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( ANEXOS )

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la sollcitud.
E Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Xl Documento de Representacion Legal. Protocollzado bajo el nimero 14.145.

D Documento de cesién de! Inventor &l solicitante o a su causante.
[] Deciaraciones. '

|:| Copla de la solicitud intemacional. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
E Traduccién de la solicitud Intemaclonal al castellano. (resumen, descripcién, reivindicaclones, dibujos)
E Copla del examen preliminar internacional efectuado por la Autorided Intemaclonal de Examen Preliminar

(IPEA).

E Traducclén del examen preliminar internaclonal efectuado por la IPEA.

[ ] De ser el caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradiclonales de
las comunidades indigenas.

[] Arte Final 12x12.

D De ser ol caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por ol
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totaimente con la invencién de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicliud intemacional.

E Otros Reporie de Bisqueda Intemaclonal con su fraduccién, Publicacién con su traduccién, Capltulo
Relvindlcatorio como fue originaiments presentado en Fase Intemacional con su traduccién y Recibos de
Deposito de Microorganismos con su traducclén
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores JOSE ANTONIO LLOREDA
y/o ALFONSO LLOREDA CAMACHO para TODOS LOS
ASUNTOS RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL
de la sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se encuentra protocolizado
ante esa Divisi6n bajo el No. 11.145. En consecuencia, ruego a usted
reconocer la personerfa de cada uno de dichos Representantes
Legales para actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo respecto de

la solicitud en él contenida.




Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 02/01163

A. CLASIFICACION DE MATERIA ORJETQ
IPC7 A61K35/74 A61P31/00 C12N1/20

ﬁ:ﬁﬁnh(}llliﬁuigndnhumlnmmiml [ In clasificacidn nacional y Ia IFC
B. CAMPOS BUSCADOS

&l:lm.ﬂuiﬂl Tinime buscads (sistemm de clagificacion segwido de simbolos dc chsificacion)
IPC7 A6IK

Documentacién buscada fuera de documentacién minima hasta donde dichos documentns se Icluysn en los campos buseados

Base de datos electrdnica congulinds durante In bisqueda internacional (nombre de Is buse de datos y, donde sea prictico, buscar términos usados)

EPO-Internacional, BIOSIS, WPI Dato, PAJ, FSTA, MEDLINE, PASCAL, LIFESCIENCES, CHEM ABS Dato, CAB
Dato, EMBASE

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

[~ Categoria® | Citacién de documentn, con indicacion, dande sea apropiado, de los textos relevantes Relevante & In reivindicacion No.

X US 5 413 785 A (NANJI AMIN A) 1-16
9 de Mayo de 1995 (1995-05-09)
columnsa 6, linea 26-columna 20, linea 33

X |EP 0 555 618 A (CAVALIERE VESELY RENATA MARIA; |1-16
SIMONE CLAUDIO DE (IT))
18 de Agosto de 1993 (1993-08-18)

pégina 2, linca 24-pégina 3, linea 47

A WO 99 59413 A (CHEN BINHUA; YAO YIGIANG (CN);
SHANGHALI SINE PHARMACEUTICAL C (CN))
25 de Noviembre de 1999 (1999-11-25)

f—
E En ¢l recuadro C se enumeran mis documentos. E En el anexo se enumenn miembros de 1a familia de patentes.
® Categoriss cypecinies de documentos citados:
T documento pasterior publicado despuds de In fecha de presentacion
'A' documento que define el estado general de In técnica el cual no se internacional o facha de prioridad y que no estl en conflicio con Ia
considera de relevancia particular solicitud pero citado para entender ¢l principio o teorfa que pustents
la invencién
'E' documents miterior pero publicsdo en o después de I fecha de
presentacidn intemacional X' documento do relavancia particular; la invencién reivindicads no
puede congidernrse nueva o no puede considerarse que compreade
'L’ documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de un paso inventivo cuando ¢l documento se toma solo
priocidad o que se cita para csiablecer Ta feche de publicacidn de ot
citacidn u otra rax'n egpecial (segdn so especifics) "Y' documento de relevancia particular; s invencidn reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando el
" documento que se refiere s una revelacitn oml, uso, exhibicidn u documento s¢ combina con uno o miis dacumentos, siendo diche
otros medios combinacidn obvia pare una persona experta en la técnica

' documento publicado antes de 1a fecha de presentacién internacional ‘&' documento miembro de la misma familia de patentes
de In fecha de pri relvindicada

Fecha de s terminacidn real de In bisqueds internacionsl Fecha de envio por comreo del reporte de bilsqueda internacional

13 de Junio de 2002 21/06/2002

Nombre y direccién de carreo de In ISA Funcionario sutorizdo

Patent Office, P. B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk Rempp, G
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoje) (Julio 1992)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP 02/01163

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categora ©

Citacion de documento, con indicacion, dande sea apropiado, de los textos relevantas

Relevants & i refvindicacién No.

A

DATABASE BIOSIS 'Onlinel

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, PHILADELPHIA,
PA, US;

Octubre 1999 (1999-10)

OCANA VIRGINIA S ET AL: "Caracteristicas de superficie de
lactobacilos aislados de vagina humana”

No. de acceso a 1a base de datos PREV200000199558
XP002174987

resumen

& JOURNAL OF GENERAL AND  APPLIED
MICROBIOLOGY,

vol. 45, no. 5, Octubre 1999 (1999-10),

péginas 203-212,

ISSN: 0022-1260

DATABASE BIOSIS 'Onlinel

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, PHILADELFHIA,
PA, US;

Enero 1998 (1998-01)

PEREZ PABLO F ET AL: "Propiedades de superficic de cadenas
bifidobacteriales de origen humano”

No. de acceso a la base de datos PREV199800098644
XP002174988

resumen

& APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY,

vol. 64, no. 1, Enero 1998 (1998-01),

péginas 21-26,

ISSN: 0099-2240

Forma PCT/ ISA /210 (continuacién dc In segunda hoja) (Julio 1992)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | solicitud Internacional No.

Informe sobre micmbros de familia de patentes PCT/EP 02/01163
Documento de patente . -
citado en el reporte de Fecha de publicacién Miembro(s) de I familia de patentes F;;':"“!;n
biisqueda publicac
US 5413785 A 09-05-1995 NINGUNO
EP 0555618 A 18-08-1993 IT 1254210 B 14-09-1995
DE 69226622 D1  17-09-1998
DE 69226622 T2 1102-1999
DK 555618 T3 17-05-1999
EP 0555618 A2 18-08-1993
ES 2120440 T3 01-11-1998
JP 6056680 A  01-03-1994
Us 5716615 A 10-02-1998
WO 9959413 A 25-11-1999 Us 2001014322 A1 16-08-2001
AU 3995699 A  06-12-1999
WO 9959413 Al 25-11-1999

