTTITCCAGGTGTTATCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCAC
GTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGATGCAAGCACCAATCAA
TACCAGAGTTCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAG

Figure 1B
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Enterococcus faecalis EFG1:
CTATCATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGG
AGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTG
GAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGC
TTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGT
CTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTA
GAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCCAGCA

Lactobacillus salivarius CELA200:
GGGTGGGGNGANCAGAACATGAAATGAACAGTTTACATCTCACCTCGCTGNTTCTTCCT

CTAACAACAGAGCTTTTACGACTCCGAAGGACCTTCTTCACATCACGCGGCGTNTGCTC
CATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGG
CCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCAACCTCTCAGATTCGGCTACGTATCATCACC
TTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACTAGTTAATACGCCGCGGGTCCATCTAAAAGCGATA
GNAGAACCATCTTTCATCTAAGGATCATGCGATCCTTAGAGATATACGGNATTAGCACC
TGTTTCCAAGTGTTATCCCCTICTTTTAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCC
GCCACTCAACTTCTTACGGTGAATGCAAGCATTCGGTGTAAGAAAGTTITCGTTCGACTT
GCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTNATGAGCCAGGATCAAACTCTA

Lactobacillus reuteri PDA3;
GCNTGGGNGAACGGTCACTGCGGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACA

GAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTICTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGC
CCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTC
CATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTAC
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTT
CAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTT
ATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGICCGCCACTCACTGGTG
ATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACTTGC
ATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGNCAGGATCNAAACTCTAA

Figure 1C
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SEQUENCE LISTING

<110> PULEVA BIOTECH S.A.

<120> MAMMALIAN MILK MICROORGANISMS, COMPOSITIONS CONTAINING THEM AND
THEIR USE FOR THE TREATMENT OF MASTITIS

<130> P2922ES00

<160> 11

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 481

<212> DNA

<213> B.breve CECT 7263

<220>
<221> misc_feature
<222> (4)..(4)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (7)..(8)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (13)..(13)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (25)..(25)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>



L)

<221> misc_feature

<222> (131)..(131)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>

<221> misc_feature

<222> (147)..(147)

<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 1

tcgngtnnga agnacaataa acacntaagt
cccgcaaggce ctccatcect cacgecggegt
atattcccca ntgctgcecte ccgatangag
ggtcgceccte tcaggccgge tacccgtcga
gctgatagga cgcgacccca tcccatgecg
gatggagcat ccggcattac cacccgtttc
ggtcacgcat tactcacccg ttecgccacte
ttcgacttgc atgtgttaag cacgccgcca
a

<210> 2

211> 476

<212> DNA

<213> B.breve CECT 7264

<220>

<221> misc_feature

222> (2)..(2)

<223> n is a, ¢, g, or t

gcecttgetcee

cgctgcatca

tctgggecegt

agccatggtg

caaaggcttt

caggagctat

tcaccaccag

gcgttcatec

ctaacaaaag

ggcttgcgee

atctcagtcc

ggcecgttacce

cccaacacac

tcecggtgcat

gcaaagcccg

tgagccagga

aggtttacaa

cattgatgca

caatgtggcc

ccgcecatcaa

catgcggtgt

ggggcaggtc

atggatcccg

tcaaactcta

60

120

180

240

300

360

420

480

481



<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

misc feature
(8)..(8)

n is a, ¢, 9,

misc_feature
(63)..(63)

n is a, ¢, g,

misc_feature
(72) .. (72)

n is a, ¢, g9,

misc_feature
(80)..(80)

n is a, ¢, g,

misc_feature
(83)..(83)

n is a, ¢, g,

misc_feature
(87)..(87)

n is a, ¢, g,

misc_feature
(114)..(114)

n is a, ¢, g,

misc_feature
(141) ..(141)

n is a, ¢, 9,

or

or

or

or

or

or

or

or



<220>
<221> misc_feature
<222> (159)..(159)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (lel)..(le6l)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (355)..(353)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (358)..(358)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222>  (369)..(369)

<223> nis a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222>  (444)..(444)

<223> nis a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (455)..(456)

<223> nis a, ¢, g, or t

<400> 2

tncgcganga agaaataaaa caaagtgcct tgctccctaa caaaagaggt ttacaacccg 60

aangcctcca tncctcacgn ggngtcncat gcatcaggcet tgcgecccatt gtgnaatatt 120



ccccactget gectceccgta ngagtctggg
cctectcagge cggctacccg tcgaagccat
aggacgcgac cccatcccat gccgcaaagg
gcatccggca ttaccacccg tttccaggag
gcattactna cccgttcgcc actctcacca
ttgcatgtgt taagcacgcc gccngegttce
<210> 3

<211> 515

<212> DNA

<213> L.fermentum CECT 7265
<220>

<221> misc_feature

222>  (17)..(17)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>

<221> misc_feature

<222> (313)..(313)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>

<221> misc_feature

<222> (510)..(510)

<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 3

5

ccgtatctna

ggtgggecgt

ctttcccaac

ctattecggt

ccaggcaaag

atccnnaaac

ntcccaatgt

tacccecgeca

acaccatgcg

gcatggggca

ccecgatggat

aggatcaaac

ggcecggtege

tcaagctgat

gtgtgatgga

ggtcngtnac

cccgttecgac

tctaaa

180

240

300

360

420

476



tacacgatat

gagccgaaac

agattcccta

atcagtctct

ctaatgcacc

atgcgaacaa

gggcaggtta

ggtgcaagca

gcecggegtte

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

4
526
DNA

L.reuteri CECT

gaacagntta

ccttcttcac

ctgctgectce

caactcggct

gcaggtccat

cgntgttatg

cctacgtgtt

ccatcaatca

atcctgagcce

misc_feature

(5)..(5)

n is a, c,

gy

misc_fedture

(9) .. (10)

cctctcatac

tcacgcggtg

ccgtaggagt

atgcatcatc

ccagaagtga

cggtattage

actcacccgt

attgggccaa

aggatcaaan

7266

or t

n is a, ¢, g, or t

misc_feature

(23)..(23)

n is a, ¢,

g

or t

6
ggtgnttctt

ttgctccatce

atgggccgtg

gcettggtag

tagcgagaag

atctgtttcc

ccgccacteg

cgcgttegac

tctaa

ctttaacaac

aggcttgcge

tctcagtccce

gcecgttacce

ccatctttta

aaatgttgtc

ttggcgacca

ttgcatgtat

agagctttac

ccattgtgga

attgtggccg

caccaacaag

agcgttgttc

ccecegettet

aaatcaatca

taggcacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

515



<220>

<221> misc_feature
<222> (25)..(25)
<223> n is a, ¢, 9,
<220>

<221> misc_feature
<222> (30)..(30)
<223> n is a, ¢, 9,
<220>

<221> misc_feature
<222> (46)..(46)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (521)..(521)
<223> n is a, ¢, g,
<400> 4

accgngggnn aacgacactg
cagagcttta cgagccgaaa
cccattgtgg aagattccct
cattgtggcc gatcagtctce
ttaccaacta gctaatgcac
aacaaaagcc atgtggcttt
cccegetecg gggcaggtta
atcgtcaatc aggtgcaagc
ttaggcacac cgccggcgtt

or t

or t

or t

or t

cgngnacagn

cccttcttea

actgctgcect

tcaactcggc

cgcaggtcca

tgttgttatg

cctacgtgtt

accatcaatc

catcctgagce

ttactctcac

ctcacgcggt

cccgtaggag

tatgcatcat

tceccagagtg

cggtattagc

actcacccgt

agttgggcca

caggatcaaa

gcacgnttct
gttgctccat
tatgg;ccgt
cgccttggta
atagccaaag
atctgtttcce
ccgccactca
gtgcgtacga

ntctaa

tctccaacaa

caggcttgceg

gtctcagttc

agccgttacc

ccatctttca

aaatgttatce

ctggtgatcc

cttgcatgta

60

120

180

240

300

360

420

480

526



<210> 5
<211> 524
<212> DNA
<213>

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(3)

<223> n is a, c, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)

<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (507)..(507)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (515)..(515)
<223> n is a, ¢, 9,
<400> 5

gcntgggnga acggtcactg
agctttacga gccgaaaccc
attgtggaag attccctact
tgtggccgat cagtctctca
ccaactagct aatgcaccgc
aaaagccatg tggcttttgt
cgctecgggg caggttacct

L.reuteri CECT 7260

or t

or t

or t

or t

cggaacagtt

ttcttcactce

gctgectece

actcggctat

aggtccatcc

tgttatgcgg

acgtgttact

actctcacgc

acgcggtgtt

gtaggagtat

gcatcatcgce

cagagtgata

tattagcatc

cacccgtccg

acgttcttct

gctccatcag

ggaccgtgtc

cttggtaagc

gccaaagcca

tgtttccaaa

ccactcactg

CcCaacaacag

gcttgcgecce

tcagttccat

cgttacctta

tctttcaaac

tgttatceccce

gtgatccatc

60

120

180

240

300

360

420



gtcaatcagg tgcaagcacc atcaatcagt tgggccagtg cgtacgactt gcatgtatta

ggcacaccgc cggcgttcat cctgagncag gatcnaaact ctaa

<210> 6
<211> 519
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 6
ggcctgggaa

aacagagttt

cgtccattgt

cccaatgtgg

cctcaccatc

caaactcgga

tcceecgett

taattcatga

cgececgecagce

<210> 7

<211> 474

<212> DNA

misc_feature
(11) .. (11)

n is a, ¢, g,

nccggtcata

tacgagccga

ggaagattcc

ccgattaccc

tagctaatac

ccatgceggte

ctgggcaggt

tgcaagcacc

gttcgtectg

L. plantarum CECT 7262

or t

cctggaacag

aacccttcett

ctactgctgce

tctcaggtceg

gccgcgggac

caagttgtta

ttceccacgtyg

aatcattacc

agacaggatc

gttacctctce

cactcacgcg

ctececegtagg

gctacgtatc

catccaaaag

tgcggtatta

ttactcacca

agagttcgtt

aaaactcta

agatatggtt

gcgttgetcece

agtttgggce

attgccatgg

tgatagccga

gcatctgttt

gttcgccact

cgacttgcat

cttctttaac

atcagacttt

gtgtctcagt

tgagcecgtta

agccatcttt

ccaggtgtta

cactcaaatg

gtattaggca

480

524

60

120

180

240

300

360

420

480

519



<213>

<400> 7
gacagttact

ttcactcacg

gcctcecgta

cggctatgca

tccatccatc

tatacggtat

tgttactcac

agcgttcgac

<210> 8

<211> 469

212>

213>

<400> 8
ttactctcag

tcacgcggcg

ccgtaggagt

acgtatcatt

ccaaaagtga

ggtattagca

ctcaccagtt

DNA

ctcatccttg

cggcgttget

ggagtttggg

tcgtegecett

agcgacaccc

tagcacctgt

ccgttcecgeca

ttgcatgtat

atatgttctt

ttgctccatce

ttgggcecgtyg

gccatggtga

tagccgaagce

tctgtttcca

cgccactcac

Enterococcus hirae EHG11

ttcttctcta

cggtcagact

ccgtgtctca

ggtgagcegt

gaaagcgcct

ttccaagtgt

ctcctetttt

taggcacgcc

ctttaacaac

agactttcgt

tctcagtcce

gccgttacey

catctttcaa

ggtgttatcc

tcaaatgtaa

10

acaacagagt

ttcgtccatt

gtcccaatgt

tacctcacca

ttcaaatcaa

tatcccctte

tccggtggag

gccagcegttce

Lactobacillus plantarum LG1l4:

agagttttac

ccattgtgga

aatgtggccg

caccatctag

gctcggacca

ccecgettetg

atcatgatgc

tttacgatcc

gccgaagatt

ggccgatcac

actagctaat

aaccatgcgg

tgatgggcag

caagctccgg

gtcctgagcece

gagccgaaac

agattcccta

attaccctct

ctaatacgcc

tgcggtccaa

ggcaggtttc

aagcaccaat

gaaaaccttc

ccctactget

cctctcaggt

gcaccgcggg

tttcgattgt

gttacccacg

tggaaaaaga

aggt

ccttcttcecac

ctgctgectce

caggtcggct

gcgggaccat

gttgttatgce

ccacgtgtta

caataccaga

60

120

180

240

300

360

420

474

60

120

180

240

300

360

420



11

gttcgttega cttgcatgta ttaggcacgc cgccagcgtt cgtcctgag

<210> 9
<211> 493
<212> DNA
<213>

<400> 9

ctatcatgca

gtggcggacg

aacaggtgct

cgggtgtcge

caaggccacg

gcccagactce

gagcaacgcc

acaaggacgt

tacgtgccca

<210> 10

<211> 524

<212>
<213>

DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

agtcgaacgc

ggtgagtaac

aataccgcat

tgatggatgg

atgcatagcc

ctacgggagg

gcgtgagtga

tagtaactga

gca

misc_feature
(9) .

n is a, ¢, g,

. (9)

ttctttectce

acgtgggtaa

aacagtttat

accecgeggtg

gacctgagag

cagcagtagg

agaaggtttt

acgtcecectg

or t

Enterococcus faecalis EFG1:

ccgagtgcett
cctacccatc
gccgcatggce
cattagctag
ggtgatagge
gaatcttcgg
cggatcgtaa

acggtatcta

Lactobacillus salivarius CELA200:

gcactcaatt

agagggggat

ataagagtga

ttggtgaggt

cacactggga

caatggacga

aactctgttg

accagaaagc

ggaaagagga

aacacttgga

aaggcgcettt

aacggctcac

ctgagacacg

aagtctgacc

ttagagaaga

cacggctaac

469

60

120

180

240

300

360

420

480

493



[ )

.‘

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> n is a, ¢, 9,
<220>

<221> misc_feature
<222> (51)..(51)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (113)..(113)
<223> n is a, ¢, g9,
<220>

<221> misc_feature
<222> (297)..(297)
<223> n is a, c, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (345)..(345)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (503)..(503)
<223> n is a, ¢, g,
<400> 10

gggtggggng ancagaacat
taacaacaga gcttttacga
tcagacttgc gtccattgtg
tgtctcagtc ccaatgtggc
taggccgtta ccccaccaac

or t

or t

or t

or t

or t

or t

gaaatgaaca

ctccgaagga

gaagattcce

cgatcaacct

tagttaatac

12

gtttacatct

ccttetteac

tactgctgcec

ctcagattcg

gcegcegggte

cacctcgcetg

atcacgcggc

tceegtagga

gctacgtatc

catctaaaag

nttcttectce

gtntgctcca

gtttgggccg

atcaccttgg

cgatagnaga

60

120

180

240

300



13
accatctttc atctaaggat catgcgatcc ttagagatat acggnattag cacctgtttce

caagtgttat ccccttcttt taggcaggtt acccacgtgt tactcacccg tccgecactce

aacttcttac ggtgaatgca agcattcggt gtaagaaagt ttecgttcgac ttgcatgtat

taggcacgcc gccagcgttce gtnatgagec aggatcaaac tcta

210> 11
<211> 524
<212> DNA

<213> Lactobacillus reuteri PDA3:

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)

<223> nis a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (8)..(8)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (507)..(507)

<223> n is a, ¢, g, or t

<220>
<221> misc_feature
<222> (515)..(51%5)

<223> n is a, ¢, g, or t

<400> 11
gentgggnga acggtcactg cggaacagtt actctcacge acgttcttct ccaacaacag

agctttacga gccgaaaccce ttcttcactc acgcggtgtt getccatcag gettgcegecc

360

420

480

524

60

120



attgtggaag

tgtggccgat

ccaactagct

aaaagccatg

cgctecgggyg

gtcaatcagg

ggcacaccgce

attccctact

cagtctctca

aatgcaccgc

tggcttttgt

caggttacct

tgcaagcacc

cggcgttcat

gctgectece

actcggctat

aggtccatcc

tgttatgcgyg

acgtgttact

atcaatcagt

cctgagncag

14

gtaggagtat

gcatcatcgc

cagagtgata

tattagcatc

cacccgtecg

tgggccagtyg

gatcnaaact

ggaccgtgtc

cttggtaagc

gccaaagcca

tgtttccaaa

ccactcactg

cgtacgactt

ctaa

tcagttccat

cgttacctta

tctttcaaac

tgttatccce

gtgatccatc

gcatgtatta

180

240

300

360

420

480

524
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MICROORGANISMOS DE LA LECHE DE MAMIFEROS, COMPOSICIONES QUE LOS

CONTIENEN Y SU USO PARA EL TRATAMIENTO DE LA MASTITIS

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un enfoque novedoso para
prevenir o tratar la mastitis tanto en seres humanos como en
animales a través del uso de microorganismos derivados de la
leche de mamifero obtenidos a partir de huéspedes sanos de las
especies homélogas; a los nuevos microorganismos probidticos
obtenidos a partir de la leche que pueden reducir la mastitis
infecciosa; al wuso de estas bacterias probidticas para la
profilaxis o] tratamiento contra la mastitis y otras
enfermedades; y finalmente, a composiciones que comprenden estos

compuestos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

~ La mastitis es una inflamacidén e infeccidén de la glandula
mamaria que es particularmente frecuente en mujeres y otras
hembras de mamifero durante 1la lactancia. La mastitis esté
producida principalmente por la seleccidén y crecimiento excesivo
de estafilococos y/o estreptococos en los conductos mamarios vy
glandulas de la areola mamaria. La mastitis humana afecta hasta
al 30% de mujeres en la lactancia y con frecuencia conduce a un
destete precoz e indeseado debido a gque es un estado muy
doloroso.

Ademas, la mastitis no es una patologia especifica de los
seres humanos, sino que afecta a todas las especies de
mamiferos. En este sentido, la mastitis infecciosa en especies
animales y razas criadas para la produccién de leche, tales como
vacas, ovejas o cabras, es un importante problema econdémico ya
que la leche producida durante el proceso infeccioso debe
desecharse debido a los altos recuentos de células somadticas y
bacterianas. Ademas, la mastitis puede ser un problema
importante en aquellas especies domésticas (cerdos, conejos..) Yy
razas (por ejemplo, bovina para la produccién de carne) no

dedicadas a la produccidén de leche ya que un suministro de leche
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2

reducido de Dbaja calidad  Dbacterioldgica puede aumenta
notablemente las tasas de morbimortalidad entre las crias.

En estos casos, el tratamiento basado en antibidéticos ha
surgido como la uUnica opcién terapéutica. Sin embargo, los
antibiéticos dirigidos a bacterias Gram-positivas o de amplio
espectro son escasamente eficaces para las cepas de
estafilococos y estreptococos que producen la mastitis, y, de
hecho, tales tratamientos pueden ser, en algunas circunstancias,
perjudiciales debido a que eliminan normalmente la (flora
comensal que caracteriza la leche de mamifero, que ejerceria
algunos efectos protectores. Ademas, el tratamiento con
antibiéticos puede dar como resultado la aparicidédn de residuos
de antibiéticos en la leche, gque también es'perjudicial si se
produce durante el periodo de la lactancia. Alternativamente, se
ha usado también GM-CSF bovino recombinante para el tratamiento
de la mastitis subclinica producida por S. aureus (Takahashi, H.
et al. 2004, Cad.J.Vet.Res. 68:182-187) pero no probd ser eficaz
en el tratamiento de la infeccidn por S. aureus de fase tardia.

Un enfoque alternativo para el tratamiento de la mastitis
es el uso de probidéticos. Por ejemplo Sytnik, S.I. et al. (Vrach
Delo., 1990, 3:98-100) intentaron usar Bifidobacterium para
prevenir la mastitis pero no observaron nada de inhibicién en el
tiempo de permanencia de la microflora de las mamas. Greene,
W.A. et al. (J. Dairy Sci., 1991, 74:2976-2981l) describieron el
uso de una preparacién de lactobacilo comercial para el
tratamiento del recuento elevado de células somaticas (SSC)
cuando se administra mediante inyeccién intramamaria directa
pero concluyen que el producto de Lactobacillus usado en el
ensayo no era eficaz como tratamiento intramamario de 1la
mastitis subclinica basada en SCC. La patente estadounidense
US4591499 describe un método para tratar la mastitis usando una
inyeccidén intramamaria de una emulsidén de aceite en agua gue
contiene una cepa o una mezcla de cepas de lactobacilos no
patdégenos. Sin embargo, las cepas descritas en este documento
parecen actuar por medio de una disminucidén no especifica en el

pH de la gladndula mamaria y, debido a su formulacidén particular
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como emulsiones, es necesario administrarlas mediante inyeccidn
intramamaria directa. La patente rusa RU2134583 describe el uso
de una composicién tépica que contiene lactobacterin (masa
microbiana de lactobacterias que se han liofilizado/secado vivas
en medio de cultivo) o bifidobacterin (una biopreparacién
liofilizada inmovilizada sobre carbdén activado especial) para el
tratamiento de la diseminacién microbiana masiva de la leche
materna. Sin embargo, esta preparacidén es sbélo adecuada para la
administracién tépica y forma parte de un tratamiento de
multiples etapas que incluye masajes de relajacién y la
aplicacién de una suspensién de microorganismos derivados de la
microflora normal del intestino que contiene adicionalmente un
medioc formador de una pelicula protectora. La solicitud de
patente internacional WO005/34970 describe el tratamiento de la
mastitis mediante inyeccién intramamaria directa de una cepa de
Lactococcus lactis.