Forrm PCT/ ISA/ 210 (anexo familia de patentes) (Julio 1992)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

i *jational Application Mo
PCT/EP 02/01163

T ReIK3s/Ta T VABIP31/00  C12N1/20

IPC A61K
According I Inlemationat Pateni Ciassification {IPC) or 1o both national classification and PG
8. FIELDS SEARCHED
Minimum documeniaiion searched {Classificallon systam tollowsd by clasalication symbols)
IPC 7 A6I1K
Documaniation searched other than minimum documeniation Lo he sxien: Ihat such documsnis e included in the flaida ssarched
Electronic data base consulied during ihe Intemational ssarch (neme of daia bass and, whers preciical, ssarch tenms usad)
EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data, PAJ, FSTA, MEDLINE, PASCAL, LIFESCIENCES, CHEM
ABS Data, CAB Data, EMBASE
€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Caiagory * | Craiion of documant, with indication, where appropriats, of 1he relevant passages Ralevani to cialm Na.
X US 5 413 785 A (NANJI AMIN A) 1-16
9 May 1995 (1995-05-09)
. column 6, 1ine 26 —column 20, 1ine 33
X EP 0 555 618 A (CAVALIERE VESELY RENATA 1-16
MARIA ;SIMONE CLAUDIO DE (IT))
18 August 1993 (1993-08-18)
page 2, 1ine 24 -page 3, l1ine 47
A WO 99 59413 A (CHEN BINHUA ;YAO YIGIANG
(CN); SHANGHAI SINE PHARMACEUTICAL C (CN))
25 November 1999 (1999-11-25)
-)—
‘E Furthor documents ave linied in tha contimsstion of bex C. E Patand fambly mombors are isted i srmex.
* Spacial catagonen of ched dotumenda : —— i published after the “&
"A" document deining the genarsl e ofthe as which is no g.,"'f,':,mmw,.“:'s'm Undariying the
‘E" earlisr cocunant but publishad on or aNer the intemational o wm‘nﬂm.m the caimed Lnve
filing cate not be conskisred Iorunnolllmlo
" mwghwmlwumﬂnmu mnmmmmmu takan alons
cHialion or olnar special reason (as spaciled) v mmu“m'mrmm n:'m“
‘0" documant reterring 10 an oral disclosum, use, sxhibllion or documant ls combsined with ana ar mom olhar such dacu~
olhsr mears monts, such combinalion baing obvicus 1o 8 person aldiied
P~ document published prior 10 the Inismallonal fing date but hihsat
Iatar ihan tha priorily dala clumed *A' documani member of the same patam temlly
Daie of the actual compialion of the inemational ssarch Daia of malling of tha Inlematicnal saarch report
13 June 2002 21/06/2002
Name and maling acdress of the ISA Aulhorizad oficar
Eumplm Paient Oftica, P.B. 5818 Pajenilsan 2
Toi (+3770) 340-2040, Ta. 31 851 spori,
Fax: (+31-70) 240-3018 Rempp, B

Foam PCTABAZ10 (second shast) (uly 19a3)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

A

N~ pational Application No
PCT/EP 02/01163

CJ{Conunustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Chalion of docunent, with indication, whare appragrinie, of the relevan! passages

FAslevani o ciaim No.

A

DATABASE BICSIS ‘Online!

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US;

October 1999 (1999-10)

OCANA VIRGINIA S ET AL: "Surface
characteristics of lactobaciil! 1solated
from human vagina.”

Database accession no. PREV200000199558
XP002174987

abstract

& JOURNAL OF GENERAL AND APPLIED
MICROBIOLOGY,

vol. 45, no. 5, October 1999 (1999-10),
pages 203-212,

ISSN: 0022-1260

DATABASE BIOSIS ‘Online!

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US;

January 1998 (1998-01)

PEREZ PABLO F ET AL: "Surface properties
of bifidobacterial strains of human
origin.”

Database accession no. PREV199800098644
XP002174988

abstract

& APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY,
vol. 64, no. 1, January 1998 (1998-01),
pages 21-26,

ISSN: 0099-2240

Famn PCTABA/210 (osniinustion ol secant shoat) Luly 1952}



.. INTERNATI NAL SEARCHREP RT . ~
Irdermation on patant family members PCT/EP 02/01163
Patent document Publication Patent family Publication
cited in saarch raport date member{s) date
US 5413785 A 09-05-1995 NONE
EP 0555618 A 18-08-1993 IT 1254210 B 14-09-1995
DE 69226622 D1 17-09-1998
DE 69226622 T2 11-02-1999
DK 555618 T3 17-05-1999
EP 0555618 A2 18-08-1993
ES 2120440 T3 01-11-1998
JP 6056680 A 01-03-1994
us 5716615 A 10~02-1998
W0 9959413 A 25-11-1999 US 2001014322 Al 16-08-2001
AU 3995699 A 06-12-1999
%0 9959413 Al 25-11-1999

Form PCTASWZ10 (patant lemily srnes) Culy 1008)



(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGO'N EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Organtzacién Mundial de Propiedad Intelectual
Oficina Internacional

(43) Fecha de Publicacién
15 de Agosto de 2002 (15.08.2002)

(10) Ndmero de Publicacién Internacional

WO 02/062360 Al

(51) Clasificacién Internacional de Patentes”: ASIK 3574,  (84) Estados Designados (regional): Patente ARIPO (GH, GM, KE, LS,

AS1P 31100, CI12N 120 MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), Patente Eurasiatica

(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, T™), Patente Europes

G Nocmrs do Sl rmcont:  PCTEPOZOIIG) (AT BB+ G, CY. DB, DK, S, FL PR, OB, GR 8, T, LU
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

{22) Fecha de Reglatro Interusclonal: Febrero 1 de 2002
(01.02.2002) Deciaraciones segin Is Regla 4.17:
_ relativa al derecho del solicitante de solicitar y obtener una patente
i (Regla 4.17(ii)) para las siguientes designaciones AU, BR, CA,
(25) ldloma de registro: Inglés N, CO, CR, CZ, DM, EC, HU, ID, IL, IN, JP, KR, LK, MA, MX,
NO, NZ, PH, PL, SG, TN, VN, ZA, patente ARIPO (GH, GM, KE,
bllcackin: LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), patente Eurasiética
25) Idioma de Py ? Inglés oM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), petente Europes (AT,
BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, [E, IT, LU, MC, NL,
(30) Infarmacién de Prioridad: PT, SE, TR), patente OAP!I (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN,
01200436.2 Febrero 6 de 2001 (06.02.2001) EP  GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG)

relativa al derecho del solicitante de reivindicar la prioridad de ia
solicitud anterior (Regla 4.17(iii)) para las siguientes designaci
(71) Sclichante (pam todos los Estados designados excepto Estados AU, BR, CA, CN, CO, CR, CZ, DM, EC, HU, ID, IL, IN, JP, KR,
Unidosk SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A. LK, MA, MX, NO, NZ, PH, PL, SG, TN, VN, ZA, patente ARIPO
[CH/CH]; P.O. Box 353, CH-1800 Vevey (CH). {CGH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
petente Eurasidtica (AM, AZ,B. KG, KZ, MD, RU, TJ, T™M),
P . patente Europea (AT, BB, CH, CY, DB, DK, ES, FI, FR, GB, GR,
VeRtores IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), patente OAPI (BF, BJ, CF, CG,
(75) Inventeres/Solicitantes (para Elﬂﬂ. Uﬂld:l Bllll'll'lll)ﬂ Cl, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG)
SCHIFFRIN, Eduardo [CHCH); Chemin de Risnt- (0 ot i de inventor (Regla 4.17(v)) pars Estados Usidos
Mont 17, CH-1023 Crissier (CH). KOCIUBINSKI, — ... -
Guillermo [AR/US]; 34 Fairview St Apt C8, West
Hartford, CT 06119 (US).

Pablicada:
(') Reprosentante Comiin: CHAUTARD, Céele; Sockéth des — muges o wdequ. iempo pare modificar
nte n: (]
Produits Nestld S.A., P.O. Box 353, CH-1800 Vevey (CH). _ﬂmmy:MJguup:;dmdc
recibo de modificociones

(81) Estades Designados (nacionaly: AU, BR, CA, CN, CO, CR,
CZ, DM, EC, HU, ID, IL, IN, JP, KR, LK, MA, MX, purg Jor cddigos de dos letras y oiras abrevioturas, refidrase a "Las Notas
NO, NZ, PH, PL, SG, TN, US, VN, ZA Gulor sobre Cadigos y Abreviciuras® que aparecen ol comierao de eada
emisidn reguiar de ln Goceta PCT.

(54) Tituls: ENDOTOXINA ENLAZADA POR BACTERIA DEL ACIDO LACTICO Y BIFIDOBACTERIA

(57) Resumen: La invencién se reficre al uso de al menos una cadena de bacteria de écido lictico y/o bifidobacteria que tiene propiedades
de superficie hidrofbicas, para Ia preparacién de una composicién destinada a la prevencién o el tratamiento de desordenes asocisdos
y/o mediados por endotoxina y composiciones alimenticias para humanos o mascotas preparadas de 1a misma.



.

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) \ l

(19) World Intellectual Property Organization
Iniermnational Burean

- (43) International Publication Date

15 August 2002 (15.08.2002) PCT

RIS EEan RN

(10) International Publication Number

WO 02/062360 Al

(51) International Patent Classification AGIK 384,
AGIP 3170, C12N 120

(21) Internaticnal Application Number: PCT/EPO2/01163

/

Buropean patcnt (AT, BE, CH, CY, DR, DK, ES, FL, FR,
GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), OAPI patem
(BE BJ, CF, CG, CI, CM, GA, OGN, GQ, GW, ML, MR,
NL, SN, TD, TG).

(22) International Filing Date: 1 Rebruary 20072 (01.02.3007) Declarations under Rule 4.17:

(25) Filing Language: English
(26) Publication Language: English
(30) Priority Data:

D1200436.2 6 Febnary 2001 (06.02.2001) EP

(71) Applicant (for all designated Siates except US): SOCH-
ETE DES PRODUITS NESTLE S.A. {CH/CH]; PO. Box
353, CH-1800 Vevey (CH).

(72) Inveators; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): SCHIFFRIN,
Eduarde [CH/CH]; Chemin dec Riant-Mont 17, CH-1023
Crissier (CH). KOCIUBINSKI, Gulllermeo [ARNS]; 34
Fairview St. Apt CB, West Hartford, CT 061 19 (US).

(74) Commou Representative: CHAUTARD, Céelle; Sociétd
des Produits Nestlé S.A., P.O. Box 353, CH-1800 Vevey
(CH).

(81) Desigunted States (natlonal): AU, BR. CA, CN, {0, CR,
CZ, DM, BC, HU, ID, IL, IN. JP, KR, LK, MA, MX, NO.
NZ, PH, PL, SG, TN, US, VN, ZA.

(84) Designated States (regional): ARIPO patent (GH, OM,
KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
Burasian paient (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T1, T™M),

v
e

as to applicant's entitlement io apply for and be granted
a patert (Rule 4.17{ii)) for the following designations AU,
BR,CA, CN.CO.CR,CZ DM, EC HUL ID, IL. IN, JP. KR,
LK. MA, MX, NO. NZ, PH, PL, SG, TN, ¥N. Z{, ARIPO
paient (GH, GM, KE, LS, MW, MZ, $D, S, 82, TZ, UG,
ZM. ZIV), Evrasian patent (AM. AZ, BY. KG. KZ MD, RU,
TJ, TM). Esropean patent (AT, BE, CH, CY, DE. DK, ES,
FI FR GB, GR, IE IT, LU, MC NL, PT, SE, TR), O4PI
paismt (BF, BJ, CF. CG, CI, CM, GA. GN, GQ. GIV. ML,
MR. NE, SN, TD. TG)

as to the applicant 3 entitlement 1o claim the priority of the
earlier gpplication (Rule 4. 17(iil)) for the following derig-
nations AU, BR, CA, CN. CO. CR. CZ, DM, EC, HU, ID.
IL, IN, JF, KR, LK, MA, MX, NO, NZ, PH_ PL. SG. TN. VN.
ZA, ARIPO patent (GH, GM, KE. LS. MW, MZ, SD, SL. SZ
TZ UG, ZM. ZI¥). Eurasian patent (AM. AZ. BY. KG, KZ
MD, RU., TJ, TM), Eurcpean paient (AT, BE. CH. CY. DE,
DK ES, Fi, FR. GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR).
OAPI patent (BF, BJ. CF, CG. Cl. CM. GA. GN. GQ. G¥,
ML. MR, NE, SN. TD, TG)

of imentorship (Rule 4.17(t}) for US only

—

with international search report

bejore the expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendments

For stwo-letter codes and other abbreviations. refer to the "Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing ai ike begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazelte.

WO 02/062360 Al

{54) Title: ENDOTOXIN BINDING BY LACTIC ACID BACTERIA AND BIFIDOBACTERIA

(57) Abstract: The invention relates to the use of at leasi one strain of lactic acid bacteria and/or bifidobacteria having hydrophobic
surface properties, for the preparation of a composition intended for 1he prevention or the treatment of endotoxin mediated and/or
associated disorders and human or pet food compositions prepared thereof.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de al menos una cepa de bacteria
y/o bifidobacteria de &cido 1l&ctico que tiene
propiedades superficiales hidrofébicas, para la
preparacién de una composicién diseflada para la
prevencién o el tratamiento de trastornos mediados

y/o asociados con endotoxina.

2. El uso de conformidad con la
reivindicacién 1, en donde la bacteria o
bifidobacteria de &cido l&ctico tiene una

hidrofobicidad porcentual (%¥H) de al menos 80, y mis

preferentemente de 85 hasta 100%.

3. El uso de conformidad con la
relvindicacién 1 6 2, en donde 1la bacteria vy
bifidobacteria de &cido l&ctico tiene la habilidad de
enlazarse a endotoxinas, © coagregarse con bacteria

gram negativa.

4. El uso de conformidad con cualgquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, en donde la cepa de
bacteria o de bifidobacteria de &cido l&ctico se
selecciona del grupo que consiste de Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus reuterid, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus animalis, Lactobacillus
ruminis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rahmnosus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
delbrueckii subs. lactis, Bifidobacterium s8pp.,

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
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Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium

infantise, Bifidobacterium adolescentis.

5. El uso de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, en donde la cepa es NCC
2463 de Lactobacillus acidophilus (CNCM-I 2623), NCC
189 de Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2333), NCC 235
de Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2335), NCC 251 de
Bifidobacterium adolescentis (CNCM-I-2168),

Bifidobacterium lactis (ATCC27536).

6. El usc de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5, en donde la bacteria de
dcido léactico de utiliza de modo que la cantidad
disponible para el individuo es de aproximadamente

10%-10** ufc/dia.

7. Una cepa aislada de bacteria o
bifidobacteria de &cido ldactico que tiene propiedades
superficiales hidrofébicas, que ha sido seleccionada
por su hablilidad para enlazarse a endotoxinas o

coagregarse con bacteria gram negativa.

8. Una cepa de conformidad con la
reivindicacién 7. en donde la bacteria o
bifidobacteria de &cido l&ctico se enlaza al menos a
30% de endotoxina de soluciones, en donde las
concentraciones son similares al contenido intestinal

de endotoxina.
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9. Una cepa de conformidad con la
reivindicacién 7 u 8, seleccionada del grupo que
consiste de Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
reuterili, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
animalis, Lactobacillﬁs ruminis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus delbrueckii subs. lactis,
Bifidobacterium spp.., Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium pseudolongum,
Bifldobacterium infantis, Bifldobacterium

adolescentis.

10. Una cepa de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 7 a 9, la cual es NCC 2463 de
Lactobacillus acidophilus (CNCM-I 2623), NCC 189 de
Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2333), NCC 235 de
Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2335), NCC 251 de
Bifidobacterium adolescentis {CNCM-I-2168),

Bifidobacterium lactias (ATCC27536).

11. Una composicidn alimenticia para
humanos o para mascotas que contiene al menos una
cepa de bacteria y/o bifidobacteria de &cido lé&ctico
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
7 a 10, asociada con un soporte ingerible o wuna

matriz farmacéutica.

12. Una composici6én de conformidad con 1la
reivindicacién 11, en donde la cepa se utiliza en su

forma viable o inactivada.
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13. Una composicifn de conformidad con la
reivindicacién 11 6 12, en donde la cepa de bacteria
de &4cido l&actico se seleccionadle grupo que consiste
de Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuterii,
Lactobacillus  paracasei, Lactobacillus animalis,
Lactobacillus ruminis, Lactobacillus acidophilus,
Lactobaclillus rahmnosus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus delbrueckii subs. lactis,
Bifidobacterium spp.., Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium pseudolongum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium

adolescentis.