Por tanto, toda la técnica anterior descrita previamente se
refiere al uso de cepas probiéticas mediante o bien inyeccién
intramamaria o bien aplicacién tépica. Asi, existe un deseo en
la técnica de enfoques adicionales que permitan la prevencién y
el tratamiento de la mastitis y otras patologias de las
glédndulas mamarias, en mujeres y en otras hembras de mamifero,
que puedan aplicarse mas facilmente y a través de medios menos

invasivos.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién en el hallazgo sdrprendente e
inesperado de que la leche de mamifero contiene cepas
probiéticas que pueden transferirse a las glandulas mamarias
tras su ingestidén oral, y ejercen un efecto terapéutico
localmente contra los patdédgenos gque producen la mastitis,
ayudando asi a reducir la incidencia de mastitis. Ademés, estas
cepas tienen varias propiedades ventajosas inesperadas
adicionales que las hacen Utiles para el tratamiento de otras
enfermedades. La presente invencién es ventajosa con respecto a

los métodos conocidos en la técnica en vista de las propiedades
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valiosas que puede proporcionar la lactancia, y debido al
interés econémico de la productividad lactea para los ganaderos.

En un primer aspecto, la invencidén proporciona un
procedimiento para la seleccién de probidéticos que comprende las
etapas de:

(i) aislar las cepas de bifidobacterias o bacterias
del &cido lactico presentes en la leche fresca de
una especie de mamifero mediante la seleccidén en
medios de cultivo de acido lactico,

(ii) seleccionar aquellas cepas de la etapa (i) que
pueden transferirse a la glandula mamaria tras la
ingestién oral y/o colonizar la glandula mamaria
tras su aplicacidén tépica,

(iii) seleccionar aquellas cepas de la etapa (ii) que
pueden reducir las tasas de supervivencia y/o las
tasas de adhesién a las células epiteliales de
Staphylococcus aureus y

(iv) seleccionar aquellas cepas de la etapa (iii) que
pueden proteger a los animales frente a la
mastitis.

En otro aspecto, la invencién proporciona cepas probidticas

que pueden obtenerse mediante el procedimiento de la invencién.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un sobrenadante
de un cultivo de una cepa o de una mezcla de cepas segun la
invencién.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una
composicién, un producto farmacéutico, una alimentacidén o un
producto nutricional que comprende al menos una cepa probidtica
de la invencidén o un sobrenadante de un cultivo de una o mas
cepas de la invenciédn.

En otro aspecto, la invencidén proporciona el uso de las
cepas probiéticas de la invencidén o el sobrenadante de cultivo
para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o la
profilaxis de una infestacién o infeccidén aguda o crénica, o de
una colonizacién microbiana no deseada, en el que la infecciédn,

infestacién o colonizacién estd producida por pardsitos,
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bacterias, levaduras, hongos o virus, que afectan cualquier
mucosa o superficie corporal en un sujeto o animal que lo
necesite.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de
una cepa probiética o de una mezcla de cepas probidticas de la
invencién o el sobrenadante de cultivo para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de reacciones
de hipersensibilidad frente a alimentos e intolerancia
metabdlica; de estrefiimiento y otros trastornos
gastrointestinales; de trastornos autoinmunitarios o}
inflamatorios seleccionados del grupo de 1la EII (enfermedad
inflamatoria del intestino), colitis ulcerosa, artritis,
aterosclerosis, esclerosis miltiple, psoriasis o sarcoidosis; y
del crecimiento tumoral, la metéstasis y el cédncer en un sujeto
o animal que lo necesite.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de
una cepa probiética o de una mezcla de cepas probidticas o el
sobrenadante de cultivo de la invencién para la fabricacidén de
un medicamento para el tratamiento de un medicamento para el
tratamiento y/o la profilaxis de trastornos alérgicos y asma en
un sujeto o animal que lo necesite.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de
una cepa probidtica o de una mezcla de cepas probidticas o el
sobrenadante de cultivo de la invencidén para la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento y/o la profilaxis de niveles
inmunitarios temporalmente deprimidos en individuos o animales
sometidos a estrés fisioldégico y derivado de un tratamiento

médico.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 proporciona las secuencias de las secuencias de
ARNr de 165 de las bacterias de las cepas probidéticas incluidas
en esta invencién y su perfil de PCR-RADP.

La figura 2 es un grafico de barras gque muestra la
capacidad de transferencia a la glandula mamaria de y la

colonizacién del intestino por las cepas de la presente
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invencién en ratones. El nimero de lactobacilos (barras grises),
bifidobacterias (barras negras) y enterococos (barras blancas)
en las muestras fecales y de leche extraida en ratones lactantes
con aporte complementario diario durante 14 dias con 10% ufc de
las cepas marcadas genéticamente se analizé mediante cultivo en
placas de colonias bacterianas. Las muestras de leche y fecales
se recogieron el dia 0, 5 y 10 de aporte complementario
probiético. Las colonias positivas para la PCR en leche se
indican como %. La figura 3 es un grdfico de barras que muestra
la inhibicién de la adhesién y 1la supervivencia de los
estafilococos producidas tras el cocultivo de los estafilococos
con las cepas incluidas en esta invencién. A) Se evalud el
efecto inhibidor de los probiéticos incluidos en esta invencidn
sobre la supervivencia de Staphylococcus aureus in vitro
mediante un ensayo de difusién en pocillos de agar en placas de
TSA. El1 didmetro del halo de inhibicién (en milimetros)
producido por los sobrenadantes bacterianos determina el efecto
antimicrobiano. B) Se evalué la adhesién de la cepa de
Staphylococcus aureus patbdgena a células Caco-2 en presencia de
las cepas probiéticas de esta invencién. Se contaron diez campos
aleatorizados y se expresaron los resultados como la media del %
de bacterias Gram-negativas adheridas unidas a las células en
comparacién con el numero de bacterias patdgenas adheridas en
ausencia de probidbéticos.

La figura 4 es un grafico de barras que muestra la
proteccién frente a la mastitis estafilocdcica. Se indujo
mastitis en ratones lactantes 10 dias después del parto mediante
inyeccidén de 10® ufc de S. aureus en el cuarto par mamario. Se
evalué la carga estafilocécica en la leche extraida (A) y la
puntuacién mamaria inflamatoria (B) tras 5 y 10 dias de
infeccidn.

La figura 5 es un grafico de barras que muestra la adhesidn
de las cepas probiéticas a las células intestinales. Se evalud
la adhesién de las cepas probidticas de esta invencidédn usando
lineas de células intestinales HT-29 (barras negras) o Caco-2

(barras grises). Se contaron veinte campos aleatorizados y se
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expresaron los resultados como la media del numero de bacterias

unidas a las células por campo * DE.

La figura 6 'es un grafico de barras que muestra la
supervivencia de las cepas probidéticas frente a condiciones
semejantes a la digestién. Se evalud la resistencia de las cepas
probiéticas de esta invencién frente a un alto contenido en
sales biliares (barras negras) y acido (barras grises) in vitro
mediante el cultivo de las bacterias en MRS pH 3,0 o sales
biliares al 0,15% durante 90 minutos. Los resultados se
representan como la media * DE de tres experimentos
independientes.

La figura 7 muestra el efecto de las cepas probidticas
sobre un modelo de infeccién por Salmonella inducida por via
oral. A) Grafico de barras que muestra el efecto del tratamiento
probiético en la inhibicién de la traslocacién de Salmonella al
bazo. Se midié el numero de colonias de Salmonella en los bazos
de ratones tratados con los probidticos, con vacunacién (barras
grises) o sin ella (barras negras) con 10® ufc de Salmonella
inactivada, tras 24 horas de una exposicién oral con 10'° ufc de
Salmonella. B) Curvas de supervivencia de los animales tras la
infeccidén por Salmonella.

La figura 8 es un grafico de barras que muestra el efecto

de las cepas probidticas sobre la expresién de inmunoglobulina G

y citocinas. Se analizd la produccién de las citocinas TNF-a (A)
e IL-10 (B) en macrbéfagos derivados de la médula Osea
estimulados con LPS y la cepa probidtica indicada durante 12
horas mientras se analizdé la expresién de IgG (C) en linfocitos
obtenidos del bazo de ratones Balb/c (de 6-8 semanas de edad)
estimulados con LPS y la cepa probidética indicada durante 6
dias. Se detecté la produccién tanto de citocinas como de IgG

mediante ELISA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
La invencién proporciona un nuevo método para el
tratamiento terapéutico y profildctico de la mastitis infecciosa

tanto en mujeres como en otras hembras de mamifero que lo
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necesitan. El método se basa en el uso de cepas probidticas
especificas seleccionadas especialmente para esa aplicacidén en
particular.

En un primer aspecto, la 1invencién proporciona un
procedimiento para la seleccién de probidéticos que comprende las
etapas de:

(i) aislar las cepas de bifidobacterias o bacterias
del Acido lactico presentes en la leche fresca de
una especie de mamiferos mediante la seleccidén en
medios de cultivo de acido léactico,

(ii) seleccionar aquellas cepas de la etapa (i) que
pueden transferirse a la glandula mamaria tras la
ingestién oral y/o colonizar la gléndula mamaria
tras su aplicacién tédpica,

(iii) seleccionar aquellas cepas de la etapa (ii) que
pueden reducir las tasas de supervivencia y/o las
tasas de adhesién a las células epiteliales de
Staphylococcus aureus y

{(iv) seleccionar aquellas cepas de la etapa (iii) que
pueden proteger a los animales frente a la
mastitis.

En la etapa (i), puede usarse cualquier leche obtenida a
partir de un organismo mamifero como material de partida para el
procedimiento de la invencién. En una realizacién preferida, la
leche usada es leche humana, bovina, porcina, de oveja, de gato
o canina. Ademds, puede usarse cualquier medio de cultivo de
dcido lactico conocido en la técnica para seleccionar las cepas.
Preferiblemente, el medio de cultivo de é4cido lactico se
selecciona de medio MRS, medio APT, medio RCM, medio LM17, medio
GM17 y medio Elliker. Lo mas preferiblemente, el medio de
cultivo de acido lactico es medio MRS.

En la etapa (ii), las cepas aisladas en la etapa (i) se
seleccionan basandose en su capacidad para transferirse a la
glandula mamaria tras la ingestién oral y/o colonizar la
glandula mamaria tras la aplicacién toépica. Para detectar la

capacidad para transferirse a la gléndula mamaria, puede
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utilizarse un ensayo tal como se describe en el documento
W02004003235 para detectar la transferencia de un microorganismo
a la leche tras la ingestidn oral.

En la etapa (iii), puede wutilizarse cualquier ensayo
conocido en la técnica para medir las tasas de supervivencia de
Staphylococcus y para medir las tasas de adhesidén de S. aureus a
las células epiteliales. En una realizacién preferida, se mide
el efecto de los probidticos en las tasas de adhesidén usando un
cultivo confluente de una linea de células intestinales a la que
se afiaden las células se S. aureus y los probidticos de la
invencién y se mide el numero de células de S. aureus unidas
mediante cualquier técnica adecuada. Normalmente, la linea de
células intestinales es Caco-2 y el numero de células unidas se
mide mediante inspeccién directa de las monocapas celulares con
microscopia 6ptica. Ademas, la etapa (iii) de seleccidén puede
implicar también o alternativamente medir la viabilidad de la
viabilidad de S§. aureus en presencia de las cepas probidticas.
Puede usarse cualquier ensayo adecuado para medir la inhibicién
del crecimiento de cepas bacterianas.

Normalmente, la evaluacidén de la viabilidad de S. aureus se
lleva a cabo mediante un ensayo de difusidn en pocillos de agar.

En la etapa (iv), puede usarse cualquier ensayo para medir
la proteccién frente a la mastitis. Preferiblemente, el ensayo
implica usar un modelo animal' de mastitis en el que se inyecta
al menos uno de los patdgenos conocidos por ser el agente
causante de la mastitis en la gléndula mamaria. Més
preferiblemente, el modelo animal es un ratdédn y el patdgeno que
es necesario administrar para producir la mastitis es S. aureus.

En otro aspecto, la invencidén proporciona wuna cepa
probidética que puede obtenerse mediante el procedimiento de la
invencién. Preferiblemente, la cepa probidtica se selecciona del
grupo de Bifidobacterium breve depositado en el CECT con el
numero de registro 7263, Bifidobacterium breve depositado en la
CECT con el numero de registro 7264, Lactobacillus reuteri
depositado en la CECT con el numero de registro 7260,

Lactobacillus plantarum depositado en el CECT con el numero de
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registro 7262, Lactobacillus fermentum en la CECT con el numero
de registro 7265, Lactobacillus reuteri depositado en la CECT
con el numero de registro 7266, Lactobacillus salivarius
CELA200, Enterococcus hirae EHGll, Enterococcus faecalis EFGI1,
Lactobacillus plantarum LGl14, Lactobacillus reuteri PDA3.En un
aspecto adicional, la invencidén proporciona un sobrenadante de
un cultivo de una o mas de las cepas segun la invencién. El
sobrenadante puede obtenerse a partir del cultivo mediante
cualquier medio disponible para el experto, inciuyendo
centrifugacién, filtracién, flotacidén y similares.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una cepa
probidética o una mezcla de cepas probidticas segin la invenciédn
0 un sobrenadante de un cultivo de una o mas de las cepas segun
la invencidn para su uso como medicamento.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicidn
que comprende al menos una de las cepas bacterianas de la
invencién. Preferiblemente, la composicidén comprende al menos 2,
al menos 3, al menos 4, al menos 5 o al menos 6 de las cepas de
la invencién, y en la que cada una de las cepas esta
representada en la composicidédn en una proporcidn de desde el
0,1% hasta el 99,9%, preferiblemente desde el 1% hasta el 99%,
mds preferiblemente desde el 10% hasta el ©90%. En otra
realizacidén, la composicidén comprende cualquiera de las cepas
bacterianas de la invencién junto con otra cepa o mezcla de
cepas y en la que cada una de las cepas estd representada en la
composicidén en una proporcién de desde el 0,1% hasta el 99%,
preferiblemente desde el 1% hasta el 99%, mds preferiblemente
desde el 10% hasta el 90%. En otro aspecto, la invencién
proporciona una composicién que comprende un sobrenadante de un
cultivo de wuna o mds de las cepas segun la invencién.
Preferiblemente, el sobrenadante estd <representado en la
composiciéh en una proporcién de desde el 0,1% hasta el 99,9%,
mas preferiblemente desde el 1% hasta el 99% e incluso més
preferiblemente desde el 10% hasta el 90%.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicién

farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz
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de al menos una cepa o una composicién de la invencidén o de un
sobrenadante de un cultivo de una o mds de las cepas segun la
invencién. La preparacién farmacéutica puede adoptar la forma de
comprimidos, capsulas, suspensiones bacterianas liquidas,
aportes complementarios orales en seco, aportes complementarios
en humedo, alimentacién por sonda seca o una alimentacidén por
sonda humeda. Preferiblemente el probidético, la composicidén y el
producto farmacéutico que contienen probiéticos o que contienen
sobrenadantes se dirige a la superficie de la mucosa oral,
gastrica y/o intestinal; sin embargo, podria dirigirse también a
la mucosa nasofaringea, respiratoria, reproductora o glandular,
y/o a la glandula mamaria y podria administrarse a mujeres vy
animales por via oral, nasal, ocular, rectal, tépica y/o
vaginal. |

En otro aspecto, la invencidén proporciona una alimentacién
o un producto nutricional que comprende al menos una cepa
probiética seguin la invencidén o de un sobrenadante de un cultivo
de una o mas de las cepas segun la invencién. Ejemplos no
limitativos de productos alimenticios adecuados que pueden
usarse en la presente invencién son leche, yogur, queso,
cuajada, leches fermentadas, productos fermentades a base de
leche, productos a base de cereales fermentados, productos
cirnicos fermentados, otros polvos a base de cereales o a base
de leche, férmula de nutricién clinica, helados, zumos, pan,
tartas o golosinas, formulaciones de pienso para animales,
formulaciones dietéticas semisintéticas o sintéticas, férmulas
para lactantes, férmulas de nutricidén clinica, helados, zumos,
harinas, pan, tartas, golosinas o chicles.

La cantidad de dosificacién requerida de las cepas
probidticas en la composicidn, alimento o) composicién
farmacéutica descritos anteriormente variard segun la naturaleza
del trastorno o del uso propuesto de la composicidn, ya se use
profilactica o terapéuticamente y el tipo de organismo
implicado.

Puede usarse cualquier dosificacidén adecuada de 1los

probiéticos o ‘combinaciones de los mismos en la presente
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invencién siempre que los efectos téxicos no superen los efectos
terapéuticos. Pueden determinarse la toxicidad vy eficacia
terapéutica mediante procedimientos farmacéuticos convencionales
con animales de experimentacién, tal como calculando la
estadistica de DE, (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50%
de la poblacién) o DL (la dosis letal para el 50% de la
poblacién). La razén de dosis de los efectos téxicos con
respecto a los terapéuticos es el indice terapéutico, que puede
expresarse como la razdén DL/DE. No obstante, la actividad de los
nuevos microorganismocs en el individuo depende naturalmente de
la dosis. Es decir, cuanto mas se incorporan los microorganismos
novedosos por medio de la ingestién o administracién del
material alimenticio o de la composicién farmacéutica
anteriores, mayor serd la actividad protectora y/o terapéutica
de los microorganismos. Puesto que los microorganismos de esta
invencién no son perjudiciales para los seres humanos y animales
y se han aislado finalmente a partir de leche materna de seres
humanos sanos, puede incorporarse una alta cantidad de los
mismos de manera gque se colonizard esencialmente wuna alta
proporcién de la mucosa del individuo por los microorganismos
novedosos. Se prefieren las composiciones que muestran grandes
indices terapéuticos. Los datos obtenidos a partir de estudios
en animales se usan para formular un intervalo de dosificacién
para el uso en animales o seres humanos. La dosificacién
contenida en tales composiciones estd preferiblemente dentro de
un intervalo de concentraciones circulantes gque incluye la DE,
con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién varia dentro de
este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica empleada, la
sensibilidad del paciente y la via de administracién. La
dosificacién exacta se determinard por el médico, a la luz de
los factores relacionados con el sujeto que requiere
tratamiento. Por ejemplo, para preparar una composicidn
alimenticia seguin la presente invencidén, se incorpora al menos
una de las cepas probidéticas de la presente invenciédn en un
soporte adecuado, en una cantidad de desde 10° ufc/g hasta

aproximadamente 102 ufc/g de material de soporte,



10

15

20

25

30

35

; 2
10° ufc/g hasta

preferiblemente desde aproximadamente

aproximadamente 10! ufc/g de material de soporte, mas
preferiblemente desde aproximadamente 106 ufc/g hasta
aproximadamente 10'° ufc/g de material de soporte.

En el caso de una composicién farmacéutica, la dosificacién
de la cepa probidtica debe ser de desde 10° ufc/g hasta
aproximadamente 10 ufc/g de material de soporte,
preferiblemente desde aproximadamente 108 ufc/g hasta
aproximadamente 10¥® ufc/g de material de soporte, mas
preferiblemente desde aproximadamente 10’ ufc/g hasta
aproximadamente 10%*° ufc/g de material de soporte. Para el fin de
la presente invencién, la abreviatura ufc designard una “unidad
formadora de colonias” que se define como el numero de células
bacterianas tal como se revelan mediante recuentos
microbioldégicos sobre placas de agar.

Se ajustan la desificacién y administracién para
proporcionar niveles suficientes del resto activo o para
mantener el efecto deseado. Los factores gue pueden tenerse en
cuenta incluyen la gravedad del estado patolégico, la salud
general del sujeto, la edad, peso y sexo del sujeto, tiempo y
frecuencia de administracidn, combinacién/combinaciones de
farmacos, sensibilidades de reaccidén y respuesta al tratamiento.
Las composiciones de accién prolongada pueden administrarse cada
3 a 4 dias, cada semana, o dos veces a la semana dependiendo de
la semivida y la tasa de aclaramiento de 1la formulacién en
particular.

En una realizacién preferida, la invencién se refiere
también a composiciones de las cepas de esta invencién en forma
liofilizada, deshidratada por congelacién o deshidratada, que
pueden obtenerse mediante cualquier método convencional conocido
en la técnica.

En otro aspecto, la invencidn proporciona una composiciédn,
producto farmacéutico, alimentacidén o producto nutricional en
los que la cepa probidtica o mezcla de la misma estéd en forma

parcial o totalmente inactivada.



10

15

20

25

30

35

14

Muchas personas tienen una microflora intestinal alterada,
es decir, el equilibrio entre las bacterias nocivas y utiles
estd alterado. Varios factores, entre otros el estrés, la
presencia de las sales biliares, y especialmente la dieta,
influyen en la flora bacteriana. En estas situaciones, el
proceso de fermentacién podria alterarse y reducirse el numero
de bacterias utiles, con la consecuencia de que la mucosa del
colon se atrofia y deja de funcionar al mismo tiempo que crece
rapidamente el numero de bacterias potencialmente malignas. Las
cepas probiéticas de la invencién pueden evitar la adhesidn de
S. aureus a las células epiteliales, asi como reducir las tasas
de supervivencia de las células de S. aureus y de otros muchos
patégenos. Por tanto, las cepas probiéticas de la invencidn son
particularmente utiles para el tratamiento de dichas
enfermedades vya que contribuyen eficazmente a destruir los
patégenos mientras que, al mismo tiempo, contribuyen a la
repoblacién de la superficie de la mucosa con la microflora
fisioldégica.