14. Una composicién de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en donde
la cepa es NCC 2463 de Lactobacillus acidophilus
(CNCM-I 2623), NCC 189 de Bifidobacterium bifidum
(CNCM-I-2333), NCC 235 de Bifidobacterium bifidum
({CNCM-I-2335), NCC 251 de Bifidobacterium
adolescentis (CNCM-I-2168), Bifidobacterium lactis

(ATCC27536) .

15. Una composicién de conformidad con
cualquiera de las reivindicacionees 11 a 14, en donde
la cantidad de cepa de bacteria de &cido l&ctico
disponible para el individuo corresponde a

aproximadamente 103-1 ufc por dia.
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16. Una composicién de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, la cual
reduce, previene o trata trastornos asociados Yy/o

mediados con endotoxina.
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Claims

1. The use of at least one strain of lactic acid bacteria and/or bifidobacteria having
hydrophobic surface properties, for the preparation of a composition intended for the
prevention or the treatment of endotoxin mediated and/or associated disorders.

2. The use according to claim 1, wherein the lactic acid bacteria or bifidobacteria

has a percent hydrophobicity (%H) of at least 80, and more preferably from 85 to
100%.

3. The use according to claim 1 or 2, wherein the lactic acid bacteria and
bifidobacteria has the ability to bind endotoxins, or co-aggregate with gram-negative

bacteria.

4. The use according to any of claims 1 to 3, wherein the lactic acid bacteria strain
or bifidobacteria is seleccted from the group consisting of Lactobacillus Johnsonii,
Lactobacillus  reuterii, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus animalis,
Lactobacillus ruminis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacilius rahmnosus,
Lactobacitlus fermentum, Lactobacillus delbrueckii subs. lactis, Bifidobacterium
spp., Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
pseudolongum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium adolescentis.

5. The use according to any of claims 1 to 4, wherein the slrair': is Lactobacillus
acidophilus NCC 2463 (CNCM-1 2623), Bifidobacterium bifidum NCC 189 (CNCM-
1-2333), Bifidobacterium bifidum NCC 235 (CNCM-I-2335), Bifidobacterium
adolescentis NCC 251 (CNCM-1-2168), Bifidobacterium lactis (ATCC27536).

6. The usc according to any of claims 1 to S, wherein the lactic acid bacteria is used
so that the amount available for the individual is of about 10*-10" cfus per day.

7. An isolated strain of lactic acid bacteria or bifidobacteria having hydrophobic
surface properties, that has been sclected for its ability to bind endotoxins or co-
aggregate with gram-negative bacteria.

it
o

-

LR Ry

p——



10

15

20

25

30

WO 1262360 ' PCT/EP02/01163

22

8. A strain according to claim 7, wherein the lactic acid bactcria or bifidobacteria
binds at least 30 % of endotoxin from solutions where the concentrations are similar
to the intestinal content of endotoxin.

9. A strain according to claim 7 or 8, sclected from the group consisting of
Lactobacillus  johnsonii, Lactobacillus  reuterii, Lactobacillus paracasei,
Lactobucillus  animalis, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus delbrueckii subs.
lactis, Bifidobacterium spp., Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium

adolescentis.

10. A strain according to any of claims 7 to 9, which is Lactobacillus acidophilus
NCC 2463 (CNCM-1 2623), Bifidobactertum bifidum NCC 189 (CNCM-I-2333),
Bifidobucterium bifidum NCC 235 (CNCM-1-2335), Bifidobacierium adolescentis
NCC 251 (CNCM-I-2168), Bifidobacterium lactis (ATCC27536).

11. A human or pet food composition containing at least one strain of lactic bacteria
and/or Bifidobacteria according to one of claims 7 to 10, associated with an

ingestible support or a pharmaceutical matrix.

12. A composition according to claim 11, wherein the strain is used in its viable or

inactivated form.

13. A composition according to claim 11 or 12, wherein the lactic acid bacteria strain
is selected from the group consisting of Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
reuterii, Lactobacillus paracasel, Lactobacillus animalis, Lactobacillus ruminis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus delbrueckii subs. lactis, Bifidobacterium spp., Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium

infantis, Bifidobacterium adolescentis.

77
19
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14. A composition according to any of claims 11 to 13, wherein the strain is
Lactobacillus acidophilus NCC 2463 (CNCM-I 2623), Bifidobacterium bifidum
NCC 189 (CNCM-1-2333), Bifidobacterium bifidum NCC 235 (CNCM-I-2335),
Bifidobacterium adolescentis NCC 251 (CNCM-I-2168), Bifidobacterium lactis
(ATUC2T530).

15. A composition according to any of claims 11 to 14, wherein the amount of lactic
acid bacteria strain available for the individual is corresponding to about 10%-10" cfu
per day.

16. A composition according to any of claims 11 to 15, which reduces, prevents or
treats endotoxin mediated and/or associated disorders

Z
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FORMULA INTERNACIONAL
DESTINATARIO: RECIBO EN CASO DE DEPOSITO INICIAL
Socléts des Prodults Nestié SA. Expadido en virtud de la norma 7.1 por la AUTORIDAD
Patents Department DE DEPOSITO INTERNACIONAL Identificada al final do
Avenue Nestlé 55 este formulario.

CH-1800 Vevey

1. IDENTIFICACION DEL MICRO-ORGANISMO

Referencia de identificacién dada por el DEPOSITANTE: | Ndmero de Orden atribuido por
NCC 251 AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL:
1-2168

Il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA
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B 4o una descripcidn cientifica

™ de una designacitn taxondmica propuesta

(Sefialar el que se aplique).

1. RECEPCION Y ACEPTACION

La presents autoridad de depdsito intemacional acepia e microorganiamo kiantificado bajo el Inciso | el Cual recibid
ol dia
15 do Marzo 1808 {fecha del depdaito Inicial)!

IV. RECEPCION DE UNA SOLICITUD DE CONVERSION

La presente autoridad de depdetlio Intsmaclonal recibid el microorganiemo idenificado bajo el inciso |, el
(facha del depdsito Iniclal) y recibid una solicitud de conversion del depdsiio Iniclal en depésiio conforme al tratado

de Budapast el (fecha de recepcidn de |a solicitud de conversién).
V. AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL _
Nombre: Fima de la persona compelents para represantsr a la
CNCM autoridad de depdsito Intemnacional o del empleado
Collection Nationale autorizado:
Ds Gultures de Microorganismos
FIRMADC: Simona OZDEN
Direccién : Director de la CNCM.
INSTITUT PASTEUR Fecha: Paris 10 de Agosto, 1969
28, Rue Docteur Roux
F-75724 PARIS CEDEX 15

1 En caso de aplicacidn de la norma 8.4.d), esta fecha se considera |a fecha en la cual se adquirid el estaiuio de
autoridad de depdsito Intemacional. Formulario: BP/4 (Pégina tnica),

LA TRADUCTORA OFICIAL

HELENA URIBE DE LEMOINE



TIAITE DE BUDAPEST BUL LA RECONAALISSANCE
INTERNATIONALE DU DEPOT DEN MICRD-ORCANIBMES
AUX TINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETS

TORMULE INTERNATIONALR

[Tll!lll‘ﬂlll 1 l RECEFISEX RN CAE DR DXIFOT INITIAL,
délivrd en wartu de ls rigls 7.1 par

1"AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE
identifida sn bas de cette page
SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A.
Patents department
Avonye Nesthé 56
CH-1800 Vevey

|_ NOM ET ADRESSE _l

DU DEPOSANY

I. IDESTIFICATION DU NICRO-ORGANISME

Réfidrence d’identification donnde par le Numidro d'ordre attribud par
DEFOIART 1'AUTORITE DE DEFOT INTERNATIONALE »