Por este motivo, un aspecto de esta invencidén es el uso de
probidéticos de la invencién y de los sobrenadantes de un cultivo
de una o mas cepas de la invencién para la preparacién de una
composicién farmacéutica para el tratamiento terapéutico o
profiladctico de infestacién, o infeccidn crénica o aguda o de la
colonizacién microbiana no deseada, de una superficie mucosa o
cualquier otra ubicacién en seres humanos, en la que la
infestacién, infeccidédn o colonizacidén estd producida por
paradsitos, bacterias, levaduras, hongos o virus, que afectan a
cualquier mucosa o superficie corporal, comprendiendo dicho
tratamiento terapéutico la administracidédn de una cantidad eficaz
de un probidético o composicidén que contiene probidticos, a un
sujeto que lo necesita. En una realizacién preferida, 1la
infeccién o colonizacién estd producida por parésitos,
bacterias, levaduras, hongos o virus, de cualguier mucosa ©
superficie corporal en un sujeto o animal que lo necesite.

Los probidéticos de la invencidén se han seleccionado

basédndose en su capacidad para colonizar la glandula mamaria



10

15

20

25

30

35

15

tras la ingestién oral y para evitar la adhesién a celulas
epiteliales y para disminuir la supervivencia de S. aureus. Por
tanto, las cepas son adecuadas para el tratamiento de la
mastitis. En consecuencia, en un aspecto adicional, la invencidn
proporciona el uso de cepas probidéticas de la invencién y de los
sobrenadantes de un cultivo de una o ma&s cepas de la invencidn
para la preparacién de una composicién farmacéutica para el
tratamiento o la profilaxis de la mastitis infecciosa en seres
humanos y animales. Este procedimiento consiste en el uso de
cepas probidticas seleccionadas de leche fresca homéloga y en la
capacidad de estas cepas para transferirse a la glandula mamaria
y ejercer alli sus beneficios, tales como la inhibicién de la
infeccidén estafilocédcica.

Ademas, las cepas probidticas de la invencidédn han mostrado
también tener algunas de las caracteristicas atribuidas a una
posible cepa probidtica, concretamente seguridad y buena
resistencia al ©proceso de -digestién y la capacidad de
colonizacién del intestino. Por tanto, las cepas pueden alcanzar
el tracto intestinal tras la ingestidén oral y ejercer alli sus
propiedades terapéuticas. En consecuencia, en una realizacién
preferida, la invencidén proporciona el wuso de las cepas
probiéticas de la invencién y del sobrenadante de un cultivo de
una o mas de las cepas de la invencién para la preparacidén de
una composicién farmacéutica para el tratamiento de diarrea
neonatal.

Se sabe que las cepas probidticas reducen la produccidén de
citocinas proinflamatorias por macréfagos activados durante
trastornos inflamatorios crénicos. En consecuencia, en otro
aspecto, la invencién proporciona el uso de cepas bacterianas,
composiciones de la invencidén y sobrenadantes de un cultivo de
una © mis cepas de la invencidén para la preparacidén de una
composicién farmacéutica para la fabricacidén de un medicamento
para el tratamiento de trastornos aﬁtoinmunitarios o]
inflamatorios. Ejemplos no limitativos de enfermedades

autoinmunitarias e inflamatorias de este tipo incluyen EII,
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colitis ulcerosa, artritis, arteriosclerosis, esclerosis
miltiple, psoriasis o sarcoidosis.

Las cepas probiéticas segun la invencidén pueden repoblar la
barrera intestinal inmunitaria tras la ingestidn oral y asi, son
también particularmente adecuadas para la mejora de la barrera
intestinal inmunitaria en un sujeto o animal que lo necesite. En
consecuencia, en otro aspecto, la invencién proporciona el uso
de una o mas cepas probidticas de la invencidén y de los
sobrenadantes de un cultivo de una o mas cepas de la invencién
para la preparacién de una composicién farmacéutica para la
preparacién de un medicamento para el tratamiento y/o la
profilaxis de reacciones de hipersensibilidad frente a alimentos
e intolerancia metabdélica tal como intolerancia a la lactosa; de
estrefiimiento y otros trastornos intestinales.

Se sabe que los probidticos son Utiles para contrarrestar
el cancer debido a sus efectos en la inhibicién de toxinas
carcinogénicas en los intestinos tales como nitrosaminas pero
también para el efecto de estos probidticos en la modulacidn de
la respuesta inmunitaria natural. En consecuencia, en un aspecto
adicional, la invencién proporciona el uso de las cepas
expuestas en esta invencién y de los sobrenadantes de un cultivo
de una o mas cepas de la invencidén para la preparacién de una
composicién farmacéutica para el tratamiento terapéutico o
profilactico de algunos tipos de cancer y para inhibir el
crecimiento tumoral, la metastasis y el cancer en un sujeto o
animal que lo necesite.

Las cepas de la invencidén pueden modular 1la respuesta
inmunitaria y el equilibrio entre las citocinas Thl y Th2. En
consecuencia, en un aspecto adicional, la invencién proporciona
el uso de la cepa, composiciones y sobrenadantes de la invencidn
en la fabricacién de un medicamento para el‘tratamiento y/o la
profilaxis de trastornos alérgicos, asma y trastornos
relacionados con el desarrollo de tolerancia frente a proteinas
ingeridas.

En un aspecto adicional, la invencidn proporciona el uso de

las cepas, composiciones y sobrenadante de la invencidén en la
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fabricacién de un medicamentc para el tratamiento y/o la
profilaxis de niveles inmunitarios temporalmente deprimidos en
individuos tales como los producidos durante el envejecimiento o
en individuos sanos que se someten a un esfuerzo intenso o en
general a un gran estrés o tensién fisioldgica.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso
terapéutico de la cepa probidética, de las combinaciones de las
cepas y de los sobrenadantes, en el que la cepa 0 cepas se
administran por via oral, tépica, nasal, enteral, ocular,
genitourinaria, rectal o vaginal.

Ademés, debido a la presencia de las cepas seleccionadas en
la leche materna, los sujetos que necesitan tratamiento podrian
ser no sbélo los que ingieren directamente las cepas
seleccionadas sino también el feto o recién nacidos en periodo
de lactancia. En consecuencia, todavia en un aspecto adicional,
la invencién proporciona el uso de las cepas, composiciones vy
sobrenadante de la invencidén en la fabricacién de un medicamento
disefiado para administrarse a mujeres en periodo de lactancia
para el tratamiento terapéutico o profildctico de su feto y/o
recién nacidos lactantes.

Los siguientes métodos y ejemplos ilustran la invencién.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: aislamiento de probiéticos a partir de leche de
mamifero

Se obtuvieron muestras de leche fresca (2 ml excepto en el
casc de las perras en el que solamente se recogieron 0,5 ml) a
partir de 23 mujeres sanas en el dia 6-14 después del parto; 8
cerdas en el dia 5 después del parto, 9 perras el dia 2-10
después del parto y 4 vacas el dia 2 después del parto. Ni las
mujeres ni los animales tuvieron complicaciones durante el parto
y no se administrd ninglin tratamiento con antibiéticos en 1las
dos 1Ultimas semanas previas a la recogida de la muestra de
leche. Todas las muestras de leche se congelaron inmediatamente

a —-80°cC.
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Con el fin de aislar cepas bacterianas a partir de estas
muestras, se sembraron disoluciones seriadas de 0,1 ml en agua
de peptona sobre placas de agar MRS, APT, RCM, LM17, GM17 vy
Elliker a 37°C en condiciones tanto aerobias como anaerobias
durante 24-48 horas. Entre las aproximadamente 1200 colonias
obtenidas inicialmente, se seleccionaron 120 (10%; incluyen
representantes de las diferentes morfologias observadas en las
placas) y se subcultivaron en agar MRS a 37°C en condiciones
anaerobias. Entre ellos, se seleccionan ademds 68 aislados con
las siguientes caracteristicas: bacilos que no forman esporas,
Gram-positivos, catalasa y oxidasa negativos.

Estos 68 aislados seleccionados se caracterizaron
adicionalmente tanto fenotipica (API CH50, APIZYM y evaluacién
de resistencia a antibiéticos) como genéticamente (secuenciacidn
del 16S ARNr y perfil de PCR-RADP). Esta caracterizacién dio
como resultado 59 cepas diferentes que se evaluaron
adicionalmente a través del procedimiento de seleccién descrito
en esta invencién con el fin de obtener posibles candidatos
probiéticos que puedan proteger frente a la mastitis.

Tras este procedimiento de seleccidén, solamente 6 cepas (2
de mujeres, 2 de perras y dos de cerdas) cumplieron todos los
criterios definidos. Se obtuvieron otras cepas de bacterias del
dcido léctico a partir de otras especies de mamiferos, tales
como cabra, oveja, gato, rata y ratones, pero no cumplieron
satisfactoriamente los criterios de seleccidén y por esta razédn

no se incluyen en esta invencién.

e Bifidobacterium breve obteniéndose dicha bacteria de 1leche
humana

e Bifidobacterium breve obteniéndose dicha bacteria de leche
humana

e Lactobacillus reuteri obteniéndose dicha bacteria de leche
porcina

e Lactobacillus plantarum obteniéndose dicha bacteria de leche

porcina
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e Lactobacillus reuteri obteniéndose dicha bacteria de leche
canina

e Lactobacillus fermentum obteniéndose dicha bacteria de leche
canina

e TLactobacillus salivarius obteniéndose dicha bacteria de leche
porcina

e Enterococcus hirae obteniéndose dicha bacteria de leche
felina

e Enterococcus faecalis obteniéndose dicha bacteria de leche
felina

e Lactobacillus plantarum obteniéndose dicha bacteria de leche
felina

e Lactobacillus reuteri obteniéndose dicha bacteria de leche

canina

Ejemplo 2: caracterizacién fisiolégica y genética

Todos estos aislados se caracterizaron fisiolégica vy
genéticamente. Para la identificacién de cada cepa probiodtica,
se realizé un andlisis de fermentacidén API 50CH (BioMerieux) de
las cepas a 37°C en condiciones anaerobias durante 24 y 48
horas, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados de 24 horas se resumieron en la tabla I. Un sustrato
fermentable positivo es aquel con un valor superior a 3.

Debido a la baja especificidad de la caracterizacién API,
se realizdé también el andlisis de las secuencias del ARNr 16S de
las cepas bacterianas seleccionadas. La secuencia del ARN 16S de
las bacterias seleccionadas y su perfil de PCR-RADP se muestran
en la figura 1. Los resultados obtenidos condujeron a la
clasificacién de las cepas bacterianas tal como se ‘indicéd
anteriormente. Con esta clasificacidn, se depositaron las cepas
bacterianas de la invencién segun el Tratado de Budapest en la
CECT -Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo-, Valencia (Espafia) el
17 de abril de 2007 y se les concedieron los siguientes numeros

de acceso:

e Bifidobacterium breve CECT7263
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e Bifidobacterium breve CECT7264
e Lactobacillus reuteri CECT7260
e Lactobacillus plantarum CECT7262
e Lactobacillus reuteri CECT7265

e TLactobacillus fermentum CECT7266
Las siguientes cepas bacterianas de la invencién se depositaron
de acuerdo al Acuerdo de Budapest en la Coleccidn Espafola de

Cultivos Tipo- CECT, Valencia (Espafia) el 30 de mayo de 2008

. Lactobécillus salivarius CELA200
e FEnterococcus hirae EHGI1

e [Enterococcus faecalis EFG1

¢ Lactobacillus plantarum LG14

e TLactobacillus reuteri PDA3
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Tabla I: Patrén de fermentacién de las diferentes cepas

probiéticas de la invencién Los sustratos fermentables positivos

se indican en gris.
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Ejemplo 3: Seleccidén selectiva de las cepas

Ejemplo 3a: Transferencia a la mama tras la ingestién oral

Una vez que se obtuvieron las diferentes cepas candidatas a
partir de leche de mamifero tal como se indicé en el primer
criterio de seleccidén, la siguiente etapa en el procedimiento de
seleccidédn tal como se describe en la presente invencidén es que
las bacterias deben poder transferirse a la leche tras la
ingestién oral o la aplicacidén tépica. Con el fin de someter a

prueba esta capacidad, las supuestas cepas Sse marcaron
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genéticamente tal como se describié previamente (documento WO
2004/003235) y se administraron por via oral a ratas prefiadas
como modelo animal. Se | midieron los lactobacilos,
bifidobacterias y enterococos totales en muestras fecales
neonatales y de leche. Adem&ds, la transferencia especifica de
bacterias se analizé mediante seleccién por PCR de las colonias
obtenidas a partir de la leche de ratas en periodo de lactancia
y de heces neonatales.

Se inocularon por via oral a cuatro ratas Wistar prefiadas
10® ufc de cepas marcadas genéticamente en un vehiculo de 0,5 ml
de leche cada dos dias a partir de dos semanas antes del parto.
Tras el parto, se analizdé la transferencia de bacterias marcadas
genéticamente a la leche materna mediante comparacién de las
bacterias aisladas de las heces necnatales en el dia 0, 5 y 10
tras el parto. Se incubaron todas las placas durante 24 horas a
37°C en condiciones anaerobias. Por cada muestra obtenida se
midieron los recuentos de lactobacilos, bifidobacterias y
enterococos totales. Entre las colonias que crecieron sobre
placas de MRS, se seleccionaron aleatoriamente 50 de cada
muestra y se subcultivaron sobre placas de Cm-MRS. Finalmente,
las colonias resistentes a Cm se usaron como plantillas para
detectar las colonias con marcado genético especifico (figura
2). La transferencia se considerd positiva cuando al menos el 1%

de las colonias obtenidas eran positivas para PCR.

Ejemplo 3b: Inhibicién de la supervivencia de Staphylococcus

aureus

Se evaluaron las cepas probiéticas de esta invencidédn para
determinar su capacidad para producir metabolitos bactericidas
que pueden reducir 1la supervivencia de Staphylococcus aureus
usando en ensayo de difusién en pocillos de agar. Se prepararon
placas de agar TSA que contenian 10° ufc/ml de S. aureus. Se
cortaron pocillos con un didmetro de S mm en el agar usando un
sacabocados estéril. Luego, se afiadieron 50 ul de un
sobrenadante concentrado 2 veces de cada disolucidén de cepa

probidtica a los pocillos y se dejd difundir en el agar durante
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un periodo de preincubacién de 2 horas a 4°C, seguido de
incubacién aerobia de las placas a 37°C durante 16-18 horas.
Tras el periodo de incubacién, se observé un halo de inhibiciédn
y se midié (en milimetros) para evaluar el efecto bactericida de

los candidatos probidéticos (figura 3A).

Ejemplo 3c: Inhibicién de la adhesién de Staphylococcus aureus a

las células epiteliales

Se cultivaron lineas de células intestinales Caco-2 hasta
confluencia en placas de plastico de 35 mm que contenian 2 ml de
medio sin antibiéticos. En el dia 10-14 posterior a la
confluencia, se sustituyé 1 ml del medio pcr 1 ml de una
suspensién de 10® bacterias probiéticas en DMEM. Se incubaron
los cultivos durante 1 hora a 37°C. Después de esto, se afiadid 1
ml de una suspensidén de 10® bacterias patégenas (S. aureus) en
DMEM a los cultivos y se incubdé durante 1 hora méds a 37°C. Se
lavaron las células dos veces con PBS y se fijaron con metanol
al 70% enfriado con hielo durante 30 minutos. Se secaron con
aire las placas y se realizdé tincidén de Gram. Las bacterias
unidas se visualizaron usando un microscopio éptico Axiovert 200
(Zeiss) a aumento de 1000x en inmersidén en aceite. Se contd el
numero de bacterias Gram-negativas en 10 campos aleatorizados y
los resultados se expresaron como la media del % de bacterias
patbégenas unidas a las células en comparacién con los cultivos

control sin cepas probidticas (figura 3B).

Ejemplo 3d: Proteccidén frente a la mastitis

Para evaluar la eficacia de los candidatos probidticos para
proteger frente a la mastitis, se usdé un modelo de ratones de
esta patologia. En resumen, se administrod un aporte
complementario a 10 ratas Wistar prefladas por grupo diariamente
mediante sonda nasogastrica de 10° wufc/dia de <cada cepa
probiética en un vehiculo de 200 pl de leche durante dos semanas
después del parto. Una semana tras el parto, se indujo la
infeccién de mastitis en los animales mediante la inyeccién de

10°% ufc de S. aureus en el cuarto par de gléndulas mamarias. Se
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recogié la leche extraida los dias 0, 5 y 10 posteriores a la
infeccién para medir la carga bacteriana (figura 4A); y se
sacrificaron 5 ‘animales de cada grupo los dias 5 y 10
posteriores a la infeccién con el fin de obtener biopsias de
glandulas mamarias para evaluar el proceso inflamatorio mediante
examen histolégico.

Se fijaron las glandulas enteras en formalina al 5% y se
deshidrataron con alcohol, y finalmente se incluyeron en
parafina. Se tifieron los cortes de tejido con hematoxilina-
eosina y se examinaron de un modo ciego (figura 4B). Para
evaluar cualitativamente las alteraciones de la histologia de la
glandula mamaria, se determindé un valor (IIV) del 1indice

inflamatorio de la siguiente forma:

— Puntuacién O: Sin infiltracién

Puntuaciédén 1: Infiltracidén intersticial leve de
células PMN en zonas aisladas de secciones

de tejido, epitelio tubular no dafiado

~ Puntuacidén 2: Infiltracidén intersticial cubriendo
la mayoria de los campos, zonas dispersas
de dafio tisular con pérdida de estructura
tisular, y escasas imagenes de formacidn

de abscesos

Puntuacién 3: Infiltracidén severa cubriendo la

mayoria de los campos, zonas frecuentes de
dafio  tisular con pérdida de de la
arquitectura tisular, e imagenes

frecuentes de formacidén de abscesos.

Ejemplo 4: Potencial probiético de las cepas

Las cepas seleccionadas se analizaron adicionalmente para
determinar diferentes caracteristicas que podrian potenciar sus
capacidades para actuar como cepas probidticas. Los resultados

obtenidos se describen en los ejemplos indicados.

Ejemplo 4a: Adhesidén a células Caco-2 y HT-29
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Para los ensayos de adhesién se usaron las lineas celulares
Caco-2 (ATCC HTB-37) y HT-29 (ATCC HTB-38) como modelo de las
células intestinales. Ambas lineas celulares presentaban
propiedades caracteristicas de las células intestinales tales
como la polarizacién, expresidén de enzimas intestinales,
produccién de polipéptidos estructurales particulares y mucinas.

Se hicieron crecer las células en frascos de pléstico (75
cm?, Nunc) en DMEM como medio de cultivo complementado con STF

inactivado al 10%, aminoacidos no esenciales,

penicilina/estreptomicina 100 U/ml, anfotericina 1 pg/ml. El
cultivo se realizé a 37°C en una atmésfera que comprendia aire
al 95% y CO;, al 5%. El medio se cambidé dos veces al dia y las
células se dividieron cada semana.

Las lineas de c¢élulas intestinales Caco-2 y HT-29 se
dividieron en placas de plastico de 35 mm en 2 ml de medio sin
antibiéticos hasta confluencia. En los dias 10-14 posteriores a
la confluencia, se sustituyé 1 ml del medio por 1 ml de una
suspensién de 10° bacterias en DMEM (PAA). Se incubaron los
cultivos durante 1 hora a 37°C. Después de esto, se lavaron las
células dos veces con PBS y se fijaron con metanol al 70%
enfriado en hielo durante 30 minutos. Las placas se secaron con
aire y se realizdé tincidén de Gram. Las bacterias unidas se
visualizaron usando un micrécopio béptico Axiovert 200 (Zeiss) a
aumento de 1000x en inmersién en aceite. Se contaron veinte

campos aleatorizados y los resultados se expresaron como la
media del numero de bacterias unidas a las células por campo =

DE (figura 5)

Ejemplo 4b: Resistencia a las sales biliares y acido

Para analizar la resistencia de las cepas probidticas de
esta invencién al contenido en sales biliares alto y &cido,
condiciones que se encontrardn estas bacterias durante el
transito digestivo, se cultivaron bacterias en medio de caldo
MRS a pH 3,0 o con un 2% de sales biliares (Sigma) durante 90
minutos. Se calculdé la supervivencia mediante siembra en placas

de agar MRS de diluciones seriadas y se compard con el numero de
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colonias obtenidas en las condiciones control (caldo MRS, pH
5,8). Se cultivaron las placas durante 24 horas a 36°C en
condiciones anaerobias extremas. El experimento se repitié tres

veces (figura 6).

Ejemplo 4c: Resistencia a antibidticos

El uso de antibiéticos modernos conduce a una reduccidn de
la microflora intestinal comensal que algunas veces se relaciona
con diarrea y otros trastornos intestinales. Ademés, esta
reduccién de la cantidad de bacterias intestinales podria ser la
consecuencia de bacterias patdgenas oportunistas y virus para
infectar al huésped. El uso de antibidticos para bloquear la
infeccién no soluciona este trastorno sino que lo complica. En
otras situaciones como inflamacién intestinal, en la que los
probiéticos podrian ejercer un papel beneficioso, este posible
efecto estd limitado algunas veces por el tratamiento simulténeo
con antibiéticos. Por todas estas razones, la selecciédn de
posibles cepas probidéticas que pueden resistir a antibidticos
comunes debe ser claramente interesante.