NCC 251 1-2168

I1. DESCRIPTION SCIEZFTIFIQUE ET/OU DESICENATION TAXONOMIQUE PROPOSKE

Ls micro-organisme identifid sous chiffyre 1 Stait accompagnd 1

d’une deseription sclantifique

d’une désiguation tazonouique proposda

(Cochar ce gul comvient)

ITI. RECEPTION ET ACCEPTATION

La présents auntorité de dépit internatiosmsls sccepts la micro-erganiwme identifid sous
ahifire 1, qu'alle s regu 1a 15 MARS 1909 (date du dépdt iamitiml)l

1V. RECEPTION D'UNE AEQUETX EN CONVERBION

La prisente sutorité ds dépSt Ilntaruvatiomsla a regn ls micro-organisme identifid sous

chiffra I le {dats du dépdt imitisl)
at & regu uns reaquits sn convataion du dépét initial en dépdt conforme au Traitd ds
Budapast le (date da rdesption du la raquite an conversion)

¥. AUTORITE DE DEPOT INTERNATIORALE

Rom 1 CNCM Signatarsis) da 1a {dea) personnsis!
con Na compitanta{s) pour représsnter 1’autoritcd
ection Nationale de didpét internationals ou de 1°'{des)}
de Culturss de Mioroarganiames anployé(s) antorisé{s) 1 Simona OFDEN
In CHCM
Adresse 1 INSTITUT PASTEUR
28, Rue du Docteur Roux
F-75724 PARIE CEDEX 15 Dats 1 Puarla, in 10 200t 1089

1 En ceas d'application de la rigle 6.4.d), catts date est 1z date i laquells le aststnt
d'autorits de dépdt internationale n #td acquias.

Formuls BP/A (pags unigua}



TRADUCCION OFICIAL NO. 445/2003-.

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
RELACIONADO CON EL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO: RECIBO EN CASO DE DEPOSITO INICIAL

Soclété des Prodults Nestlé S A Expedido en virtud de lan norma 7.9 por la AUTORIDAD
Patents Department DE DEPOSITO INTERNACIONAL identificada al final da
Avenue Nestlé 55 ests formulario.

CH-1800 Vevey

l._IDENTIFICACION DEL MICRO-ORGANISMO

Referencla de Identificacion dada por el DEPOSITANTE: | Nimero de Orden atribuido por
NCC 189 AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL:
1-2333

l. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo Identificado bajo el Inciso | esth acompafiado:
B 4o una descripcidn clenttiica

B dg una designacin taxondmica propuesta

(Sefalar el que 8o aplique).

Ill. RECEPCION Y ACEPFTACION

Lapmmhuubrldaddadapﬂslbhhmadondmphdnﬂmgmlmldmﬂ—ﬂéldobdoolindwlclwdm
eldla

12 de Octubre 1808 (fecha del depdsiio Inicial)!

IV. RECEPCION DE UNA SOLICITUD DE CONVERSION

Ln presents autoridad de depGsito Itemacional recibid el microorganismo Klentificado bajo el Inciso 1, el
(fecha del depdaito Inicial) y recibid una sofictiud de conversidn del depdsito inicial en depdsiio conforme al fratado

de Budapest el {facha de recepcién de la solicitud de conversidn).
V. AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL
Nombre: Firma de la persona competents para represantar a la
CNCM autoridad de depdsito ntemacional o det empleado
Collection Natlonale autorizado:
De Cultures de Microorganismos
FIRMADO: Simona OZDEN
Direccion : Director de la CNCM. )
INSTITUT PASTEUR Facha: Paris, 30 do Noviembre 1999
28, Rue Doctsur Roux
F-15724 PARIS CEDEX 15

1 En caso de aplicacidn de la norma 6.4.d), esta fecha so considera la facha en la cual se adqukit el estatuto de
autoridad de depdaiio Intemacional. Formulario: BP/4 (Péagina tnica).
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TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISBANCE
INTERNATIONALE DU DEPOT DER MICRO-ORGANISMES
AUX ¥1NS DE LA PLOCEDURE EF MATIEREK DE BREVETS

FORMULE INTERRATIONALE

,EITIIATAI“ t —I RECEPISGER EN CAS DX DEPOT INITIAL,
dilivrd ea vartu de la rigle 7.1 par

Société dea Produils Nestié S.A. 1'AUTORITE DE DEPOT INTERBATIONALE

Patents depariment fdencifife au bas ds cetts pags
Avenue Nestié B5 ~
CH-1800 Vevey
NOM ET ADRESSE
I— DU DEPOSANT —"
1. IDENRTIFICATION DU MICRO-ORUANISME
Réfdrence d*identification donnida par le Numéro d'ordre sttribnd par
DEPOSANT 1'AUTORITE DK DEPOT INTERNATIONALE
NCC 189 1-2333

I1. DESCRIPTION SCIENTIPIQUE ET/OU DESIGRATION TAXDNOMIQUE PROPOSEE

Ls micro-organisme identifié sous chiffre 1 érait sccompagad @

d’uns description geleatifique

d'une désignation taxonomigque proposds

{Cochar c¢a gui convient)

I11. RECEPTION ET ACCEPTATION

La présants sutoritd de dipSt internationsle accapte ls micro-organisms idesrifid sous
chiffre 1, qu’elle a zage 1s 12 OCTOBRE 1989 (date du dipbt imitial) !

I¥. RECEPTION D"UNE REQUETE EN CONVERSION

La prissntes antorité dea Jipdt internationala a regu la micro-organimme identifid sons

chiffra I le (date du dépédt initial)
et & regu uns raquita sn convarsion du dépdt initisl em dépdt conforme au Tyaitd da
Budagpest le (dsta da ricaption de ls requits wn conversion)

¥. AUTORITE DE DEPOT IRTERNATIONALE

Nom 1 Sigusture(s) de la (des) personna{s)
CNdCM o compétante(s) pour représsatar l'sutorité
Coliection Nationale de dépAr internstionals ou de 1'(des)
de Cultures de Microorganismes employdi{s) autorisé(s) 1 2
Adrasse ¢ INSTITUT PASTEUR
28, Rue du Docteur Roux
F-75724 PARIS CEDEX 15 Date 1 Puris, e 30 novemive

1 En ces d’application de la rigla 6.4.d), cetts dats est la date & laguelle la atatut
d'autoricéd de dépdt internationsla a §té scquis.

Formule BP/4 (page unique)

- ——
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TRADUCCION OFICIAL NO. 445/2003-.

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
RELACIONADO CON EL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO: RECIBO EN CASO DE DEPOSITO INICIAL
Soclété des Produits Nestié 8.A. Expedido en virtud de la norma 7.1 por la AUTORIDAD
Patents Department DE DEPOSITO INTERNACIONAL identificada al final de
Avenue Nostld 53 ests formulario.
CH-1800 Vovey
1, IDENTIFICACION DEL MICRO-ORGANISMO
Referencla de identificacion dada por el DEPOSITANTE: | Ndmero de Orden atribuldo por
NCC 200 AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL:
1-2334

1l. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado bajo ef inciso | estd acompaiado:
® 4o una descripcién clentifica

H 4o una designacion taxondmica propuesta

{Seialar el que se aplique).

lll. RECEPCION Y ACEPTACION

La presents autoridad de depdsito intemacional acepta el microorganismo identiicado bajo el Inciso | of cual recibid
aldia

12 de Octubre 1999 (fecha del depdsito Inicisl)!

IV. RECEPCION DE UNA SOLICITUD DE CONVERSION

La presents eutoridad de depdsito intemacional recibid & microorganismo Identificado bajo el inciso 1, el
(fecha dei depdsiio Inicial) y recibi6 una solictud de conversién del depdsito iniclal en depdsito conforme al tratado

do Budapest el (fecha de recepcion de la solicitud de conversion).
V. AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL
Nombre: Firma de la parsona compstents para representar a la
CNCM autoridad de depésito intenacional o del emplaado
Collection Natlonale autorizado:
Do Cultures de Microorganismos
FIRMADO: Simona OZDEN
Direccidn : Director de la CNCM.
INSTITUT PASTEUR Fecha: Parfs, 30 de Noviembre 1960
28, Rue Doctaur Roux
F-75724 PARIS CEDEX 15

1 En caso de aplicacidn de la norma 6.4.d), esta facha se considera la facha en la cual 8o adquinid el estatuto do
autoridad de depdsito Intemacional. Formulario: BP/4 (Pagina dnica).