Para analizar la resistencia de las cepas probidticas de
esta invencidén, se usdé un ensayo de difusién en pocillos de
agar. Se prepararon placas de agar Mieller-Hinton que contenian
10° ufc/ml de cada cepa probiética. Luego se afiadieron discos
comerciales con antibiéticos a los pocillos y se les permitié
difundir en el agar durante un periodo de preincubacién de 10
minutos a temperatura ambiente, seguido de incubacién anaerobia
extrema de las placas a 36°C durante 16-18 horas.

La resistencia a antibidéticos de las cepas probidticas de

esta invencidén se resume en la tabla II.

Tabla II: Resistencia a antibidticos de las diferentes cepas

probidéticas de la invencién
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Ejemplo 4d: Produccidén de metabolitos antimicrobianos

Se ha sugerido que el mecanismo principal usado por las
sustancias probiéticas estad controlando el equilibrio entre las
bacterias utiles y perjudiciales es el intestino. Cuando se
reduce el numero de bacterias tutiles, las bacterias oportunistas
podrian crecer excesivamente y alterar el bienestar del huésped
o incluso inducir una infeccién. La mayoria de los organismos
bacterianos han adquirido caracteristicas o mecanismos que
reducen las capacidades de crecimiento de otros microorganismos
que cohabitan con ellos y asi, permitir su crecimiento
selectivo. La reduccidén de pH a través de la produccién de é&cido
por bacterias del &cido lactico es uno de tales mecanismos.
Ademas, algunas bacterias del A&cido lactico producen también
componentes de péptidos bioactivos y otros metabolitos que
inhiben de manera selectiva el crecimiento de otras bacterias,
levaduras u hongos. Este es el caso de reuterina (un aldehido) o
bacteriocinas (péptidos, tales como nisina o pediocina PA-1).

Se evaluaron las cepas probidticas de esta invencidn para
determinar su capacidad para producir metabolitos bactericidas
usando un ensayo de difusidén en pocillos de agar. Se prepararon
placas de agar TSA que contenian 10° ufc/ml de diferente cepa de
bacterias patégenas y se sometieron a ensayo tal como se indicd
previamente en el ejemplo 3b para S. aureus. Los resultados

obtenidos se describieron en la tabla III.

Tabla III: potencial inhibidor patdégeno de las diferentes cepas

probidéticas de la invencién
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Ejemplo 5:

Efecto de las cepas probidticas de esta invencién

sobre la traslocacién de Salmonella typhimurium en ratones tras
la inmunizacién con vacunas de Salmonella inactivadas

La traslocacidén de bacterias Gram-negativas a través del
epitelio intestinal puede producirse especialmente en sujetos
tras cirugia, enfermedad o infeccién gastrointestinal. Si no se
trata puede conducir a endotoxemia. En este ejemplo, se examind
el efecto de alimentar las cepas probidticas de esta invencién
sobre la traslocacién del ©patdgeno intestinal Salmonella
typhimurium.

Se sometieron a ayuno ratones Balb/c macho (de 6-8 semanas
de edad) con 1x10%® ufc en 0,2 ml de leche o leche sola durante
dos semanas. Después de esto, se inmunizaron los ratones o bien
por via oral o bien no con una vacuna de Salmonella inactivada
(10®° ufc inactivadas con paraformaldehido en 0,2 ml de leche).
Tras la inmunizacién, se sometieron a ayuno los ratones durante
dos semanas mas con las preparaciones probidéticas en dias
alternos durante dos semanas mas. Dos semanas después de la

inmunizacién oral, se expusieron todos los ratones por via oral
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a S. typhimurium viva (10'° ufc en 0,2 ml de leche). Luego, tras
24-48 horas, se determiné el nivel de colonizacién de S.
typhimurium en el bazo en la mitad de los animales. Se siguié al
resto de los animales durante dos semanas adicionales con el fin
de evaluar la supervivencia de los animales tras la infeccién
por Salmonella.

Los resultados obtenidos demuestran que la mayoria de las
sustancias probiéticas sometidas a prueba potencian el efecto
beneficioso de la vacunacién de ratones con la vacuna de

Salmonella inactivada tal como se muestra en la figura 7.

Ejemplo 6: Efecto de L. plantarum CECT7262 o L. reuteri CECT7260
sobre la prevencién de la diarrea neonatal en lechones recién
nacidos.

El destete de lechones a las 3-4 semanas de edad esta
correlacionado con una tasa de mortalidad alta en aquellos
animales, debido principalmente a un aumento en la incidencia de
infecciones diarreicas. Probablemente, esta alta mortalidad se
relaciona con una regulacidén por disminucién de sus defensas
debido a la modificacién estresante de su estado de tratamiento
médico y nutricional y con cambios en la composicién de su
microbiota intestinal.

Por esta razén, los ganaderos han intentado solucionar este
problema con el uso de varios enfoques tales como el uso de
antibiéticos, componentes protectores de la mucosa o)
estimulantes inmunitarios, tales como <colistina o Zn0O. Sin
embargo, la prohibicién de la UE del uso de antibiéticos para la
produccidén animal en 2006 ha agravado la situacidén. Por esta
razdén, el uso de sustancias probidticas que pueden modular la
microbiota intestinal y la respuesta inmunitaria aparece como
una posible alternativa.

Se compard el efecto de la administracién de 3x10° ufc/dia
de L. reuteri CECT7260 y L. plantarum CECT7262 frente a la
administracién de wuna formulacidédn de alimentacidén animal que

contenia 3000 ppm de ZnO y 40 ppm de colistina en dos grupos de
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48 y 45 cerdos destetados, respectivamente, durante un periodo
de 34 dias.

En ambos grupos, ninguno de los animales padecié diarrea ni
murié durante el estudio, y la evolucién del peso corporal fue
también similar entre ambos tratamientos, sugiriendo que una
formulacién de alimentacién animal complementada con estos

probiéticos es, al menos, tan buena como las que contenian

sustancias probidticas convencionales y moduladores
inmunitarios.
Ejemplo 7: Efecto de las bacterias probidéticas sobre 1la

produccién de citocinas inflamatorias e IgG

Aparte de la reduccién del riesgo de infeccidn, muchos
efectos clinicos asociados a tratamientos probidticos se deben a
las capacidades inmunomoduladoras de las cepas probiéticas
seleccionadas. La regulacién de la respuesta inmunitaria esta

mediada normalmente a través de un cambio en el equilibrio entre

citocinas proinflamatorias (Thl) tales como TNF-a, citocinas
humorales (Th2) tales como IL-4 o IL-13, y citocinas reguladoras
(Th3) tales como IL-10 y TGF-B. Ademds, el sesgo en la respuesta
inmunitaria modulard también la secrecidén de inmunoglobulinas
durante la respuesta humoral posterior. Por esta razdén, también
se ha sometido a prueba el efecto de algunas de las cepas
probidticas de esta invencién para regular la expresidén de
algunas de estas IgG y citocinas clave.

Se han usado macrdéfagos derivados de la médula O6sea
estimulados con LPS 100 ng/ml (Sigma) como modelo celular. Se
cultivaron 10° macréfagos/pocillo en placas de plastico de 24
pocillos (Nunc) con 1 ml de DMEM. Una vez unidos, se estimularon
los macréfagos o no con LPS 100 ng/ml y con 107 ufc/ml de las
cepas probiéticas indicadas durante 12 horas a 37°C en una
atmésfera de CO, al 5%. Se recogieron los sobrenadantes y se

analizé la produccién de citocinas usando un ELISA (Biosource)

de TNF-o de ratén o IL-10 de ratén. Los resultados obtenidos se

resumen en la figura 8A y B.
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Se realizé el anadlisis del efecto de las cepas probidticas
de esta invencién sobre la producciédn de inmunoglobulinas usando
cultivos de linfocitos obtenidos del bazo de ratones Balb/c
macho (de 6-8 semanas de edad). Se cultivaron 2x10° linfocitos
en 1 ml de DMEM en placas de plastico de 24 pocillos y se
estimularon con cultivos probiéticos inactivados (10° ufc/ml) en
presencia o ausencia de LPS 25 pg/ml durante 6 dias. Se evalud
la produccién de IgG por los linfocitos usando un ELISA para IgG

de ratdn de Bethyl (figura 8C).
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la seleccién de probidticos que comprende

las etapas de:

(i) aislar las cepas de bifidobacterias o bacterias del

dcido lactico presentes en la leche fresca de una
especie de mamiferos mediante la seleccién en medios

de cultivo de acido lactico,

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

pueden transferirse a la glandula mamaria tras la
ingestién oral y/o colonizar la glandula mamaria

tras su aplicacidén toédpica,

(iii) seleccionar aquellas cepas de 1la etapa (ii) que

pueden reducir las tasas de supervivencia y/o las
tasas de adhesi6tn a las células epiteliales de

Staphylococcus aureus y

(iv) seleccionar aquellas cepas de la etapa (iii) que

pueden proteger a los animales frente a la mastitis.
Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la leche
usada en la etapa (i) se selecciona de leche humana,
porcina, bovina, de gato, ovina y canina.
Cepa probidtica que pueden obtenerse mediante el
procedimiento seguin las reivindicaciones 1 6 2.
Cepa probidtica segin la reivindicacién 3, caracterizada
porque la cepa se selecciona del grupo de Bifidobacterium
breve depositado en la CECT con el numero de registro 7263,
Bifidobacterium breve depositado en la CECT con el numero de
registro 7264, Lactobacillus reuteri depositado en la CECT
con el numero de registro 7260, Lactobacillus plantarum
depositado en la CECT con el numero de registro 7262,
Lactobacillus fermentum en la CECT con el numero de registro
7265 y Lactobacillus reuteri depositado en la CECT con el
numero de registro 7266, Enterococcus hirae EHG11,
Lactobacillus plantarum LGl4, Enterococcus faecalis

EFGl, Lactobacillus salivarius CELA200, Lactobacillus
reuteri PDA3.
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Sobrenadante de un cultivo de una cepa o de una mezcla de
cepas segun las reivindicaciones 3 & 4.

Cepa probidética segtn las reivindicaciones 3 6 4 o una
mezcla de cepas segun las reivindicaciones 3 6 4 o un
sobrenadante segun la reivindicacién 5, para su uso como un
medicamento.

Composicién, producto farmacéutico, alimentacidén o producto
nutricional que comprende al menos una cepa probidtica segun
las reivindicaciones 3 &é 4 o un sobrenadante segun la
reivindicacién 5.

Composicién, producto farmacéutico, alimentacién o producto
nutricional segun la reivindicacién 7, gque estd en forma
congelada, liofilizada o deshidratada.

Composicidén, producto farmacéutico, alimentacién o producto
nutricional segun las reivindicaciones 7 u 8, en los que la
cepa probidtica o la mezcla de la misma estd en forma
parcial o totalmente inactivada.

Uso de una cepa probidtica segun las reivindicaciones 3 6 4
o una mezcla de la misma o un sobrenadante segun la
reivindicacién 5, para la fabricacidén de un medicamento para
el tratamiento y/o la profilaxis de una infestacién o
infeccién aguda o crénica, o de una colonizacidédn microbiana
no deseada, en el que la infecciédn, infestacidén o
colonizacién estd producida por parasitos, Dbacterias,
levaduras, hongos o virus, que afectan a cualquier mucosa o
superficie corporal en un sujeto o animal que lo necesite.
Uso seguin la reivindicacidén 10, en el que la infeccidn es
mastitis y la cepa probidtica se ha seleccionado en la etapa
(i) usando leche de la misma especie que se pretende tratar.
Uso segun la reivindicacién 10, en el que la infeccidn es
diarrea neonatal.

Uso de una cepa probidtica segin las reiVindicaciones 36 4
o una mezcla de la misma o un sobrenadante segun la
reivindicacidén 5, para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento y/o la profilaxis de reacciones de

hipersensibilidad frente a alimentos e intolerancia
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metabdlica; de estrefiimiento y otros trastornos
gastrointestinales; de trastornos autoinmunitarios o
inflamatorios seleccionados del grupo de EII, colitis
ulcerosa, artritis, aterosclerosis, esclerosis multiple,
psoriasis, sarcoidosis; y de crecimiento tumoral, metastasis
y céncer en un sujeto o animal que lo necesite.

Uso de una cepa probidtica segun las reivindicaciones 3 ¢ 4
o una mezcla de la misma o© un sobrenadante segun la
reivindicacién 5, para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento y/o la profilaxis de trastornos alérgicos y
asma en un sujeto o animal que lo necesita.

Uso de una cepa probidtica segun las reivindicaciones 3 ¢ 4
o una mezcla de la misma o un sobrenadante segun la
reivindicacién 5, para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento y/o la profilaxis de niveles inmunitarios
temporalmente deprimidos en individuos o animales sometidos
estrés fisioldégico y derivado de un tratamiento médico.

Uso segun las reivindicaciones 10 a 15, en el que la cepa ©
composicién se administra por via oral, tépica, nasal,
enteral, ocular, genitourinaria, rectal o vaginal.

Uso segun las reivindicaciones 10 a 15, en el que la cepa,
composicidén, producto farmacéutico, alimentacidn o producto
nutricional estd diseflado para administrarse a mujeres o
animales en periodo de lactancia para el tratamiento
terapéutico o profiladctico de los fetos y/o sus bebés o

crias lactantes.
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Bifidobacterium breve (CECT under Accession N° 7263)

TCGNGTNNGAAGNACAATAAACACNTAAGTGCCTTGCTCCCTAACAAAAGA
GGTTTACAACCCGCAAGGCCTCCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAG
GCTTGCGCCCATTGATGCAATATTCCCCANTGCTGCCTCCCGATANGAGT
CTGGGCCGTATCTCAGTCCCAATGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGL
TACCCGTCGAAGCCATGGTGGGCCGTTACCCCGCCATCAAGCTGATAGGA
CGCGACCCCATCCCATGCCGCAAAGGCTTTCCCAACACACCATGCGGTGT
GATGGAGCATCCGGCATTACCACCCGTTTCCAGGAGCTATTCCGGTGCAT
GGGGCAGGTCGGTCACGCATTACTCACCCGTTCGCCACTCTCACCACCAG
GCAAAGCCCGATGGATCCCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCA
GCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCTAA

Bifidobacterium breve (CECT under Accession N° 7264)

TNCGCGANGAAGAAATAAAACAAAGTGCCTTGCTCCTAACAAAAGAGGTT
TACAACCCGAANGCCTCCATNCCTCACGNGGNGTCNCATGCATCAGGCTT
GCGCCCATTGTGNAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTANGAGTCTGGGC
CGTATCTNANTCCCAATGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGT
CGAAGCCATGGTGGGCCGTTACCCCGCCATCAAGCTGATAGGACGCGAC
CCCATCCCATGCCGCARAGGCTTTCCCAACACACCATGCGGTGTGATGGA
GCATCCGGCATTACCACCCGTTTGCAGGAGCTATTCCGGTGCATGGGGCA
GGTCNGTNACGCATTACTNACCCGTTCGCCACTCTCACCACCAGGCAAAG
CCCGATGGATCCCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCNGCGTTC |
ATCCNNAAACAGGATCAAACTCTAAA

Lactobacillus reuteri (CECT under Accession N° 7260)

GCNTGGGNGAACGGTCACTGCGGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACA
GAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGC
CCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTC
CATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTAC
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTT
CAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTT
ATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTGGTG
ATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACTTGC
ATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGNCAGGATCNAAACTCTAA

Lactobacillus plantarum (CECT under Accession N° 7262)

GGCCTGGGAANCCGGTCATACCTGGAACAGGTTACCTCTCAGATATGGTTCTTCTTTAA
CAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACT
TTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTC
AGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCC
GTTACCTCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGACCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCA
TCTTTCAAACTCGGACCATGCGGTCCAAGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAG
GTGTTATCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCACGTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCAC
TCAAATGTAATTCATGATGCAAGCACCAATCATTACCAGAGTTCGTTCGACTTGCATGT
ATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGACAGGATCAAAACTCTA

Figura 1A
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Lactobacillus fermentum (CECT under Accession N° 7265)

TACACGATATGAACAGNTTACCTCTCATACGGTGNTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTTA
CGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTGTG
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTGTGG
CCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAA
CAAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTAAGCGT
TGTTCATGCGAACAACGNTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTGTCCCCC
GCTTCTGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTGGCGACCAAAA
TCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAATTGGGCCAACGCGTTCGACTTGCATGTATTA
GGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANTCTAA

Lactobacillus reuteri (CECT under Accession N° 7266)

ACCGNGGGNNAACGACACTGCGNGNACAGNTTACTCTCACGCACGNTTCTTCTCCAACA
ACAGAGCTTTACGAGCCGARACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTG
CGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAG
TTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGT
TACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATC
TTTCAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAAT
GTTATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTG
GTGATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACT
TGCATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANTCTAA

Enterococcus hirae EHG11:
GACAGTTACTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGARAACCTT
CTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTATGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCG
CGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCAAATCAAAACCATGCGGTTTCG
ATTGTTATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTGATGGGCAGGTTA
CCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCCTCTTTTTCCGGTGGAGCAAGCTCCGGTGG
AAAAAGAAGCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAG
GT

Lactobacillus plantarum 1.G14:
TTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCA

CTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCG
GCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCYCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGA
CCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCATCTTTCAAGCTCGGACCATGCGGTCCAAGTTGT
TATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCAC
GTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGATGCAAGCACCAATCAA
TACCAGAGTTCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAG

Figura 1B
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Enterococcus faecalis EFG1: ‘
CTATCATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGG

AGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTG
GAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGC
TTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGT
CTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTA
GAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCCAGCA

Lactobacillus salivarius CELA200:
GGGTGGGGNGANCAGAACATGAAATGAACAGTTTACATCTCACCTCGCTGNTTCTTCCT

CTAACAACAGAGCTTTTACGACTCCGAAGGACCTTCTTCACATCACGCGGCGTNTGCTC
CATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGG
CCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCAACCTCTCAGATTCGGCTACGTATCATCACC
TTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACTAGTTAATACGCCGCGGGTCCATCTAAAAGCGATA
GNAGAACCATCTTTCATCTAAGGATCATGCGATCCTTAGAGATATACGGNATTAGCACC
TGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTTTTAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCC
GCCACTCAACTTCTTACGGTGAATGCAAGCATTCGGTGTAAGAAAGTTTCGTTCGACTT
GCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTNATGAGCCAGGATCAAACTCTA

Lactobacillus reuteri PDA3:
GCNTGGGNGAACGGTCACTGCGGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACA

GAGCTTTACGAGCCGAARACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGC
CCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTC
CATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTAC
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTT
CAAACARAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTT
ATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTGGTG
ATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACTTGC
ATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGNCAGGATCNAAACTCTAA

Figura 1C
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atctcagtcc

ggccgttacc

cccaacacac

tccggtgcat

gcaaagccceg

tgagccagga

aggtttacaa

cattgatgca

caatgtggcec

ccgccatcaa

catgcggtgt

ggggcaggtc

atggatcccg

tcaaactcta

60

120

180

240

300

360

420

480

481
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

misc_feature

misc_feature
(63)..(63)

nesa, c, g,

misc feature
(72)..(72)

nesa, c, g,

misc feature
(80)..(80)

nesa, c 4g,

misc_feature
(83)..(83)

nesa, c, g,

misc_ feature
(87)..(87)

nesa, c, g,

misc_feature
(114)..(114)

nesa c, g,

misc feature
(141)..(141)

nes a, ¢, g,



<220>
<221> misc_feature
<222> (159)..(159)

<223> nes a ¢, g, ot

<220>
<221> misc_feature
<222> (lel)..(l61)

<223> nesa, ¢, g, ot

<220>
<221> misc_feature
<222> (355)..(355)

<223> nesa c, g, ot

<220>
<221> misc_feature
<222> (358)..(358)

<223> nes a, ¢, g, ot

<220>
<221> misc_feature
<222> (369)..(369)

<223> nesa c, g, ot

<220>
<221> misc_feature
<222>  (444)..(449)

<223> nesa c, g, ot

<220>
<221> misc_feature
<222> (455)..(456)

<223> nesa c, g, ot

<400> 2

tncgcganga agaaataaaa caaagtgcct tgctccecctaa caaaagaggt ttacaacccg 60

aangcctcca tncctcacgn ggngtcncat gcatcaggect tgcgcccatt gtgnaatatt 120
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ccccactget

cctctcaggce

aggacgcgac

gcatccggca

gcattactna

ttgcatgtgt

gcctcecgta

cggctacccg

cccatcccecat

ttaccacccg

cccgttegec

taagcacgcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

3
515
ADN

ngagtctggg

tcgaagccat

gccgcaaagg

tttccaggag

actctcacca

gcengegttce

L. fermentum CECT 7265

misc_feature
(17)..(17)

nes a, ¢, d,

misc_ feature
{35)..(35)

nesa, ¢ g,

misc_feature
(313)..(313)

nesa, ¢, g,

misc_feature
(510) ..(510)

nesa, ¢, g,

ccgtatctna

ggtgggcecgt

ctttcccaac

ctattccggt

ccaggcaaag

atccnnaaac

ntcccaatgt

taccccgceca

acaccatgcg

gcatggggca

cccgatggat

aggatcaaac

ggceggtege

tcaagctgat

gtgtgatgga

ggtcngtnac

cccgttegac

tctaaa

180

240

300

360

420

476
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<400> 3
tacacgatat
gagccgaaac
agattcccta
atcagtctct
ctaatgcacc
atgcgaacaa
gggcaggtta
ggtgcaagca
gccggegtte
<210> 4
<211> 526
<212> ADN
<213> L.
<220>
<221>
<222> (5).
<223>
<220>
<221>
222> (9).
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

gaacagntta

ccttcecttcac

ctgctgectce

caactcggct

gcaggtccat

cgntgttatg

cctacgtgtt

ccatcaatca

atcctgagcc

misc_feature

. (5)

nesa, ¢ d,

misc_ feature

. (10)

nesa, ¢, g,

misc_feature
(23)..(23)

nesa, ¢, d,

cctctcecatac

tcacgecggtg

ccgtaggagt

atgcatcatc

ccagaagtga

cggtattagce

actcacccgt

attgggccaa

aggatcaaan

reuteri CECT 7266

ot

ot

ot

ggtgnttctt

ttgctccatce

atgggccecgtg

gccttggtag

tagcgagaag

atctgtttce

ccgeccactcg

cgcegttcegac

tctaa

ctttaacaac

aggcttgcege

tctcagtcece

gcecgttaccece

ccatctttta

aaatgttgtc

ttggcgacca

ttgcatgtat

agagctttac

ccattgtgga

attgtggccg

caccaacaag

agcgttgttc

cceegettet

aaatcaatca

taggcacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

515
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<220>

<221> misc
<222> (25)
<223> n es
<220>

<221> nmisc
<222> (30)
<223> n es
<220>

<221> misc
<222> (406).
<223> n es
<220>

<221> misc
222> (521
<223> n es
<400> 4
accgngggnn
cagagcttta
cccattgtgg
cattgtggce
ttaccaacta
aacaaaagcc
ccecegetecg
atcgtcaatc
ttaggcacac

_feature

.. (25)

a, ¢, 9,

_feature

.. (30)

a, ¢, g,

_feature

. (40)

a, ¢, g,

_feature

) .. (521)

a, ¢, 9,

aacgacactg

cgagccgaaa

aagattccct

gatcagtctc

gctaatgcac

atgtggcecttt

gggcaggtta

aggtgcaagce

cgceggegtt

cgngnacagn

cccttcecttca

actgctgcect

tcaactcggce

cgcaggtcca

tgttgttatg

cctacgtgtt

accatcaatc

catcctgagce

ttactctcac

ctcacgcggt

cccgtaggag

tatgcatcat

tcccagagtg

cggtattagce

actcacccgt

agttgggcca

caggatcaaa

gcacgnttct

gttgctccat

tatggaccgt

cgccttggta

atagccaaag

atctgtttcc

ccgccactca

gtgcgtacga

ntctaa

tctccaacaa

caggcttgcg

gtctcagttc

agccgttacc

ccatctttca

aaatgttatc

ctggtgatcc

cttgcatgta

60

120

180

240

300

360

420

480

526
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<210> 5
<211> 524
<212> ADN
<213> L.

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

<223>

<400> 5
gcntgggnga

agctttacga

attgtggaag

tgtggccgat

ccaactagct

aaaagccatg

reuteri CECT

misc_feature

misc_feature
(8).

nesa, c, g,

. (8)

misc_feature
(507)..(507)

nesa, ¢, g,

misc feature
(515)..(515)

nesa, c, g,

acggtcactg

gccgaaaccce

attccctact

cagtctctca

aatgcaccgc

tggcttttgt

7260

cggaacagtt

ttcttcacte

gctgcctcec

actcggctat

aggtccatcc

tgttatgcgg

actctcacgce

acgcggtgtt

gtaggagtat

gcatcatcgce

cagagtgata

tattagcatc

acgttcttet

gctccatcag

ggaccgtgtc

cttggtaagc

gccaaagcca

tgtttccaaa

CcCaacaacag

gcttgcgceccece

tcagttccat

cgttacctta

tctttcaaac

tgttatcccc

60

120

180

240

300

360
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9

cgctccgggg caggttacct acgtgttact cacccgtccg ccactcactg gtgatccatc

gtcaatcagg tgcaagcacc atcaatcagt tgggccagtg cgtacgactt gcatgtatta

ggcacaccgc cggcgttcat cctgagncag gatcnaaact ctaa

<210> 6
<211> 519
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 6
ggcctgggaa

aacagagttt

cgtccattgt

cccaatgtgg

cctcaccatc

caaactcgga

tceceecegett

taattcatga

cgccgecagce

<210> 7

<211> 474
<212> ADN

misc_ feature
(11)..(11)

nesa ¢ g,

ncecggtcata

tacgagccga

ggaagattcc

ccgattaccc

tagctaatac

ccatgcggtce

ctgggcaggt

tgcaagcacc

gttcgtcctg

L. plantarum CECT 7262

ot

cctggaacag

aacccttett

ctactgctgce

tctcaggtcg

gccgcgggac

caagttgtta

ttcccacgtg

aatcattacc

agacaggatc

gttacctctc

cactcacgcg

ctccegtagg

gctacgtatc

catccaaaag

tgcggtatta

ttactcacca

agagttcgtt

aaaactcta

agatatggtt

gcgttgctcce

agtttgggcc

attgccatgg

tgatagccga

gcatctgttt

gttcgccact

cgacttgcecat

cttctttaac

atcagacttt

gtgtctcagt

tgagccgtta

agccatcttt

ccaggtgtta

cactcaaatg

gtattaggca

420

480

524

60

120

180

240

300

360

420

480

519
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<213>

<400> 7
gacagttact

ttcactcacg

gcctceegta

cggctatgca

tccatccatc

tatacggtat

tgttactcac

agcgttcgac

<210> 8

<211> 469

<212> ADN

<213>

<400> 8
ttactctcag

tcacgcggeg

ccgtaggagt

acgtatcatt

ccaaaagtga

ggtattagca

ctcaccagtt

ctcatccttg

cggcgttget

ggagtttggg

tcgtegecett

agcgacaccc

tagcacctgt

ccgttcgeca

ttgcatgtat

atatgttctt

ttgctccatc

ttgggcegtg

gccatggtga

tagccgaage

tctgtttcca

cgccactcac

Enterococcus hirae EHG1l1

ttcttctcta

cggtcagact

ccgtgtctca

ggtgagcegt

gaaagcgcect

ttccaagtgt

ctcctetttt

taggcacgcc

ctttaacaac

agactttcgt

tctcagtecce

gccgttacey

catctttcaa

ggtgttatcc

tcaaatgtaa

acgacagagt
ttcgtecatt
gtcccaatgt
tacctcacca
ttcaaatcaa
tatccecttce
tccggtggag

gccagcegtte

Lactobacillus plantarum LG14:

agagttttac

ccattgtgga

aatgtggecg

caccatctag

gctcggacca

ccecgettetg

atcatgatgce

tttacgatcc

gccgaagatt

ggccgatcac

actagctaat

aaccatgcgg

tgatgggcag

caagctccgg

gtcectgagcec

gagccgaaac

agattcccta

attaccctct

ctaatacgcc

tgcggtccaa

ggcaggtttc

aagcaccaat

gaaaaccttc

ccctactget

cctctcaggt

gcaccgcggg

tttcgattgt

gttacccacg

tggaaaaaga

aggt

ccttecttcac

ctgctgcectce

caggtcggct

gcgggaccat

gttgttatgc

ccacgtgtta

caataccaga

60

120

180

240

300

360

420

474

60

120

180

240

300

360

420
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11

gttcgttcga cttgcatgta ttaggcacgc cgccagegtt cgtcctgag

<210> 9
<211> 493
<212> ADN
<213>

<400> 9

ctatcatgca

gtggcggacg

aacaggtgct

cgggtgtcge

caaggccacg

gcccagactce

gagcaacgcc

acaaggacgt

tacgtgccca

<210> 10

<211> 524

<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

agtcgaacgc
ggtgagtaac
aataccgcat
tgatggatgqg
atgcatagce
ctacgggagg
gcgtgagtga
tagtaactga

gca

misc feature

ttectttectce

acgtgggtaa

aacagtttat

acccgcggtg

gacctgagag

cagcagtagg

agaaggtttt

acgtccectg

Enterococcus faecalis EFGl:

ccgagtgett

cctacccatce

gccgeatgge

cattagctag

ggtgatcggc

gaatcttcgg

cggatcgtaa

acggtatcta

Lactobacillus salivarius CELAZ200:

gcactcaatt

agagggggat

ataagagtga

ttggtgaggt

cacactggga

caatggacga

aactctgttg

accagaaagc

ggaaagagga

aacacttgga

aaggcgcettt

aacggctcac

ctgagacacg

aagtctgacc

ttagagaaga

cacggctaac

60

120

180

240

300

360

420

480

493
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<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<400>

misc_feature
(12)..(12)

n is a, ¢, g,

misc_feature
(51)..(51)

n is a, ¢, g,

misc feature
(113)..(113)

n is a, ¢, g,

misc_feature
(297)..(297)

n is a, c, g,

misc_feature
(345)..(345)

n is a, ¢, 9,

misc_feature
(503)..(503)

n is a, ¢, g,

10

g9ggtggggng

taacaacaga

tcagacttgc

tgtctcagtc

taggccgtta

ancagaacat

gcttttacga

gtccattgtg

ccaatgtggc

ccccaccaac

or t

or t

or t

or t

or t

or t

gaaatgaaca

ctccgaagga

gaagattccc

cgatcaacct

tagttaatac

12

gtttacatct

ccttettcac

tactgctgcce

ctcagattcg

gcecgegggte

cacctcgetyg

atcacgcggc

tccegtagga

gctacgtatc

catctaaaag

nttcttcctce

gtntgctcca

gtttgggceg

atcaccttgg

cgatagnaga

60

120

180

240

300
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accatctttc atctaaggat
caagtgttat ccccttcttt
aacttcttac ggtgaatgca
taggcacgcc gccagcegttc
<210> 11

<211> 524

<212> ADN

<213> Lactobacillus
<220>

<221> mnisc_feature
<222>  (3)..(3)

<223> n is a, ¢, g,

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

misc_ feature

(8).

. (8)

n is a, ¢, g,

nisc feature

(507)..(507)

n is a, ¢, g,

nisc_ feature

(515)..(515)

n is a, ¢, g,

11

13

catgcgatcc ttagagatat

taggcaggtt acccacgtgt

agcattcggt gtaagaaagt

gtnatgagcc aggatcaaac

reuteri PDA3:

or t

or t

or t

or t

acggnattag cacctgtttc

tactcacccg tccgccactce

ttegttcgac ttgcatgtat

tcta

gcntgggnga acggtcactg cggaacagtt actctcacge acgttcttcect ccaacaacag

agctttacga gccgaaaccc ttcttcactc acgcggtgtt gctccatcag gettgegecc

A\

420
480

524

60

120



10

attgtggaag

tgtggcegat

ccaactagct

aaaagccatg

cgcteegggg

gtcaatcagg

ggcacaccgc

attccctact

cagtctctca

aatgcaccgce

tggecttttgt

caggttacct

tgcaagcacc

cggcgttcat

gctgectcece

actcggctat

aggtccatcc

tgttatgcgg

acgtgttact

atcaatcagt

cctgagncag

14

gtaggagtat

gcatcatcgc

cagagtgata

tattagcatc

cacccgtecg

tgggccagtg

gatcnaaact

ggaccgtgtc

cttggtaagc

gccaaagcca

tgtttccaaa

ccactcactg

cgtacgactt

ctaa

tcagttccat

cgttacctta

tctttcaaac

tgttatcccc

gtgatccatc

gcatgtatta

180

240

300

360

420

480

524
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En la etapa (iii), puede utilizarse cualquier ensayo
conocido en la técnica para medir las tasas de supervivencia de
Staphylococcus y para medir las tasas de adhesidén de S. aureus a
las células epiteliales. En una realizacién preferida, se mide
el efecto de los probidticos en las tasas de adhesidén usando un
cultivo confluente de una linea de células intestinales a la que
se afladen las células se S. aureus y los probibéticos de la
invencién y se mide el numero de células de S. aureus unidas
mediante cualquier técnica adecuada. Normalmente, la linea de
células intestinales es Caco-2 y el numero de células unidas se
mide mediante inspeccién directa de las monocapas celulares con
microscopia oéptica. Ademas, la etapa (iii) de seleccién puede
implicar también o alternativamente medir la viabilidad de la
viabilidad de S. aureus en presencia de las cepas probidticas.
Puede usarse cualquier ensayo adecuado para medir la inhibicién
del crecimiento de cepas bacterianas.

Normalmente, la evaluacidén de la viabilidad de S. aureus se
lleva a cabo mediante un ensayo de difusidén en pocillos de agar.

En la etapa (iv), puede usarse cualquier ensayo para medir
la proteccidén frente a la mastitis. Preferiblemente, el ensayo
implica usar un modelo animal de mastitis en el que se inyecta
al menos uno de los patdgenos conocidos por ser el agente
causante de la mastitis en la glandula mamaria. Més

preferiblemente, el modelo animal es un ratdén y el patdbgeno que

es necesario administrar para producir la mastitis es S. aureus.

En otro aspecto, la invencidén proporciona una cepa
probidética que puede obtenerse mediante el procedimiento de la
invencién. Preferiblemente, la cepa probidtica se selecciona del
grupo de Bifidobacterium breve depositado en el CECT con el
nimero de registro 7263, Bifidobacterium breve depositado en la
CECT con el numero de registro 7264, Lactobacillus reuteri
depositado en la CECT <con el numero de registro 7260,
Lactobacillus plantarum depositado en el CECT con el numero de
registro 7262, Lactobacillus fermentum en la CECT con el numero
de registro 7265, Lactobacillus reuteri depositado en la CECT

con el numero de registro 7266, Lactobacillus salivarius

Paginas modificadas IPRP
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registro 7262, Lactobacillus fermentum en la CECT con el numero
de registro 7265, Lactobacillus reuteri depositado en la CECT
con el numero de registro 7266, Lactobacillus salivarius
depositado en la CECT con el numero de registro 7409,
Enterococcus hirae depositado en la CECT con el numero de
registro 7410, Enterococcus faecalis depositado en la CECT con
el numero de registro 7411, Lactobacillus plantarum depositado
en la CECT con el numero de registro 7412, Lactobacillus reuteri
depositado en la CECT con el numero de registro 7413. En un
aspecto adicional, la invencidén proporciona un sobrenadante de
un cultivo de una o mas de las cepas segun la invencién. EIl
sobrenadante puede obtenerse a partir del cultivo mediante
cualquier medio disponible para el  experto, incluyendo
centrifugacién, filtracién, flotacidén y similares.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una cepa
probiética o una mezcla de cepas probidticas segin la invencidn
o un sobrenadante de un cultivo de una o mds de las cepas segun
la invencién para su uso como medicamento.

En otro aspecto, la invencidén proporciona una composicién
que comprende al menos una de las cepas bacterianas de la
invencién. Preferiblemente, la composicién comprende al menos 2,
al menos 3, al menos 4, al menos 5 o al menos 6 de las cepas de
la invencién, y en la que cada una de las cepas esté
representada en la composicién en una proporcién de desde el
0,1% hasta el 99,9%, preferiblemente desde el 1% hasta el 99%,
mas preferiblemente desde el 10% hasta el 90%. En otra
realizacién, la composicidn comprende cualquiera de las cepas
bacterianas de la invencién junto con otra cepa o mezcla de
cepas y en la que cada una de las cepas esta representada en la
composicién en una proporcién de desde el 0,1% hasta el 99%,
preferiblemente desde el 1% hasta el 99%, mids preferiblemente
desde el 10% hasta el 90%. En otro aspecto, la invenciédn
proporciona una composicién que comprende un sobrenadante de un
cultivo de una o mas de las cepas segun la invencién.
Preferiblemente, el sobrenadante estd representado en la

composicién en una proporcién de desde el 0,1% hasta el 99,9%,

Paginas descripcion modificadas IPRP
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mas preferiblemente desde el 1% hasta el 99% e incluso mas
preferiblemente desde el 10% hasta el 90%.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz
de al menos una cepa ©O una cémposicién de la invencién o de un
sobrenadante de un cultivo de una o mas de las cepas segun la
invencién. La preparacién farmacéutica puede adoptar la forma de
comprimidos, cdpsulas, suspensiones bacterianas liquidas,
aportes complementarios orales en seco, aportes complementarios
en humedo, alimentacién por sonda seca o una alimentacién por
sonda humeda. Preferiblemente el probidético, la composicién y el
producto farmacéutico que contienen probidticos o gue contienen
sobrenadantes se dirige a la superficie de la mucosa oral,
gastrica y/o intestinal; sin embargo, podria dirigirse también a
la mucosa nasofaringea, respiratoria, reproductora o glandular,
y/0o a la gléndula mamaria y podria administrarse a mujeres vy
animales por via oral, nasal, ocular, rectal, tépica y/o
vaginal. ‘

En otro aspecto, la invencidn proporciona una alimentacién
0 un producto nutricional que comprende al menos una cepa
probidética seguin la invencidén o de un sobrenadante de un cultivo
de una o mas de las cepas segun la invencién. Ejemplos no
limitativos de productos alimenticios adecuados que pueden
usarse en la presente invencién son 1leche, yogur, queso,
cuajada, leches fermentadas, productos fermentados a base de
leche, productos a base de cereales fermentados, productos
carnicos fermentados, otros polvos a base de cereales o a base
de leche, férmula de nutricién clinica, helados, =zumos, pan,
tartas o golosinas, formulaciones de pienso para animales,
formulaciones dietéticas semisintéticas o sintéticas, fdérmulas
para lactantes, férmulas de nutricién clinica, helados, zumos,
harinas, pan, tartas, golosinas o chicles.

La cantidad de dosificacién requerida de las cepas
probidticas en la composicién, alimento o) composicién
farmacéutica descritos anteriormente variaré segun la naturaleza

del trastorno o del uso propuesto de la composiéién, ya se use
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profildctica o terapéuticamente y el tipo de organismo
implicado.

Puede usarse cualquier dosificacién adecuada de los
probiéticos o combinaciones de los mismos en la presente
invencidén siempre que los efectos téxicos no superen los efectos
terapéuticos. Pueden determinarse la toxicidad y eficacia
terapéutica mediante procedimientos farmacéuticos convencionales
con animales de experimentacién, tal como calculando la
estadistica de DE, (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50%
de la poblacién) o DL (la dosis letal para el 50% de 1la
poblacidén). La razdén de dosis de los efectos toéxicos con
respecto a los terapéuticos es el indice terapéutico, que puede
expresarse como la razédn DL/DE. No obstante, la actividad de los
nuevos microorganismos en el individuo depende naturalmente de
la dosis. Es decir, cuanto mas se incorporan los microorganismos
novedosos por medio de la ingestidén o administracién del
material alimenticio o] de la composicién farmacéutica
anteriores, mayor serd la actividad protectora y/o terapéutica
de los microorganismos. Puesto que los microorganismos de esta
invencién no son perjudiciales para los seres humanos y animales
y se han aislado finalmente a partir de leche materna de seres
humanos sanos, puede incorporarse una alta cantidad de los
mismos de manera gque se colonizard esencialmente wuna alta
proporcién de la mucosa del individuo por los microorganismos
novedosos. Se prefieren las composiciones que muestran grandes
indices terapéuticos. Los datos obtenidos a partir de estudios
en animales se usan para formular un intervalo de dosificaciédn
para el uso en animales o seres humanos. La dosificacién
contenida en tales composiciones estd preferiblemente dentro de
un intervalo de concentraciones circulantes que incluye la DE,
con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién varia dentro de
este intervalo dependiendo de la forma farmacéutica empleada, la
sensibilidad del paciente y 1la via de administracién. La
dosificacién exacta se determinara por el meédico, a la luz de
los factores relacionados con el sujeto que requiere

tratamiento. Por ejemplo, para preparar una composicién
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alimenticia seguin la presente invencidén, se incorpora al menos
una de las cepas probidticas de la presente invencidén en un

soporte adecuado, en una cantidad de desde 10° ufc/g hasta

aproximadamente 10*2 ufc/g de material de soporte,
preferiblemente desde aproximadamente 108 ufc/g hasta
aproximadamente 10! wufc/g de material de soporte, mas
preferiblemente desde aproximadamente 10° ufc/g hasta

aproximadamente 10'° ufc/g de material de soporte.

En el caso de una composicidén farmacéutica, la dosificaciédn
de la cepa probiética debe ser de desde 10° ufc/g hasta
aproximadamente 10 ufc/g de material de soporte,
preferiblemente desde aproximadamente 10° ufc/g hasta
aproximadamente 10 ufc/g de material de  soporte, mas

preferiblemente desde aproximadamente 107 ufc/g hasta

‘aproximadamente 10%2 ufc/g de material de soporte. Para el fin de

la presente invencidén, la abreviatura ufc designard una “unidad
formadora de colonias” que se define como el numero de células
bacterianas tal Como se revelan mediante recuentos
microbioldégicos sobre placas de agar.