LA TRADUCTORA OFICIAL

HELENA URIBE DE LEMOINE




TRAITE DE BUDAPEST BUR LA RECONNAIBEANCE
INTEANATIONALE DU DEPOT DER MICRO-DRCANISNES
AUX FIRS DE LA PROCEDURK EN MATIERE DE BAEVETS

FORMULE INTERNATIOMALE

I DEGTINATAIRE I RECEPISBE EX CAS DE DIPOT IRITIAL,
délivzd sp vertu de la ridgle 7.1 par

Soclité des Prodults Neatlé 8.A. 1°AUTORITE DX DEPOT INTEREATIONALE
Patenmts

department identifide am ban de cette paga
Avenue Nestié 55
CH-1800 Vevey
| §OM BT ADRESSHE l

DU DEPOSANT .o
1. Illll'l'll'l'l:l'.l'lul DU HICRO-ORGANIBME
Référeuce d'identification donnde par la Sundeo d'ordre attribué par
DEPOBANT : 1’AUTORITE DE DXFOT INTERBATIONALE

NCC 200 [-2334

11. DESCRIPTION SCIENTIYIQUE ET/OU DEAIGEATION TAKONOMIQUE FLOPOSEE

La miero-orgenisme idantifid sous chiffre 1 dtait acuompagné i

d'una description seientifique
d'une dfsignation taxconomigus proposde

(Cocher ce qui convient)

IIXI. RECEFTION ET ACCEPTATION

La présents autoritd de dfpdt internationale acewpts le micro-orgapisms idantifié sous
ehiffre I, qu'elle a regu 1o 12 OCTOBRE 1999 {date du dépdt inirial)!

IV. RECEFIION D'UNE RIQUETE EN CORVERSION

La préssnts autoritd de dépdt intarnationals a regu ls mierc-organisae ldentifid sous

chiffre 1 1l {data du dépbdt iuitial)
at a ragu une requiite an converaion du ddpét initial en déplit conforme au Tralrd de
Budapest la (date dew réception de la raquits an convarsion)

V. AUTORITE DE DEPOT INTERBNATIONHALE

Nom 1t Bignatuxsa(s) des 1la (des) perscnne(a}
cct'"NCM conpltente(s) pour raprésentar l'antorité
ection Nationale de ddpdt izterustionale ou de 1'(das)
de Cultures de Microorganismes . | anployéte} autorieite) + Semone OZOEN
Adeasss 5 INSTITUT PASTEUR
28, Rue du Docteur Foux
F-75724 PARSS CEDEX 15 Pate 1 Puis, 030

1 En cas d'application da la rigle 6.4.d), cotte date eat la date 4 laguelle le statut
d'autorité da dipft intearsationsls a étd mequis.

Formule BP/4 (page uniqus)



TRADUCCION OFICIAL NO. 445/2003-.

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
RELACIONADO CON EL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO: RECIBO EN CAS0 DE DEPOSITO INICIAL

Socléth des Prodults Nestlé S.A. Expedido en virtud da Ia norma 7.1 por la AUTORIDAD
Patents Department DE DEPOSITO INTERNACIONAL Identificads al final de
Avenue Nestié 55 oste formularie.

CH-1800 Vevey

l._IDENTIFICACION DEL MICRO-ORGANISMO

Referencia de Identificacin dada por el DEPOSITANTE: | Nimero de Orden atribuldo por
NCC 235 AUTORIDAD DE DEPQSITO INTERNACIONAL:
|-2335

Il. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado bajo el inciso | estd acompafiado:
W dg una descripcidn clenttica

B ds una designacin taxondmica propuesta

(Seftalar el que se eplique).

Ii. RECEPCION Y ACEPTACION

La presents autoridad de depdsito intenacional acepta el microorgenismo Identificado bajo el inclso | el cual recibid
eldia
12 de Octubre 1990 (fecha del depdslio Inicial)!

IV. RECEPCION DE UNA SOLICITUD DE CONVERSION

La presante sutoridad de depdaiin intemacional recibid el microorganismo Identificado bejo et inciso I, el
(fecha del depdsito Inicial) y recibié una soliciiud de conversion del depdsito inicial en depdsito conforma al tratado

de Budapest el _ (fecha de recepcién de |a solicliud de conversidn).
V. AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL
Nombre: Firma de la parsona competante para representar a la
CNCM autoridad de depdsiio Intemacional o del empleado
Collection Nationale autorizado:
De Cultures de Microorganismos
FIRMADO: Simona OZDEN
Direccion : Director de la CNCM.,
INSTITUT PASTEUR Fecha: Paris, 30 de Noviembre 1999
28, Rue Docteur Roux
F-T5724 PARIS CEDEX 15

1 En caso de aplicacién de la norma 6.4.d), esta fecha se considera la fecha en la cual se adquiri6 el estatuto de
autoridad de depéslito intemacional. Formulario: BP/4 (Pégina dnica).

LA TRADUCTORA OFICIAL

HELENA URIBE DE LEMOINE



TRAITE DE BUDAPEST SUR LA RECONNAISSANCE
1NTERNAYIONALE DU DEPOT DEN NMiCRO-ORGAN1EMES
AUX FINS DE LA PROCEDURE EN MATIERE DE BREVETH

FORMULE INTERNATIONALE

[ozsTrmataras "]  wEcmeissx mx cas ox pEror IITIAL,
délivrd sn vertu ds la rigle 7.1 pax

Société des Prodults Nestlé 8.A. 1'AUTORITE DE DEPOT INTERNATIONALE

Patents department 1dantifide au bas de cetta yags
Avenue Nestié 56
CH-1800 Yoy
| FOM ET ADRESSE ]
DU DEPOBART
1. IPENTIFICATION DU MICRO-ORGANIBME
Ldfdrence d'identification donunde par le Fumiézro d'ordre sttribud pur
DEPOSANT ) 1"AUTORITE DE DEPOT INTERMATIONALE 3
NCC 235 - 1-2335

I1. DESCRIFIION BCILENTIFIQUE ET/OU DESICERATION TAXOROMIQUE PROPOSEE

Ls mioro-prganiems ldentifié sous ehiffre 1 &talt pecompagud &

d'ans desaription scientifique

d’una dédsignation razonomique propoads

{Cochar ce qui. convient)

I11. RECEPTION KT ACCEPTATION

La présents autoricd de dépdt incernationala accapts le nicro-orgsnimme ideatifid sone
chifire I, qu'slle & regu le 12 OCTOBHE 1909 (dace du dépdt imitial) !

I¥. RECEPTION D'UNE REQUETE EN CONVERSION

La présenta sutoritéd de dSpdt internationals a regs le micro-organisms identifid sous

chifira I le (date duo dfpdt initiml)
at & Tegu nad raquits sn conversioa du dépOt initisl en dépdt conforme an Traitd de
Budagust 1a (date de récsption de la requits an conversion)

V. AUTORITE DE DEPOT INTEANATIONALE

Bom 1 Signature(s) da la (dea) personns(s)
CNCM o compitents{a) pour rsprisentar l'antoricd
Collsction Nationa de dépét internationale ou da L°(dan)
de Culturea de Miaroorganiemes euployb(e) sutoria{s) t OZDEN
Adresas INSTITUT PASTEUR
28, Aue du Docteur Roux
F-75724 PARIS CEDEX 15 Date :  Paris, i X novambre 1099

1 En cas d’application de la rdgle 6.4.d), cette date eat la date B laquells la statut
d'autoricé de dépét internatiomale s dété scquis.

Formule BP/4 (pmge unique)



TRADUCCION OFICIAL NO. 445/2003-,

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS
RELACIONADO CON EL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

FORMULA INTERNACIONAL

DESTINATARIO: RECIBO EN CASO DE DEPOSITO INICIAL
Soclétd des Produits Nestié 8.A. Expedido en virtud de la norma 7.1 por ia AUTORIDAD
Patents Departmant DE DEPOSITO INTERNACIONAL Kientificada al final de
Avenue Nestls 35 este formulario,
CH-1800 Vevey
I IDENTIFICACION DEL MICRO-ORGANISMO __
Referencia de identificacion dada por el DEPOSITANTE: | N(imero de Orden atribukio por
NCC2483 AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL:
I-2623

II. DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo kientificado bajo el inciso | esté acompafiado:
™ 45 una descripcion cisntifica

4o una designacion taxondmica propuesta

(Saefialer el que se aplique).

lll._RECEPCION Y ACEPTACION

La presents autoridad de depdsiio intemacional acepta el microorganismo identificado bajo el Inciso | el cual recibid
oldlia
2 de Fobrero 2001 (facha de! depdsito inicial)!

IV. RECEPCION DE UNA SOLICITUD DE CONVERSION

La presente autoridad de depésito internacional recibid el microorganismo identificado bajo el inciso 1, el
(facha del depdsiio Iniclal) y recibld una solicliud de converaién del dapdsiio iniclal en depdslio conforme al fratado

de Bud: el a de de la solicliud de conversin).
V. AUTORIDAD DE DEPOSITO INTERNACIONAL _
Nombre: Firma de |a persona competente para representsr a la
CNCM autoridad de depdslio Intemacional o del empleado
Collection Nationale utorizado:
De Cultures de Microorganismos
FIRMADO: Georges WAGENER.
Direccién : Fecha: Parfa 2 de Marzo, 2001
INSTITUT PASTEUR
28, Rue Doctour Roux
F-75724 PARIS CEDEX 15

1 En caso de aplicacién de la norma 6.4.d), esta focha se considera la facha en Ia cual sa adquird el estatuto de
autoridad de depdsito intemacional. Formulario: BP/4 (Pégina tnica).

LA TRADUCTORA OFICIAL

HELENA URIBE DE LEMOINE



TRAITE DE BUDAFEIST SUR LA ARCOENAISEANCE
INTERFATIONALE DV DEPOT DEE MICRO-ORGANISHES
AUX VINS DE LA PROCEDULRE EN MATIERE DE DAIVETS

TONMULE INTEREATIONALE

I—D—llﬂlﬂ'lll! [} —l LECEFISSE XN CAS DR DEMOT INITIAL,
dSlivrd en vertu de ls rigle 7.1 par

Soclitd des Produits Nestié S.A. LTAUTORITE DE DEPOT INTIRSATIONALE
Patenis identifide an has de cetts page
Avenuve Nestlé 55

CH-1800 Vevey

L NOM ET ADRESSE ]

I. IDENTIFICATION DU MICRO-ORCANISHE

Réfdrence d’'identification domads pax le Fundro d"ordrs atcribud par
DEPOSANT » 1AUTORITE OX DEPOT INTIRNATIONALE 2
NCC2463 |- 2623

11. DESCAIPTION SCIEFTIFIQUE ET/OU DESIGHNATION TAXONOMIQUE PROPOBXE

Le wmiaro-organisme identifid sous chiffre I &tait sccompagud @

d'age deseription seisntifique

d'uny désignscion ramooomiqua praposde

(Cocher as qui eomvisar)

I11. RECEPTION ET ACCEPTATION

La priésants autoritd ds dfpdt intermationsls sasepte ls mnicrs-organims {dentifid sous
chiffra I, qu'alle a ragn 1le 02 février 2001 (data du dEpSt inicial)l

IV. RECEPTIOR D'URE AEQUETE EN CONVERSION

La prissntes autorité da dipit internatiopals s tegtu ls micro-organisme idencifid sous

chiffra 1 le (data du dipit inirial)
wt & regn une raguite en canversion du dépét imitisl en ddpdt conforma aw Traitd da
Budapeat le (data de rédcaption da la ragquiite an convaraion)

¥. AUTORITE DR DEFOT INTEANATIONALX

Nom & cuc“ Siganatura(s) da la (dea) pecsounnaia)

Colooion Nelonsls  * conpitants(a) pouzr rapréssater l'autoritd

da d6pdt intermaticnala 1° {daa)

de Cultures de Microorganismes waployé(s) sutoriséis) : VAGENER
Adrasme 1 INSTITUT PASTEUR

28, Rue du Doctsur Roux

F-75724 PARIS CEDEX 15 Dats 1+ Puis,hG2mas

ap—

1 En ces d'appliestion da la rigle 6.4.d4), catte date sst la data d hqunl{n ls atatut
d’autoricd da dépdt internationals = Std scyquis.

Yorusla BP/4 [page usigqus)
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ENLACE DE ENDOTOXINA POR BACTERIA Y BIFIDOBACTERIA DE

Acipo rLAcTICO

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencifn se refiere al uso de al menos
una cepa de bacteria y/o bifidobacteria de &cido
léctico gue tiene propiedades superficiales
hidrofébicas, para la preparacid6n de una composicibn
disefiada para la prevencién o el tratamiento de
trastornos mediados y/o asociados con endotoxina y a
las composiciones alimenticias para humanos o para

mascotas, preparadas a partir de las mismas.
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ENLACE DE ENDOTOXINA POR BACTERIA Y BIFIDOBACTERIA DR

Acipo LAcCTICO

La presente invencién se refiere al uso de
bacteria y/o bifidobacteria de &cido l&ctico que son
hidrofébicas para la preparacién de una composicién
alimenticia disefiada para 1la prevencién o el
tratamiento de desérdenes mediados y/o asociados con
endotoxina. La invencién también se refiere a 1la

composicién preparada a partir de éstas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se ha encontrado que las toxinas que inducen
sepsis ept&n asociadas con bacterias, virus, plantas,
patébgenos y veneno. Entre las toxinas bacterianas
bien descritas estén las endotoxinas o
lipopolisacéridos (LPS) de las Dbacterias gram
negativas. Estas moléculas son glucolipidos que son
ubicues en la membrana exterior de todas las
bacterias gram negativas, las cuales se cree son
responsables de la sepsis gram negativa. Este tipo
de 8sepsis es una condicién extremadamente comin Yy
frecuentemente es fatal.

Han sido intentados diversos procedimientos
para el tratamiento de sepsis. Estos incluyen el uso
de anticuerpos para LPS, el uso de anticuerpos para
el factor de necrosis tumoral, el uso de un receptor
soluble de TNF, el usc de un receptor de interleucina

1 soluble (IL-1), por nombrar unos pocose. Mientras



10

15

20

25

30

que cada procedimiento tiene algo de eficacia, los
resultados totales han sido frustrantes.

Otros s8e han intentado para diseflar vy
estudiar proteinas que se enlacen a LPS/endotoxinas,

Y loe reportes ilustrativos de estos intentos

aparecen en Rustici, A. et al. Science (1993)
259:361-364; Mateuzaki, K. et al. Biochemistry
(1993) 32:11704-11710; Hoess, A. et al. EMBO J

(1993) 12:3351-3356; y Elsbach, P. et al. Current
Opinion in Immunology (1993) 5:103-107. De hecho,
después de la introducc¢ién de LPS en la sangre, éste
puede enlazaree a una proteina denominada proteina de
enlace a lipopolisacérido (LBP). La inhibicién de
LBP, por ejemplo, con un anticuerpo anti-LBP, ha sido
sugerida como terapéuticamente Gtil para el
tratamiento de sepsis mediada por endotoxina
(Solicitud de Patente Internacional No.
PCT/US90/04250, presentada el 30 de Julio de 1990).
También, el trabajo de varios laboratorios ha
mostrado que las lipoproteinas plasmiticas,
particularmente lipoproteinas de alta densidad (HDL),
enlazan y neutralizan LPS (Skarnes et al., 1968, J.
Bacteriology 95:2031; Flegel et al., 1993, Infect.
Immunol. 61(12):5140) y que estas particulas pueden
constituir 1la actividad neutralizante de LPS en
plasma.