Se ajustan la dosificacién y administracién para
proporcionar niveles suficientes del resto activo o para
mantener el efecto deseado. Los factores que pueden tenerse en
cuenta incluyen la gravedad del estado patolédégico, la salud
general del sujeto, la edad, peso y sexo del sujeto, tiempo y
frecuencia de administracidn, combinacién/combinaciones de
farmacos, sensibilidades de reaccidédn y respuesta al tratamiento.
Las composiciones de accién prolongada pueden administrarse cada
3 a 4 dias, cada semana, o dos veces a la semana dependiendo de
la semivida y la tasa de aclaramiento de 1la formulacidén en
particular.

En una realizacidén preferida, 1la 1invencién se refiere
también a composiciones de las cepas de esta invencién en forma
liofilizada, deshidratada por congelacién o deshidratada, que
pueden obtenerse mediante cualquier método convencional conocido

en la técnica.
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En otro aspecto, la invencién proporciona una composicién,
producto farmacéutico, alimentacién o producto nutricional en
los que la cepa probidtica o mezcla de la misma estd en forma
parcial o totalmente inactivada.

Muchas personas tienen una microflora intestinal alterada,
es decir, el equilibrio entre las bacterias nocivas y utiles
estd alterado. Varios factores, entre otros el estrés, la
presencia de las sales biliares, y especialmente 1la dieta,
influyen en la flora bacteriana. En estas situaciones, el
proceso de fermentacidén podria alterarse y reducirse el numero
de bacterias utiles, con la consecuencia de que la mucosa del
colon se atrofia y deja de funcionar al mismo tiempo que crece
ridpidamente el numero de bacterias potencialmente malignas. Las
cepas probidticas de la invencidn pueden evitar la adhesiédn de
S. aureus a las células epiteliales, asi como reducir las tasas
de supervivencia de las células de S. aureus y de otros muchos
patdégenos. Por tanto, las cepas probiéticas de la invencidn son
particularmente utiles para el tratamiento de dichas
enfermedades ya que contribuyen eficazmente a destruir los
patdédgenos mientras que, al mismo tiempo, contribuyen a la
repoblacién de la superficie de la mucosa con la microflora
fisioldgica.

Por este motivo, un aspecto de esta invencidén es el uso de
probidéticos de la invencidén y de los sobrenadantes de un cultivo
de una o mas cepas de la invencidén para la preparacién de una
composicién farmacéutica para el tratamiento terapéutico o
profildctico de infestacidén, o infeccidn crénica o aguda o de la
colonizacidén microbiana no deseada, de una superficie mucosa o
cualquier otra ubicacién en seres humanos, en la que la
infestacién, infeccién o colonizacién estd producida por
pardsitos, bacterias, levaduras, hongos o virus, que afectan a
cualquier mucosa o superficie corporal, comprendiendo dicho
tratamiento terapéutico la administracién de una cantidad eficaz
de un probiético o composicidén que contiene probidticos, a un
sujeto que lo necesita. En una realizacién preferida, la

infeccién o colonizacién estd producida por parasitos,
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bacterias, levaduras, hongos o virus, de cualquier mucosa o
superficie corporal en un sujeto o animal que lo necesite.

Los probidéticos de 1la invencidén se han seleccionado
basdndose en su capacidad para colonizar la glandula mamaria
tras la ingestidén oral y para evitar la adhesién a células
epiteliales y para disminuir la supervivencia de S. aureus. Por
tanto, las «cepas son adecuadas para el tratamiento de la
mastitis. En consecuencia, en un aspecto adicional, la invencidn
proporciona el uso de cepas probidticas de la invencién y de los
sobrenadantes de un cultivo de una o méds cepas de la invenciédn
para la preparacidé4n de una composicién farmacéutica para el
tratamiento o la profilaxis de la mastitis infecciosa en seres
humanos y animales. Este procedimiento consiste en el uso de
cepas probidticas seleccionadas de leche fresca hombéloga y en la
capacidad de estas cepas para transferirse a la glandula mamaria
y ejercer alli sus beneficios, tales como la inhibicidén de la
infeccidn estafilocédcica.

Ademas, las cepas probidticas de la invencién han mostrado
también tener algunas de las caracteristicas atribuidas a una
posible cepa probidtica, concretamente seguridad y buena
resistencia al proceso de digestién y la <capacidad de
colonizacidén del intestino. Por tanto, las cepas pueden alcanzar
el tracto intestinal tras la ingestién oral y ejercer alli sus
propiedades terapéuticas. En consecuencia, en una realizacién
preferida, la invencidén proporcicna el wuso de las cepas
probidticas de la invencidén y del sobrenadante de un cultivo de
una o mas de las cepas de la invencidn para la preparacidén de
una composicién farmacéutica para el tratamiento de diarrea
necnatal.

Se sabe que las cepas probidticas reducen la produccién de
citocinas proinflamatorias por macréfagos activados durante
trastornos inflamatorios croénicos. En consecuencia, en otro
aspecto, la invencidén proporciona el uso de cepas bacterianas,
composiciones de la invencién y sobrenadantes de un cultivo de
una © ma&s cepas de la invencidén para la preparacién de una

composicién farmacéutica para la fabricacidén de un medicamento
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para el tratamiento de trastornos autoinmunitarios o]
inflamatorios. Ejemplos no limitativos de enfermedades
autoinmunitarias e inflamatorias de este tipo incluyen EII,
colitis ulcerosa, artritis, arteriosclerosis, esclerosis
miltiple, psoriasis o sarcoidosis.

Las cepas probidéticas seguin la invenciédn pueden repoblar la
barrera intestinal inmunitaria tras la ingestidén oral y asi, son
también particularmente adecuadas para la mejora de la barrera
intestinal inmunitaria en un sujeto o animal que lo necesite. En
consecuencia, en otro aspecto, la invencidn proporciona el uso
de una o mas cepas probidticas de la invencidén y de 1los
sobrenadantes de un cultivo de una o mas cepas de la invencién
para la preparacién de una composicién farmacéutica para la
preparacién de un medicamento para el tratamiento y/o la
profilaxis de reacciones de hipersensibilidad frente a alimentos
e intolerancia metabdlica tal como intolerancia a la lactosa; de
estrefiimiento y otros trastornos intestinales.

Se sabe que los probiéticos son utiles para contrarrestar
el céncer debido a sus efectos en la inhibicidén de toxinas
carcinogénicas en los intestinos tales como nitrosaminas pero
también para el efecto de estos probidticos en la modulacidédn de
la respuesta inmunitaria natural. En consecuencia, en un aspecto
adicional, 1la invencidén proporciona el uso de las cepas
expuestas en esta invencién y de los sobrenadantes de un cultivo
de una o mas cepas de la invencidén para la preparacidén de una
composicién farmacéutica para el tratamiento terapéutico o
profildctico de algunos tipos de <cédncer y para inhibir el
crecimiento tumoral, la metdstasis y el ca&ncer en un sujeto o
animal que lo necesite.

Las cepas de 1la invencién pueden modular la respuesta
inmunitaria y el equilibrio entre las citocinas Thl y Th2. En
consecuencia, en un aspecto adicional, la invencién proporciona
el uso de la cepa, composiciones y sobrenadantes de la invencién
en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento y/o 1la

profilaxis de trastornos alérgicos, asma y trastornos
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relacionados con el desarrollo de tolerancia frente a proteinas
ingeridas.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona el uso de
las cepas, composiciones y sobrenadante de la invencidén en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento vy/o 1la
profilaxis de niveles inmunitarios temporalmente deprimidos en
individuos tales como los producidos durante el envejecimiento o
en individuos sanos que se someten a un esfuerzo intenso o en
general a un gran estrés o tensién fisioldgica.

En otro aspecto, la invencidén proporciona el uso
terapéutico de la cepa probidtica, de las combinaciones de las
cepas y de los sobrenadantes, en el que la cepa 0 cepas se
administran por via oral, tépica, nasal, enteral, ocular,
genitourinaria, rectal o vaginal.

Ademds, debido a la presencia de las cepas seleccionadas en
la leche materna, los sujetos que necesitan tratamiento podrian
ser no sbélo los que ingieren directamente las cepas
seleccionadas sino también el feto o recién nacidos en periodo
de lactancia. En consecuencia, todavia en un aspecto adicional,
la invencidén proporciona el uso de las cepas, composiciones y
sobrenadante de la invencidén en la fabricacién de un medicamento
diseflado para administrarse a mujeres en periodo de lactancia
para el tratamiento terapéutico o profiladctico de su feto y/o
recién nacidos lactantes.

Los siguientes métodos y ejemplos ilustran la invencidn.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: aislamiento de probidéticos a partir de leche de
mamifero

Se obtuvieron muestras de leche fresca (2 ml excepto en el
caso de las perras en el que solamente se recogieron 0,5 ml) a
partir de 23 mujeres sanas en el dia 6-14 después del parto; 8
cerdas en el dia 5 después del parto, 9 perras el dia 2-10
después del parto y 4 vacas el dia 2 después del parto. Ni las
mujeres ni los animales tuvieron complicaciones durante el parto

y no se administrdé ningin tratamiento con antibiéticos en las
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dos ultimas semanas previas a la recogida de la muestra de
leche. Todas las muestras de leche se congelaron inmediatamente
a -80°cC.

Con el fin de aislar cepas bacterianas a partir de estas
muestras, se sembraron disoluciones seriadas de 0,1 ml en agua
de peptona sobre placas de agar MRS, APT, RCM, IM17, GM17 vy
Elliker a 37°C en condiciones tanto aerobias como anaerobias
durante 24-48 horas. Entre las aproximadamente 1200 colonias
obtenidas inicialmente, se seleccionaron 120 (10%; incluyen
representantes de las diferentes morfologias observadas en las
placas) y se subcultivaron en agar MRS a 37°C en condiciones
anaerobias. Entre ellos, se seleccionan ademds 68 aislados con
las siguientes caracteristicas: bacilos que no forman esporas,
Gram-positivos, catalasa y oxidasa negativos.

Estos 68 aislados seleccionados se caracterizaron
adicionalmente tanto fenotipica (API CH50, APIZYM y evaluacién
de resistencia a antibidéticos) como genéticamente (secuenciacién
del 16S ARNr y perfil de PCR-RADP). Esta caracterizacién dio
COomo resultado 59 cepas diferentes que se evaluaron
adicionalmente a través del procedimiento de seleccidén descrito
en esta invencidén con el fin de obtener posibles candidatos
probidéticos que puedan proteger frente a la mastitis.

Tras este procedimiento de seleccidn, solamente 6 cepas (2
de mujeres, 2 de perras y dos de cerdas) cumplieron todos los
criterios definidos. Se obtuvieron otras cepas de bacterias del
dcido léactico a partir de otras especies de mamiferos, tales
como cabra, oveja, gato, rata y ratones, pero no cumplieron
satisfactoriamente los criterios de seleccidén y por esta razdn

no se incluyen en esta invencién.

e Bifidobacterium breve obteniéndose dicha bacteria de leche
humana

e Bifidobacterium breve obteniéndose dicha bacteria de leche
humana

e Lactobacillus reuteri obteniéndose dicha bacteria de leche

porcina
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e Lactobacillus plantarum obteniéndose dicha bacteria de leche
porcina

e Lactobacillus reuteri obteniéndose dicha bacteria de leche
canina

e Lactobacillus fermentum obteniéndose dicha bacteria de leche
canina

o TLactobacillus salivarius obteniéndose dicha bacteria de leche
porcina

e Enterococcus hirae obteniéndose dicha bacteria de leche
felina

® [FEnterococcus faecalis obteniéndose dicha bacteria de leche
felina

e Lactobacillus plantarum obteniéndose dicha bacteria de leche
felina

e TLactobacillus reuteri obteniéndose dicha bacteria de leche

canina

Ejemplo 2: caracterizacién fisioldgica y genética

Todos estos aislados se caracterizaron fisioldgica vy
genéticamente. Para la identificacién de cada cepa probidtica,
se realizdé un andlisis de fermentacidén API 50CH (BioMerieux) de
las cepas a 37°C en condiciones anaerobias durante 24 y 48
horas, siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados de 24 horas se resumieron en la tabla I. Un sustrato
fermentable positivo es aquel con un valor superior a 3.

Debido a la baja especificidad de la caracterizacién API,
se realizé también el andlisis de las secuencias del ARNr 16S de
las cepas bacterianas seleccionadas. La secuencia del ARN 16S de
las bacterias seleccionadas y su perfil de PCR-RADP se muestran
en la figura 1. Los resultados obtenidos condujeron a la
clasificacidén de las cepas bacterianas tal como se indicd
anteriormente. Con esta clasificacidén, se depositaron las cepas
bacterianas de la invencién seguin el Tratado de Budapest en la
CECT -Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo-, Valencia (Espafia) el
17 de abril de 2007 y se les concedieron los siguientes numeros

de acceso:
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e Bifidobacterium breve CECT7263
e Bifidobacterium breve CECT7264
e Lactobacillus reuteri CECT7260
e Lactobacillus plantarum CECT7262
e Lactobacillus reuteri CECT7265

o Lactobacillus fermentum CECT7266
Las siguientes cepas bacterianas de la invencidén se depositaron
de acuerdo al Acuerdo de Budapest en la Coleccidén Espadola de

Cultivos Tipo- CECT, Valencia (Espafia) el 30 de mayo de 2008

Lactobacillus salivarius CECT7409

e FEnterococcus hirae CECT7410
e FEnterococcus faecalis CECT7411
e Lactobacillus plantarum CECT7412

e TLactobacillus reuteri CECT7413
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Tabla I: Patrén de fermentacién de 1las diferentes cepas
probiéticas de la invencién Los sustratos fermentables positivos

se indican en gris.
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Ejemplo 3: Seleccidén selectiva de las cepas

Ejemplo 3a: Transferencia a la mama tras la ingestién oral

Una vez que se obtuvieron las diferentes cepas candidatas a

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

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

las bacterias deben poder transferirse a la leche tras la
ingestidén oral o la aplicacidén tépica. Con el fin de someter a

prueba esta capacidad, las supuestas cepas se marcaron
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126:1 | 7265 | 7266 | 7413 7412 7409 7411 7410

7263 | 7264 | 7260
[ Penicilina S S R sil S R R ] S S S
Ampicilina s S R S|, S R R S S S S
Ciprofloxacino 8 S s sl R S S S S S S
Eritronticina S S S Sl S S S S S S S
Clindamicina S S S Si! S S S S S R R
Tetraciclina S S S Sli S S S S S S R.
'Vancomicina s S R RII| R R R R R s S
Gentamicina R R S sil R S S S S S S
Clomanfenicol S s S s S S S S S S S
Rifampicina S s s S 1 S s s s S s R

Ejemplo 4d: Produccién de metal olitos antimicrobianos

Se ha sugerido que el ﬁécanismo principal usado por las
sustancias probldticas esta c%htrolando el equilibrio entre las
bacterias utiles vy perjudici%ies es el intestino. Cuando se
reduce el numero de bacterias “tiles, las bacterias oportunistas
podrian crecer excesivamente y alterar el bienestar del huésped
0 incluso inducir una infeccqﬁn. La mayoria de los organismos
bacterianos han adgquirido c%racteristicas 0 mecanismos que
reducen las capacidades de cré&imiento de otros microorganismos
que cohabitan con ellos vy' asi, permitir su crecimiento
selectivo. La reduccidén de pH é través de la produccién de acido
por bacterias del A&cido léct%to es uno de tales mecanismos.
Ademas, algunas bacterias deﬂ dcido 1léactico producen también
componentes de péptidos bioalitivos y otros metabolitos que
inhiben de manera selectiva el crecimiento de otras bacterias,
levaduras u hongos. Este es el icaso de reuterina (un aldehido) o
bacteriocinas (péptidos, tales !:omo nisina o pediocina PA-1).

Se evaluaron las cepas prijpidéticas de esta invenciébn para
determinar su capacidad para ﬁroducir metabolitos bactericidas
usande un ensayo de difusidn et pocillos de agar. Se prepararon
placas de agar TSA que conteniéh 10° ufc/ml de diferente cepa de
bacterias patdgenas y se sometieron a ensayo tal como se indicd
previamente en el ejemplo 3b"para S. aureus. Los resultadoes

obtenidos se describieron en la. tabla III.

Tabla III: potencial inhibidornpatégeno de las diferentes cepas

P oy . g
probidéticas ce la invenciédn
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7413

7412

7409

7411

7410

7263

7264

7260

7262

7265

7266

E. faecium P21

+4+

+4+

ot

ey

E. faecalis
TAB28

+++

+4+

+4+

++

e+t

+4+

4+

+++

L.
monocytogenes

Scott A

++

+/-

+/-

e+t

++

++

+/-

+++

L. innocua RdC
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Ejemplo 5: Efecto de las cepas probidticas de esta invencién
sobre la traslocacidén de Salmonella typhimurium en ratones tras
la inmunizacién con vacunas de Salmonella inactivadas

La traslocacién de bacterias Gram-negativas a través del
epitelio intestinal puede producirse especialmente en sujetos
tras cirugia, enfermedad o infeccidén gastrointestinal. Si no se
trata puede conducir a endotoxemia. En este ejemplo, se examind
el efecto de alimentar las cepas probidéticas de esta invencidn
sobre la traslocacién del patdgeno intestinal Salmonella
typhimurium.

Se sometieron a ayuno ratones Balb/c macho (de 6-8 semanas
de edad) con 1x10%® ufc en 0,2 ml de leche o leche sola durante
dos semanas. Después de esto, se ihmunizaron los ratones o bien
por via oral o bien no con una vacuna de Salmonella inactivada
(10® ufc inactivadas con paraformaldehido en 0,2 ml de leche).
Tras la inmunizacidén, se sometieron a ayuno los ratones durante
dos semanas mds con las preparaciones probiéticas en dias
alternos durante dos semanas mds. Dos semanas después de la

inmunizacién oral, se expusieron todos los ratones por via oral
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la seleccién de probidticos que comprende
las etapas de:
(1) aislar las cepas de bifidobacterias o bacterias del

dcido lactico presentes en la leche fresca de una
especie de mamiferos mediante la seleccién en medios
de cultivo de acido léactico,

(ii) seleccionar aquellas cepas de la etapa (i) dque
pueden transferirse a la glandula mamaria tras la
ingestién oral y/o colonizar la glandula mamaria
tras su aplicacién tépica,

(1ii) seleccionar aquellas cepas de 1la etapa (ii) que
pueden reducir las tasas de supervivencia y/o las
tasas de adhesidén a las células epiteliales de
Staphylococcus aureus y

(iv) seleccionar aquellas cepas de la etapa (iii) que
pueden proteger a los animales frente a la mastitis.

2. Procedimiento segun la reivindicacidén 1, en el que la leche
usada en la etapa (i) se selecciona de leche humana,
porcina, bovina, de gato, ovina y canina.

3. Cepa probidética que puede obtenerse mediante el
procedimiento segun las reivindicaciones 1 6 2.

4, Cepa probiética segun la reivindicacidén 3, caracterizada
porque la cepa se selecciona del grupo de Bifidobacterium
breve depositado en la CECT con el numero de registro 7263,
Bifidobacterium breve depositado en la CECT con el numero de
registro 7264, Lactobacillus reuteri depositado en la CECT
con el numero de registro 7260, Lactobacillus plantarum
depositado en 1la CECT con el numero de registro 7262,
Lactobacillus fermentum en la CECT con el numero de registro
7265 y Lactobacillus reuteri depositado en la CECT con el
nimero de registro 7266, Enterococcus hirae depositado en la
CECT con el numero de registro 7410, Lactobacillus plantarum
depositado en la CECT con el numero de registro 7412,
Enterococcus faecalis depositado en la CECT con el numero de

registro 7411, Lactobacillus salivarius depositado en 1la
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10.

11.

12.

13.

2

CECT con el numero de registro 7409, Lactobacillus reuteri
depositado en la CECT con el numero de registro 7413.
Sobrenadante de un cultivo de una cepa o de una mezcla de
cepas segun las reivindicaciones 3 6 4.

Cepa probidética segun las reivindicaciones 3 6 4 o una
mezcla de cepas segun las reivindicaciones 3 é 4 o un
sobrenadante segin la reivindicacién 5, para su uso como un
medicamento.

Composicién, producto farmacéutico, alimentacién o producto
nutricional que comprende al menos una cepa probidtica segun
las reivindicaciones 3 &6 4 o un sobrenadante segun 1la
reivindicacién 5.

Composicién, producto farmacéutico, alimentacién o producto
nutricional segun la reivindicacién 7, que estd en forma
congelada, liofilizada o deshidratada.

Composicién, producto farmacéutico, alimentacidén o producto
nutricional segin las reivindicaciones 7 u 8, en los que la
cepa probidética o la mezcla de la misma estd en forma
parcial o totalmente inactivada.

Uso de una cepa probidtica segun las reivindicaciones 3 6 4
o una mezcla de la misma o un sobrenadante segun la
reivindicacién 5, para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento y/o la profilaxis de una infestacién o
infeccién aguda o crdénica, o de una colonizacién microbiana
no deseada, en el que la infecciédn, infestacidén o
colonizacién estd producida ©por parédsitos, bacterias,
levaduras, hongos o virus, que afectan a cualquier mucosa o
superficie corporal en un sujeto o animal que lo necesite.
Uso segun la reivindicacién 10, en el que la infeccidén es
mastitis y la cepa probidtica se ha seleccionado en la etapa
(i) usando leche de la misma especie que se pretende tratar.
Uso segun la reivindicacidén 10, en el que la infeccidn es
diarrea neonatal.

Uso de una cepa probidtica segtin las reivindicaciones 3 6 4
o una mezcla de la misma o un sobrenadante segun la
reivindicacidén 5, para la fabricacién de un medicamento para

el tratamiento y/o la profilaxis de reacciones de
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14.

15.

l6.

17.

hipersensibilidad frente a alimentos e intolerancia
metabélica;  de estrefiimiento y otros trastornos
gastrointestinales; de trastornos autoinmunitarios o
inflamatorios seleccionados del grupo de EII, colitis
ulcerosa, artritis, aterosclerosis, esclerosis mialtiple,
psoriasis, sarcoidosis; y de crecimiento tumoral, metastasis
y cancer en un sujeto o animal que lo necesite.

Uso de una cepa probidtica segun las reivindicaciones 3 6 4
o una mezcla de la misma o un sobrenadante segun la
reivindicacién 5, para la fabricacidén de un medicamento para
el tratamiento y/o la profilaxis de trastornos alérgicos y
asma en un sujeto o animal que lo necesita.

Uso de una cepa probidtica segun las reivindicaciones 3 6 4
o una mezcla de la misma o un sobrenadante segun la
reivindicacién 5, para la fabricacidén de un medicamento para
el tratamiento y/o la profilaxis de niveles inmunitarios
temporalmente deprimidos en individuos o animales sometidos
estrés fisiolbégico y derivado de un tratamiento médico.

Uso segln las reivindicaciones 10 a 15, en el que la cepa o
composicién se administra por via oral, tépica, nasal,
enterél, ocular, genitourinaria, rectal o vaginal.

Uso segln las reivindicaciones 10 a 15, en el que la cepa,
composicién, producto farmacéutico, alimentacidén o producto
nutricional estd disefiado para administrarse a mujeres o
animales en periodo de lactancia para el tratamiento
terapéutico o profilactico de los fetos y/o sus bebés o

crias lactantes.
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Lactobacillus fermentum (CECT under Accession N° 7265)

TACACGATATGAACAGNTTACCTCTCATACGGTGNTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTTA
CGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTGTG
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTGTGG
CCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAA
CAAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTAAGCGT
TGTTCATGCGAACAACGNTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTGTCCCCC
GCTTCTGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTGGCGACCAAAA
TCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAATTGGGCCAACGCGTTCGACTTGCATGTATTA
GGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANTCTAA

Lactobacillus reuteri (CECT under Accession N° 7266)

ACCGNGGGNNAACGACACTGCGNGNACAGNTTACTCTCACGCACGNTTCTTCTCCAACA
ACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTG
CGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAG
TTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGT
TACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATC
TTTCAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAARAT
GTTATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTG
GTGATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACT
TGCATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANTCTAA

Enterococcus hirae (CECT under Accession N° 7410)
GACAGTTACTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTT
CTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTATGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCG
CGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGARAGCGCCTTTCAAATCAARACCATGCGGTTTCG
ATTGTTATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTGATGGGCAGGTTA
CCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCCTCTTTTTCCGGTGGAGCAAGCTCCGGTGG
AAAAAGAAGCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAG
GT '

Lactobacillus plantarum (CECT under Accession N° 7412)
TTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCA
CTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCG
GCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCYCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGA
CCATCCARAAGTGATAGCCGAAGCCATCTTTCAAGCTCGGACCATGCGGTCCAAGTTGT
TATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCAC
GTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGATGCAAGCACCAATCAA
TACCAGAGTTCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAG
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Enterococcus faecalis (CECT under Accession N° 7411)
CTATCATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGG

AGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTG
GAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGC
TTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGT
CTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTARAACTCTGTTGTTA
GAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCCAGCA

Lactobacillus salivarius (CECT under Accession N° 7409)
GGGTGGGGNGANCAGAACATGAAATGAACAGTTTACATCTCACCTCGCTGNTTCTTCCT

CTAACAACAGAGCTTTTACGACTCCGAAGGACCTTCTTCACATCACGCGGCGTNTGCTC
CATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGG
CCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCAACCTCTCAGATTCGGCTACGTATCATCACC
TTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACTAGTTAATACGCCGCGGGTCCATCTAAAAGCGATA
GNAGAACCATCTTTCATCTAAGGATCATGCGATCCTTAGAGATATACGGNATTAGCACC
TGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTTTTAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCC
GCCACTCAACTTCTTACGGTGAATGCAAGCATTCGGTGTAAGAAAGTTTCGTTCGACTT
GCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTNATGAGCCAGGATCAAACTCTA

Lactobacillus reuteri (CECT under Accession N° 7413)
GCNTGGGNGAACGGTCACTGCGGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACA

GAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGC
CCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTC
CATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTAC
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTT
CAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTT
ATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTGGTG
ATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACTTGC
ATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGNCAGGATCNAAACTCTAA

Figura 1C
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c_feature
) .. (46)

s a, ¢, g,

c_feature
1)..(521)
s a, ¢, g,

aacgacactg

cgagccgaaa

aagattccct

gatcagtctc

gctaatgcac

atgtggcttt

gggcaggtta

aggtgcaagc

cgcecggegtt

cgngnacagn

ccecttettea

actgctgcecct

tcaactcggce

cgcaggtcca

tgttgttatg

cctacgtgtt

accatcaatc

catcctgagce

reuteri CECT 7260
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ttactctcac

ctcacgcggt

cccgtaggag

tatgcatcat

tceccagagtg

cggtattagce

actcacccgt

agttgggcca

caggatcaaa

gcacgnttct

gttgctccat

tatggaccgt

cgecttggta

atagccaaag

atctgtttee

ccgeccactca

gtgcgtacga

ntctaa

tctccaacaa

caggcttgceg

gtctcagttc

agccgttacc

ccatcttteca

aaatgttatc

ctggtgatcc

cttgcatgta

60

120

180

240

300

360

420

480

526



<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>

<223>

<400> 5
gcntgggnga

agctttacga

attgtggaag

tgtggcegat

ccaactagct

aaaagccatg

cgcteccgggyg

gtcaatcagg

ggcacaccgc

misc_feature
(3).

nesa, ¢, d,

. (3)

misc_feature

(8).

. (8)

nes a, ¢, g,

misc_feature
{507)..(507)

nesa, ¢, g,

misc_feature
(515)..(515)

nesa, ¢, d,

acggtcactg

gccgaaaccce

attccctact

cagtctcteca

aatgcaccgce

tggcttttgt

caggttacct

tgcaagcacc

cggcgttcat

Lista de secuencias modificada

cggaacagtt
ttcttcacte
gctgcctcecce
actcggctét
aggtccatcc
tgttatgecgg
acgtgttact
atcaatcagt

cctgagncag

actctcacge

acgcggtgtt

gtaggagtat

gcatcatcgce

cagagtgata

tattagcatc

cacccgtecg

tgggccagty

gatcnaaact

acgttcttct

gctccatcag

ggaccgtgtc

cttggtaagce

gccaaagcca

tgtttccaaa

ccactcactg

cgtacgactt

ctaa

ccaacaacag

gcttgcgcecc

tcagttccat

cgttacctta

tctttcaaac

tgttatcccc

gtgatccatc

gcatgtatta

60

120

180

240

300

360
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<210> 6
<211> 519
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 6
ggcctgggaa

aacagagttt

cgtccattgt

cccaatgtgg

cctcaccatce

caaactcgga

tceceecgett

taattcatga

cgccgccagce

<210> 7

<211> 474

<212> ADN

<213>

<400> 7

misc_feature
(11)..(11)

nes a, ¢, d,

nccggtcata

tacgagccga

ggaagattcc

ccgattaccce

tagctaatac

ccatgcggtce

ctgggcaggt

tgcaagcacc

gttcgtcctg

L. plantarum CECT 7262

ot

cctggaacag

aacccttctt

ctactgctgc

tctcaggtcg

gcecgegggac

caagttgtta

ttcccacgtg

aatcattacc

agacaggatc

gttacctctc

cactcacgcg

ctccegtagg

gctacgtatc

catccaaaag

tgcggtatta

ttactcacca

agagttcgtt

aaaactcta

Enterococcus hirae CECT 7410

agatatggtt

gcgttgcetcece

agtttgggcc

attgccatgg

tgatagccga

gcatctgttt

gttcgccact

cgacttgcat

cttctttaac

atcagacttt

gtgtctcagt

tgagccgtta

agccatcttt

ccaggtgtta

cactcaaatg

gtattaggca

gacagttact ctcatccttg ttcttctcta acaacagagt tttacgatcc gaaaaccttc

ttcactcacg cggcgttgcet cggtcagact ttcgtccatt gccgaagatt ccctactgcet
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gcctecegta

cggctatgca

tccatccatce

tatacggtat

tgttactcac

agcgttcgac

<210> 8

<211> 469

<212> ADN

<213>

<400> 8
ttactctcag

tcacgcggceg

ccgtaggagt

acgtatcatt

ccaaaagtga

ggtattagca

ctcaccagtt

gttcgttcga

<210> 9

<211> 493

<212> ADN
<213>

ggagtttggg

tcgtcgectt

agcgacaccce

tagcacctgt

ccgttecgceca

ttgcatgtat

atatgttctt

ttgctccatce

ttgggcegtyg

gccatggtga

tagccgaage

tctgtttcca

cgccactcac

cttgcatgta

Lista de secuencias modificada

ccgtgtctca

ggtgagccgt

gaaagcgcct

ttccaagtgt

ctcctetttt

taggcacgcc

ctttaacaac

agactttegt

tctcagtcece

gccgttaccey

catctttcaa

ggtgttatcc

tcaaatgtaa

ttaggcacgc

10

gtcccaatgt

tacctcacca

ttcaaatcaa

tatccccttce

tccggtggag

gccagcgttce

Lactobacillus plantarum CECT 7412

agagttttac

ccattgtgga

aatgtggcceg

caccatctag

gctcggacca

ccegettetg

atcatgatgc

cgccagegtt

Enterococcus faecalis CECT 7411

ggccgatcac

actagctaat

aaccatgcgg

tgatgggcag

caagctccgg

gtcctgagce

gagccgaaac

agattcccta

attaccctct

ctaatacgcc

tgcggtccaa

ggcaggtttc

aagcaccaat

cgtcctgag

cctctcaggt

gcaccgcggg

tttcgattgt

gttacccacg

tggaaaaaga

aggt

ccttcttcac

ctgctgcectce

caggtcggct

gcgggaccat

gttgttatgc

ccacgtgtta

caataccaga

180

240

300

360

420

474
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180
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469



<400> 9

ctatcatgca agtcgaacgc
gtggcggacg ggtgagtaac
aacaggtgct aataccgcat
cgggtgtcge tgatggatgg
caaggccacg atgcatagce
gcccagactce ctacgggagg
gagcaacgcc gcgtgagtga
acaaggacgt tagtaactga
tacgtgcceca gca

<210> 10

<211> 524

<212> ADN

<213> Lactobacillus
<220>

<221> misc_feature
<222>  (9)..(9)

<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (51)..(51)
<223> n is a, c, g,

Lista de secuencias modificada

ttctttectce

acgtgggtaa

aacagtttat

acccgeggtyg

gacctgagag

cagcagtagg

agaaggtttt

acgtccectg

or t

or t

or t

11

ccgagtgcett
cctacccatc
gccgeatgge
cattagctag
ggtgatcggc
gaatcttcgg
cggatcgtaa

acggtatcta

salivarius CECT 7409

gcactcaatt

agagggggat

ataagagtga

ttggtgaggt

cacactggga

caatggacga

aactctgttg

accagaaagc

ggaaagagga

aacacttgga

aaggcgcttt

aacggctcac

ctgagacacg

aagtctgacc

ttagagaaga

cacggctaac

60

120

180

240

300

360

420

480

493



<220>

<221> misc_feature
<222> (113)..(113)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (297)..(297)
<223> n is a, c, g,
<220>

<221> nisc_feature
<222> (345)..(345)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (503)..(503)
<223> n is a, c, g
<400> 10

gggtggggng ancagaacat
taacaacaga gcttttacga
tcagacttgc gtccattgtg
tgtctcagtc ccaatgtggce
taggccgtta ccccaccaac
accatctttc atctaaggat
caagtgttat ccccttcttt
aacttcttac ggtgaatgca
taggcacgcc gccagcegtte
<210> 11

Lista de secuencias modificada

or t

or t

or t

or t

gaaatgaaca

ctccgaagga

gaagattccc

cgatcaacct

tagttaatac

catgcgatcc

taggcaggtt

agcattcggt

gtnatgagcc

12

gtttacatct

ccttettcac

tactgctgece

ctcagattcg

gcecgecgggte

ttagagatat

acccacgtgt

gtaagaaagt

aggatcaaac

cacctcgcetg

atcacgcggce

tccegtagga

gctacgtatc

catctaaaag

acggnattag

tactcacccg

ttcgttegac

tcta

nttcttcctce
gtntgctcca
gtttgggccg
atcaccttgg
cgatagnaga
cacctgtttc
tccgécactc

ttgcatgtat

60

120

180

240

300

360

420

480

524



<211> 524

<212> ADN

<213> Lactobacillus
<220>

<221> nmisc_feature
<222> (3) (3)

<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (8)..(8)

<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_ feature
<222> (507)..(507)
<223> n is a, ¢, g,
<220>

<221> misc_feature
<222> (515)..(515)
<223> n is a, c, q,
<400> 11

gcntgggnga acggtcactg
agctttacga gccgaaaccce
attgtggaag attccctact
tgtggccgat cagtctctca
ccaactagct aatgcaccgc
aaaagccatg tggcttttgt
cgctccgggg caggttacct
gtcaatcagg

tgcaagcacc

Lista de secuencias modificada

13

reuteri CECT 7413

or t

or t

or t

or t

cggaacagtt
ttcttcactce
gctgectcee
agtcggctat
aggtccatcc
tgttatgcgg
acgtgttact

atcaatcagt

actctcacgc

acgcggtgtt

gtaggagtat

gcatcatcgce

cagagtgata

tattagcatc

cacccgtecg

tgggccagtyg

acgttcttct
gctccatcag
ggaccgtgtc
cttggtaagc
gccaaagcca
tgtttccaaa
ccactcactg

cgtacgactt

ccaacaacag

gcttgcgecece

tcagttccat

cgttacctta

tctttcaaac

tgttatcccc

gtgatccatc

gcatgtatta

60

120

180

240

300

360

420

480
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ggcacaccgc cggcgttcat cctgagncag gatcnaaact ctaa 524
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ON PATENTABILITY . PCT/EP2008/056768

Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on

B4 the international application in the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of:
[ international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))
O publication of the international application (under Rule 12.4(a))
O international preliminary examination (under Rules 55.2(a)-and/or 55.3(a))

. With regard to the elements* of the international application, this report is based on (replacement sheets which

have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as "originally filed" and are not annexed to this report).

Description, Pages
1-25 as originally filed

Sequence listings part of the description, Pages

1-9 ' as originally filed

Claims, Numbers

1-17 as originally filed

Drawings, Sheets
1111141 ) as originally filed

a sequence listing and/or any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. [ The amendments have resulted in the cancellation of:’

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

[0 the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify):

4. X This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below

had not been made, since they have been considered to go beyond the dlsclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

& the description, pages 8, 16, 17, 22, 23

the claims, Nos. 1-17

the drawings, sheetsfigs 2/1, 341, 5A41-11A1

the sequence listing (specify): 1-9

O any table(s) related to sequence listing (specify):

5.0 This opinibn has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized

by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 70.2 (e)).

Form PCTAPEA/409 (January 2009)
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6. [0 Supplementary international search report(s) from Authority(ies) have been received and taken into
account.in drawing up this report (Rule 45bis.8(b) and (c)).

Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1.2. 4

No: Claims 3,5-17

Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-17
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-17
No: Claims -

2. Citations and explanations (Rule.70.7):
see separate sheet

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet

Form PCTAPEA/409 (January 2009)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT , International application No.
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Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box |, item 2:

1.

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international apphcatlon and
necessary to the claimed invention, this report was established on the basis of:

a. type of material:
a sequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
on paper
& in electronic form
c. time of filingfurnishing:
contained in the ipternatlonal application as filed
[0 filed together with the international application in electronic form
[ furniéhed subsequently to this Authority for the purposes of search and/or examination

[0 recelved by this Authority as an amendment* on

. B4 In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating

thereto has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or
additional copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed,
as appropriate, were furnished. .

. Additional comments:

If item 4 in Box No. | applies, the listing and/or table(s) related thereto, which form part of the basis of the report,
may be marked "superseded.”

Form PCT/APEA/409 (January 2009)
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The Applicant has filed amended claims, amended pages of the description and
an amended sequence listing wherein the Applicant's own internal designations of
‘ several bacterial strains have been replaced by the corresponding deposit
L numbers. As this information was not contained in the application as filed and the
time limit set out in Rule 13bis.4(ii) PCT has expired, the introduction of the
missing deposit accession numbers is considered to.go beyond the disclosure in
- the international application as filed. Therefore, these amendments have not been
taken into consideration when establishing the present repott.

Reltem V. |
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Documents
The following documents (D) have been taken into. consideration:

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

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

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

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

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

D6: OLIVARES M ET AL: "Antimicrobial potential of four Lactobacillus strains
isolated from breast milk" JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, vol.
101, no. 1, July 2006 (2006-07), pages 72-79, XP002458357 ISSN: 1364-
5072

D7: HEIKKILA M P ET AL: "Inhibition of Staphylococcus aureus by the :

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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commensal bacteria of human milk" JOURNAL OF APPLIED
MICROBIOLOGY, OXFORD, GB, vol. 95, no. 3, 2003, pages 471-478,
XP002312462 ISSN: 1364-5072

2. Subject-matter of the application
The present applicatibn relates to a method of screening for probiotic
microorganisms from milk which, after oral intake and/or topical application, are
capable of protecting animals from mastitis caused by S. aureus, and to
pharmaceutical compositions comprising said microorganisms useful for the
treatment and/or prophylaxis of hypersensitivity reactions to food and metabolic
intolerance, of constipation and other gastro-intestinal disorders (e.g. neonatal
diarrhoea), of inflammatory or auto-immune disorders selected from the group of
IBD, ulcerative colitis, arthritis, atherosclerosis, multiple sclerosis, psoriasis or
sarcoidosis, and of tumour growth, metastasis and cancer in subject or animal in
need thereof. '

3. Prior art
D1, cited in the application, discloses a method for the selection of probiotic
microbial strains, comprising the following steps: (i) selecting for non-pathogenic
strains which are capable of surviving in fresh breast milk and/or amniotic fluid,
and (i) selecting for non-pathogenic strains which are able to be transferred to
breast milk and/or amniotic fluid after oral intake in healthy individuals without
colonizing other internal organs except mucosas. Further D1 discloses the lactic
acid strains CEST 5711 (Lactobacillus coryniformis), CEST 5713 (Lactobacillus
salivarius subsp. salivarius), CEST 5714 (Lactobacillus gasseri, formerly L.
acidophilus), CEST 5715 (Lactobacillus gasseri), CEST 5716 (Lactobacillus
fermentum) isolated by said method. The same strains the antimicrobial activity
thereof against S. aureus have also been disclosed by D6.

D2 discloses a method for selecting a lactic acid bacterial strain for oral
administration to a woman for improving the woman's breast milk, comprising
selecting a strain of Lactobacillus which increases the levels of anti-inflammatory
IL-10 and decreases the level of TGF-beta-2 in breast milk when administered to
women, thereby reducing the risk for the lactating mother to develop mastitis(see
e.g. page 7, 14, claims 1-10).

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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D3 discloses the isolation a non-pathogenic food-grade probiotic bacterium from

" kefir grain for treating infectious diseases, e.g. localized infection of the skin, such
as a mastitis infection caused by S. aureus. Here, the culture is supposed to be
administered by direct intramammary injection.

D4 discloses the treatment of rotavirus induced diarrhoea by oral administration of
Lactobacillus reuteri. '

D5 discloses a Bifidobacterium strain for production of foods or pharmaceuticals,
e.g. powdered milk formula, for treating gastrointestinal disorders.

D7 discloses that lactic acid bacteria (LAB) isolated from fresh milk. As stated in

the abstract, the focus of the study of D7 is the detection of bacteria with

antimicrobial activity against S. aureus, "known as the causative agent of maternal

breast infections". Several samples of enterocococci or LAB, such as Ent.

faecalis, Lactobacillus rhamnosus, Lact. crispatus, Lactococcus lactis,

Leuconoctoc mesenteroides were found to inhibit the growth of S. aureus (see
.table 3).

4. Novelty
The product claim 3 relating to the probiotic strains obtainable by the method of
claim 1, to the supernatant of a culture of such a strain, to (pharmaceutical)
compositions or to feed or nutritional products comprising said strains or relating
to the therapeutic uses thereof the following objections are made:

The prior art already discloses several lactic bacteria of the genus Lactobacillus or
Bifidobacterium isolated from milk which, after oral or topical administration, are
useful for the treatment of infectious diseases such as mastitis caused by
Staphylococcus aureus infections (see e.g. D2 or D7) or gastrointestinal disorders
(see e.g. either of D1, D4-D6).

Technical features which would allow to unambiguously distinguish the claimed
bacteria from those of the cited prior art are lacking. However, a product is not
rendered novel merely by the fact that it is produced by means of a new/different
process as those of the prior art disclosing the same product. Thus, although the
selection process is novel, the probiotic strains obtainable thereby are not novel in

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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light of the cited prior art.

Consequently, claims 3, 5 to 17 lack novelty according to Art. 33(2) PCT.

5. Inventive step
The subject-matter of claims 1 to 17 lacks inventive step for the following reasons:

Claim 1 is directed to a process for the selection of probiotics comprising the steps
(i) to (iv) recited therein.

D1 discloses a method for the selection of probiotic microbial strains, comprising
(i) a step for selecting for non-pathogenic strains which are capable of surviving in
breast milk and/or amniotic fluid, and (i) selecting for non-pathogenic strains
which are able to be transferred to breast milk and/or amniotic fluid after oral
intake in healthy individuals without colonizing other internal organs except
mucosas. The same strains and the antimicrobial activity thereof have also been
disclosed by D6 (see, for example, table 1 on page 75 of D6). Thus, at least D6
explicitly discloses the step of selecting strains which are able to reduce the rates
of survival of S. aureus (corresponds to step (iii) of present claim 1).

From the prior ar, e.g. D3 or D7, it was known that mastitis is caused by
Staphylococcus aureus infections and that probiotic bacteria can be isolated from
milk and can be used to treat this disease.

Each of D1 or D6 may be considered to represent the closest state of the ant
which discloses steps (i) to (iii). The closest prior art does not disclose step (iv) of
present claim 1, namely the step of selecting those strains from step (iii) that are
capable of protecting animals from mastitis.

Thus, in light of the closest prior art D1/D6 the problem underlying the application
may be formulated as "the provision of a method to isolate probiotic bacteria from
fresh milk of mammalian origin useful in the treatment of a further S. aureus
caused disease".

The present application solves this problem by the provision of a selection method
as described in present claim 1 which involves the selection of strains which are
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capable of protecting animals from mastitis.

However, this solution is regarded to be obvious in the light of either of D1 or D6
combined with the teachings of either of D3 or D7. The closest prior art document
discloses all steps of the selection procedure of claim 1 for selecting probiotic
strains except of step (iv), namely the selection of strains from step (iii) that are -
capable of protecting animals from mastitis. Thus, when compared to the closest
prior art, the present application just mentions one further disease associated with
S. aureus. The connection of S. aureus and mastitis, however, is already
disclosed by any of D3 or D7. Therefore, the provision of probiotic strains capable
of protecting from mastitis is obvious in the light of D1/D6 when combined with D3
or D7. :

Consequently, the subject-matter of claims 1 to 17 is'not inventive in the sense of
Art. 33(3) PCT.

Even if it is considered that either of D3 or D7 represent the closest state of the
art, the present claims lack inventive step for the following reasons: '

In the light of any of these documents, the technical problem to be solved can be
seen as "the provision of an alternative method for the isolation of probiotic
bacteria suitable for the treatment of mastitis". :

From the cited prior art, e.g. D1/D6 or D7, it was known that probiofic bacteria
which are useful for the inhibition of S. aureus naturally colonise the breast of
female mammals, that these bacteria are secreted from the mammary gland into
the breast milk, and that they can be isolated therefrom. In the light of these
disclosures, it is obvious that these probiotic bacteria have to be transported by
natural routes to enter the mammary gland. These routes may include, either an
oral uptake and then the transport from the maternal gut via the lymph or blood
stream or a topical uptake via the skin to the mammary glands. Thus, it is not
surprising that probiotic bacteria which have been isolated from breast milk are
capable of colonising the mammary gland after oral or topical application.

Therefore, it is considered that it comes within the scope of the skilled person to
adapt the methods of D3 or D7 and to perform an additional step for the selection

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 5) (EPO-April 2006)
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of probiotic bacteria which are able to colonise the mammary gland after oral
uptake or topical application.

Consequently, it is considered that the subject-matter of present also claims lacks
,|nvent|ve step in the light of D3 or D7 when combined with D1 or De6.

6. Further remarks
It should be noted that as a consequence of the objections made above under
items 4 and 5, the present application in principle also lacks unity of invention as
required by Rule 13 PCT.

However, due to the serious defects mentioned above, at the present stage it
appears not to be expedient to raise a non- unity objection.

Re Item VIll.
Clarity and disclosure

1. The subject-matter of claims 10, 13, 14 and 15 is unclear and its subject-matter is
not sufficiently disclosed by the present application for the following reasons (Art.
6and5 PCT) :

The process of claim 1 is diretted to the identification of bacteria which inhibit the
growth of Staphylococcus aureus, the causative agent of mastitis. Therefore it is
unclear how diseases which are not related to mastitis or are not caused by
Staphylococcus aureus or other bacterial infections can be treated with the
bacteria identified by the process of claim 1.

2. I|n claim 4 reference is made to biological material which has been deposited.
~ Several of these strains are solely characterized by the Applicant's own internal
designations.

However, the Applicant has not supplied the information required by Rule 13bis
PCT with regard to said deposits, namely the accession numbers of said deposits,
within the time limit set out in Rule 13bis.4(ii) PCT. It should be noted, that after
expiry of said time limit, the introduction of the missing deposit accession numbers
is not possible.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 6) (EPQ-April 2005)
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Consequently, claim 4 contravenes the requirements of Art. 5 PCT.
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number of attached cells is measured by direct inspection of the cell monolayers under
light microscopy. Moreover, the selection step (iii) may also or alternatively involve

measuring the viability of viability of S.aureus in the presence of the probiotic strains.

'Any assay suitable for measuring growth inhibition of bacterial strains may be used.

Typically, the assessment of S.aureus viability is carried out by an agar well diffusion

assay.

In step (iv), any assay to measure protection of mastitis can be used. Preferably, the
assay involves using an animal model of mastitis wherein at least one of the pathogens
known to be the causative agent of mastitis is injected into the mammary gland. More
preferably, the animal model is a mouse and the pathogen that needs to be administered

to cause mastitis is S.aureus.

In another aspect, the invention provides a probiotic strain which is obtainable by the
process of the invention. Preferably, the probiotic strain is selected from the group of
Bifidobacterium breve deposited in the CECT under Accession N° 7263,
Bifidobacterium breve deposited in the CECT under Accession N° 7264, Lactobacillu:s'

reuteri deposited in the CECT under Accession N° 7260, Lactobacillus plantarum

deposited in the CECT under Accession N° 7262, Lactobacillus fermentum in the CECT
under Accession N° 7265, Lactobacillus reuteri deposited in the CECT under Accession
N° 7266, Lactobacillus salivarius deposited in the CECT under Accession N° 7409,
Enterococcus hirae deposited in the CECT under Accession N° 7410, Enterococcus
faecalis deposited in the CECT under Accession N° 7411; Zactobacillus plantarum

deposited in the CECT under Accession N° 7412, Lactobacillus reuteri deposited in the
CECT under Accession N° 7413, -

In a further aspect, the invention provides a supernatant of a culture of one or more of
the strains according to the invention. The supernatant can be obtained from the culture
by any means available to the skilled person, including centrifugation, filtration,
flotation and the like.
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® Enterococcus faecalis said bacteria being obtained from feline milk
* Lactobacillus plantarum said bacteria being obtained from feline milk

® Lactobacillus reuteri said bacteria being obtained from canine milk

Example 2: Physiologic and genetic characteriiation

All these isolates were physiological and genetically characterized. For the
identification of each probiotic strain, we performed a fermentation API 50CH
(BioMerieux) analysis of the strains at 37°C in anaerobic conditions for 24 and 48
hours, following the manufacturer instructions. The 24 hours results were summarized

in Table I. A positive fermentable substrate is that with a value higher than 3.

Due to the low specificity of the API characterization, we also performed the analysis of
the 168 rRNA sequences of the selected bacterial strains. The 16S RNA sequence of the
selected bacteria and their RAPD-PCR profile are shown in Figure 1. The results
obtained led to the classification of the bacterial strains as indicated above. With this
classification the bacterial strains of the invention were deposited according to the
Budapest Agreement at the CECT -Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo-, Valencia

(Spain) on April 17™ 2007 and accorded the following accession numbers:

* Bifidobacterium breve CECT7263

* Bifidobacterium breve CECT7264

® Lactobacillus reuteri CECT7260

* Lactobacillus plantarum CECT7262
* Lactobacillus reuteri CECT7265

¢ Lactobacillus fermentum CECT7266

The followmg bacterial strains of the invention' were deposited according to the
Budapest Agreement at the CECT -Coleccién Espaniola de Cultivos Tipo-, Valencia
(Spain) on May 30% 2008

o Lactobacillus salivarius CECT 7409
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e Enterococcus hirae CECT 7410
e Enterococcus faecalis CECT 7411
o Lactobacillus plantarum CECT 7412
o Lactobacillus reuteri CECT 7413

Table I: Fermentation pattern of the different probiotic strains of the invention Positive
fermentable substrates are indicated in grey.
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Example 3; Selective screening of the strains

15 Example 3a: Transfer to the mammary gland after oral intake
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The antibiotic resistance of the probiotic strains of this invention is summarized in

Table II.

Table I1: Antibiotic resistance of the different probiotic strains of the invention
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Example 4d: Production of antimicrobial metabolites

It has been suggested that the main mechanism used by probiotics is controlling the
balance between useful and harmful intestinal bacteria is the gut. When the number of
useful bacteria is reduced, opportunistic bacteria could over-grow and disturb the well-
being of the host or even induce an infection. Most bacterial organisms have acquired
characteristics or mechanisms that reduce the growth capabilities of other
microorganisms that cohabitate with them and thus, enabling their selective growth. The
reduction of pH through acid production by Ilac-:tic acid bacteria is one of such
mechanisms. Moreover, some lactic acid bacteria also produce bioactive peptides
components and other metabolites that selective inhibit the growth of other bacteria,
yeast or fungi. This is the case of reuterin (an aldehyde) or bacteriocins (peptides, such

as nisin or pediocin PA-1).

The probiotic strains of this invention Were assessed for their capability to produce
bactericidal metabolites using an agar well diffusion assay. TSA agar plates containing
108 cfu/ml of different pathogenic bacteria strain were prepared and assayed as
previously indicated in Example 3b for S. aureus. Results obtained were described in
Table IIL.
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Table III: pathogen inhibitory potential of the different probiotic strains of the invention'

7413 7412 7409 7411 7410 7263 7264 7260 7262 7265 7266
E. faecium P21 + + + - - bt 4+ + + ' +t (a3
E. faccalls TAB28 - +H e - . ++ ey ey e + -
L. monocytogenes + +- + +/- +- -+ ++ ++ +. + et
Scott A
L. innocua RdC + + + +- +- + ++ +- + + +/-
E. coli CECT 4076 - +H+ +H+ +, + bt + +++ =+ ++ et
E. coli RIMI +H = b + + + -+ ++ + +H+ +-
S. enteritidis 4396 -+ +H+ At ++ R +- ++ + + ++ ++
K. pneumoniae g ++ i+ -+ + -t + o+ + 4 ++
CECTI142 .
K. oxyloca +/- + -+ ++ e [Ee] -+ +- +/- +- ++
CECT360T '
P. vulgaris +* ++ + + + +/ + A+ -+ ++ +/-
CECT484
S. aurens -+t -+ -+ ++ ++ 4 4 bt e+ Eaas H+
CECTS191
S. epldermidis ++ At Fe= 2 ++ -+ Eed o -+ ++ ++ ++
CECT231

_Example 5: Effect of the probiotic strains of this invention on translocation of

Salmonella typhimurium in mice following immunization with inactivated Salmonella

vaccine

Translocation of gram-negative bacteria across the gut epithelium can occur esbecially in
subjects following gastrointestinal infection, disease or surgery. Left untreated it can lead to
endotoxemia. In this example, the effect of feeding the probiotic strains of this invention on

the translocation of the gut pathogen Salmonella typhimurium was examined.

Male Balb/c mice (6-8 weeks old) were daily fasted with 1x10°® cfu in 0.2 ml of milk or milk
alone for two weeks. After that, mice were either orally immunized or not with an
inactivated Salmonella vaccine (10° cfu inactivated with paraphormaldehyde in 0.2 ml
milk). After immunization, mice were fasted two weeks more with the probiotic
preparauons in alternate days for two weeks more. Two weeks after oral immunization, all

mice were orally challenged with live S. typhimurium (10'° cfu in 0.2 ml milk).
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AMENDED CLAIMS

A process for the selection of probiotics comprising the steps of :

(i) isolating lactic acid bacteria or bifidobacteria strains present in the fresh milk
from a mammalian species by selection in lactic acid culture media,

(ii) selecting those strains from step (i) that are capable of being transferred to
the mammary gland after oral intake and/or colonise the mammary gland
after its topic application,

(iii) selecting those strains from step (ii) which are able to reduce the rates of
survival and/or the rates of adhesion to epithelial cells of Staphylococcus
aureus and _

(iv) selecting those strains from step (iii) that are capable of protecting animals

from mastitis.

A process acéording to claim 1 wherein the milk used in step (i) is selected from

human, pbrcine, bovine, cat, ovine and canine milk. '
A probiotic strain obtainable by the process according to claims 1 or 2.

A probiotic strain according to claim 3 characterised in that the strain is selected
from the group of Bifidobacterium breve deposited in the CECT under Accession
N° 7263, Bifidobacterium breve deposited in the CECT under Accession N° 7264,
Lactobacillus reuteri deposited in the CECT under Accession N° 7260,

 Lactobacillus plantarum deposited in the CECT under Accession N° 7262,

Lactobacillus fermentum in the. CECT under Accession N° 7265 and
Lactobacillus reuteri deposited in the CECT under Accession N° 7266,
Enterococcus hirae deposited in the CECT under Accession N° 7410,
Lactobacillus plantarum deposited in the CECT under Accession N° 7412,
Enterococcus faecalis deposited in the CECT under Accession N° 7411,
Lactobacillus salivarius deposited in the CECT under Accession N° 7409,
Lactobacillus reuteri deposited in the CECT under Accession N° 7413.
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A supernatant of a culture of a strain or of a mixture of strains as defined in claims

Jor4.

A probiotic strain according to claims 3 or 4 or a mixture of strains according to

claims 3 or 4 or a supernatant according to claim 5 for use as a medicament,

A composition, a pharmaceutical product, a feed or a nutritional product

comprising at least a probiotic strain according to claims 3 or 4 or a supernatant as

- defined in claim 5.

A composition, pharmaceutical product, feed or nutritional product as defined in

claim 7 which is in a frozen, lyophilized or dried form.

A composition, pharmaceutical product, feed or nutritional product as defined in
claims 7 or 8 wherein the probiotic strain or the mixture thereof is in a partially or

totally inactivated form.

Use of a probiotic strain according to claims 3 or 4 or a mixture thereof or a
supernatant as defined in claim 5 for the manufacture of a medicament for the
treatment and/or prophylaxis of a chronic or acute infection or infestation, or of an
undesirable microbial colonization, wherein the infection, infestation or
colonization is caused by parasites, bacteria, yeast, fungi or viruses, affecting any

body surface or mucosa in a subject or animal in need thereof.

Use according to claim 10 wherein the infection is mastitis and the probiotic strain
has been selected in step (i) using milk from the same species that is intended to
be treated.

Use according to claim 10 wherein the infection is neonatal diarrhoea.

Use of a probiotic strain according to claims 3 or 4 or a mixture thereof or a

supernatant as defined in claim 5 for the manufacture of a medicament for the

treatment and/or prophylaxis of hypersensitivity reactions to food and metabolic
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intolerance; of constipation and other gastro-intestinal disorders; of inflammatory
or auto-immune disorders selected from the group of IBD, ulcerative colitis,
arthritis, atheros¢lerosis, multiple sclerosis, psoriasis or sarcoidosis; and of tumour

growth, metastasis and cancer in subject or animal in need thereof.

Use of a proi)iotic strain according to claims 3 or 4 or a mixture thereof or a
supernatant as defined in claim 5 for the manufacture of a medicament for the
treatment and/or prophylaxis of allergic disorders and asthma in a subject or

animal in need thereof.

_Use of a probiotic strain according to claims 3 or 4 or a mixture thereof or a

supernatant as defined in claim 5 for the manufacture of a medicament for
treatment and/or prophylaxis of temporally depressed immune levels in

individuals or animals subjected to physiological and management-derived stress.

Use according to claims 10 to 15 wherein the strain or composition is

administered via oral, topic, nasal, enteral, ocular, urogenital, rectal or vaginal.

Use according to claims 10 to 15 wherein the strain, composition, pharmaceutical
product, feed or nutritional product is designed to be administered to lactating
woman or animal for the therapeutic or prophylactic treatment of the foetus and/or

their breastfed babies or pups.
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Lactobacillus fermentum (CECT under Accession N° 7265)

TACACGATATGAACAGNTTACCTCTCATACGGTGNTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTT
ACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTG
TGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTG
TGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCA
CCAACAAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTA
AGCGTTGTTCATGCGAACAACGNTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTG
TCCCCCECTTCTGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTGGCG
ACCAAAATCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAATTGGGCCAACGCGTTCGACTTGC
ATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANTCTAA

Lactobacillus reuteri (CECT under Accession N° 7266)

ACCGNGGGNNAACGACACTGCGNGNACAGNT TACTCTCACGCACGNTTCTTCTCCAAC
AACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCT
TGCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCT
CAGTTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAG
CCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAG
CCATCTTTCAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTT
CCAAATGTTATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCA
CTCACTGGTGATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGC
GTACGACTTGCATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAANT
CTAA . :

Enterococcus hirae (CECT under Accession N° 7410)
GACAGTTACTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTT

CTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCACCCTCTCA
GGTCGGCTATGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCG
CGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCAAATCAAAACCATGCGGTTTCG
ATTGTTATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTGATGGGCAGGTTA
CCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTCCTCTTTTTCCGGTGGAGCAAGCTCCGGTGG
AAAAAGAAGCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAG
GT :

Lactobacillus plantarum (CECT under Accession N° 7412) _
TTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCA

CTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCG
GCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCYCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGA
CCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCATCTTTCAAGCTCGGACCATGCGGTCCAAGTTGT
TATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCAC
GTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGATGCAAGCACCAATCAA
TACCAGAGTTCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAG

Figure 1B
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Enterococcus faecalis (CECT under Accession N° 7411)
CTATCATGCAAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGS

AGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTG
GAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGC
TTTCGGGTGTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGT
CTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGT TTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTA
GAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCCAGCA

Lactobacillus salivarius (CECT under Accession N° 7409)
GGGTGGGGNGANCAGAACATGAAATGAACAGTTTACATCTCACCTCGCTGNTTCTTCCT
CTAACAACAGAGCTTTTACGACTCCGAAGGACCTTCTTCACATCACGCGGCGTNTGCTC
CATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGG
CCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCAACCTCTCAGATTCGGCTACGTATCATCACC
TTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACTAGTTAATACGCCGCGGGTCCATCTAAAAGCGATA
GNAGAACCATCTTTCATCTAAGGATCATGCGATCCTTAGAGATATACGGNATTAGCACC
TGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTTTTAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCC
GCCACTCAACTTCTTACGGTGAATGCAAGCATTCGGTGTAAGAAAGTTTCGTTCGACTT
GCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTNATGAGCCAGGATCAAACTCTA

Lactobacillus reuteri (CECT under Accession N° 7413)
GCNTGGGNGAACGGTCACTGCGGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACA
GAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGC
CCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTC
CATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTAC
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTT
CAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTT
ATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTGGTG
ATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACTTGC
ATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGNCAGGATCNAAACTCTAA

Figure 1C
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OLARTE GARCIA CARLOS REYNALDO
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Scolicitud internacional PCT/EP2008/056768
Fecha inicio fase nacional 31/12/2009
Tramite 11
Evento 379
Actuacidn 430
Oficio No. Zsﬂ'i

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidébn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia Yy representacidn 1legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

2. El solicitante debe aclarar si la solicitud corresponde al capitulo I o II del
PCT por gque 1la indicacidén en el petitorio no corresponde a los documentos del
expediente, en caso necesario adjuntar los documentos que corresponden.

3. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidén del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidén de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard seglin indiquen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la pégina siguiente...
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Fecha inicio fase nacional 31/12/2009
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Evento 379

Actuacién 430

Oficio No. 26{)2
Teniendo en cuenta que el capitulo reivindicatorio presentado excede de quince
reivindicaciones, es necesario que cancele la tasa establecida por cada
reivindicacién adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en 1la
resolucidén de tasas vigente para la fecha de presentacién de la solicitud, so pena

de que no sean tenidas en cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en 1lo
Contencioso Administrativo,

meses siguientes a la fecha de

requerimiento aqui seflalado. Lo anterior, con
establece el articulo 13 de la misma codificacidn,
adicionales.

Notifiquese

e),

ALIX CARMENZA CESPERES DE VERGEL

previsto
se le requiere para que dentro del término
notificacién del presente

el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2,
del capitulo quinto del tigjulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

del Cédigo
de dos (2)
oficio atienda el
el alcance que para tal efecto
respecto de las reivindicaciones

por el articulo 12

literal

Directora de Nuev Creaciones (c)
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adpall 16_. . 2010
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