Tratamientos previos para enfermedades
asociadas y/o mediadas por endotoxinas han sido
retrospectivos (por ejemplo, después del desarrollo

de enfermedad clinica) y han estado limitados a
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intervencién quimioterapéutica. Las medidas de
prevencién no se lograron con tales tratamientos.

Por lo tanto, existe una necesidad en la
técnica para un agente efectivo para neutralizar
endotoxina gram negativa (por ejemplo, LPS), con el
fin de prevenir o aliviar sintomas de sepsis y choque
séptico.

La bacteria y bifidobacteria de 4&cido
lidctico, hidrofébicas, de 1la presente invencién
proporcionan compuestos adicionales que son capaces
de enlazar endotoxinas y mejorar/prevenir sus

efectos.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

De este modo, 1la presente invencidén se
refiere al uso de al menos una cepa de bacteria y/o
bifidobacteria de &cido lé&ctico que tiene propiedades
puperficiales hidrofébicas, para la preparacién de
una composicién disefiada para la prevencién o el
tratamiento de trastornos mediados y/o asociados con
endotoxina.

De hecho, se ha encontrado sorprendentemente
que algunas bacterias y bifidobacterias de &cido
lactico, particularmente aquéllas con superficie
hidrofébica, tienen la habilidad de enlazar
endotoxinas. Por lo tanto, se permite su uso como
agentes eficientes para 1la prevencién de choque
endotéxico Y sepeis de origen intestinal,
traslocacién bacteriana, enterocolitis necrosante,

enfermedad inflamatoria del intestino, infecciones
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intestinales, endotoxemia crénica asociada o para
promover inflamacién catabflica y sistémica.

Preferentemente, la bacteria o
bifidobacteria de &cido l&ctico, hidrofébica tiene
una hidrofobicidad porcentual (%H) de al menos 80, y
maes preferentemente desde B85 hasta 100%H.

En una modalidad prefer}da, las cepas Bse
seleccionan del grupo que consiste de Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus animalis, Lactobacillus
ruminis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rahmnosus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
delbrueckii subs. lactis, Bifidobacterium spp.,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium
infantis, Bifidobacterium adolescentis.

En otro aspecto, la invencién ee refiere a
una cepa aislada de bacteria o bifidobacteria de
dcido lactico gque tiene propiedades hidrofébicas
superficiales, que ha 8sido seleccionada por su
habilidad para enlazar endotoxinas o congregarse con
bacterias gram negativas.

En un aspecto adicional, la invencién
proporciona una compogicién alimenticia humana o para
mascotas, para prevenir o tratar trastornos asociados
y/o mediados con endotoxina, la cual contiene al
menos una cepa de bacteria y/o bifidobacteria de
dcido 1lé&ctico que tiene 1los rasgos anteriores,
asociada con un eoporte digerible o© una matriz

farmacéutica.
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Esta composicifn presenta la ventaja de
disminuir el sobrecrecimiento bacteriano en el
intestino delgado y disminuir la fuga de endotoxina
proveniente del intestino al medio interno, un
trastorno frecuente encontrado en mascotas que puede
provocar episodios de diarrea, mala nutricién e
inflamacién sistémica e intestinal, por ejemplo.

En un {ltimo aspecto, la invencidn se
refiere a un método para prevenir o tratar los
trastornoe mediados y/o asociados con endotoxina, que
comprende el paso de alimentar a un humanc o animal
con una composicién que contiene al menos una cepa de
bacteria y/o bifidobacteria de &cido 1l&ctico que
tiene propiedades superficiales hidrofébica, asociada

con un soporte ingerible o una matriz farmacéutica.

DRESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Dentro de la siguiente descripcién, “NCC*
designa la colecciébn del cultivo Nestlé (Nestlé
Research Centre, Vers-chez-les-Blanc, Lausana,
Suiza).

Con respecto al primero objetivo de 1la
presente invencién, se refiere el uso de al menos una
cepa de bacteria y/o bifidobacteria de &cido lé&ctico
que tiene propiedades hidrofébicas superficiales,
para la preparacién de una composicién diseflada para
la prevencién o el tratamiento de trastornos mediados
y/o asociados con endotoxina.

De hecho, se ha encontrado sorprendentemente

que algunas bacterias y bifidobacterias de &cido
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lactico, particularmente aquellas con superficie
hidrofébica, tienen la habilidad de enlazar
endotoxinas.

Por supuesto, la cepa bacteriana de acuerdo
a la invenci6n tiene 1la habilidad de enlazar
endotoxinas sobre la pared celular hidrofébica y por
lo tanto de depurar este producto proinflamatorioc de
bacteria gram negativa que de otro modo puede
trastocar desde el 1lumen del intestino hacia 1la
sangre Y mediante esto ocasionar reacciones
inflamatorias y, en muchos casos serios, choque
endotbéxico.

La bacteria o bifidobaéteria de &cido
l5ctico de acuerdec a la invencién ha sido
seleccionada entre cepas adecuadas para el consumo
animal, con respecto a su hidrofobicidad porcentual
(¥H), como Be describe en A.G. Zavaglia et al.,
Journal of Focod protection, Vol. 61, No. 7, 1998,
pdginas 865-873.

Preferentemente, la cepa Dbacteriana de
acuerdo a la invencién tiene un %H de al menos 80, ¥y
mde preferentemente desde 85 hasta 100%H.

La determinacién de la hidrofobicidad
superficial fue dada mediante el uso del método MATH
como se desacribid previamente (Pérez, P.F. et al.,
1998, Appl. Environ. Microbiol. 64: 21-26). En
resumen, 2 ml de suspensién bacteriana
(aproximadamente 10° UFC/ml, PBS) se extrajeron con
0.4 ml de xileno por agitacién en vértice durante 120
segundos. Las fases s8Be dejaron ceparar mediante

decantacién y se midié Agoe de la fase acuosa. La
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hidrofobicidad superficial celular (%H) se calculé
con la £6rmula H%=[(Ay-A) /A;]x100, en donde Ay y A son
las absorbancias antes y después de la extraccién con
xileno, respectivamente.

En una modalidad preferida, la cepa
bacteriana puede 8er seleccionada del grupo que
consiste de Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
reuterii, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
animalis, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus delbrueckii subs. lactis,
Bifidobacterium spp. ., Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium pseudolongum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium
adolescentis.

En una modalidad ma&s preferida, 1la cepa
puede ser Lactobacillus acidophilus NCC 2463 (CNCM-I
2623), Bifidobacterium bifidum NCC 189 (previamente
CIDCA 536, CNCM-I-2333), Bifidobacterium bifidum NCC
235 {previamente CIDCA 533, CNCM-I-2335),
Bifidobacterium adolescentis NCC 251 (CNCM I-2168),
Bifidobacterium lactis (ATCC27536), por ejemplo.

Entre las diversas cepas seleccionadas de
acuerdo con la presente invencifn, las siguientes
cepas 8e depositaron a manera de ejemplo bajo el
Tratado de Budapest en 1la Colecciédn Nacional de
Cultivos de Microorganiemos (CNCM) , Instituto
Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex
15, Francia, Lactobacillus acidophilus NCC 2463 el
2.02.2001 bajo la referencia CNCM I-2623, Y

Bifidobacterium bifidum NCC 189 y NCC 235 el 12.10.99
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bajo las referencias CNCM-I-2333 y CNCM 1I-2335,
regpectivamente. Bifidobacterium adolescentis NCC
251 se deposité el 15.03.99 bajo la referencia CNCM
I-2168.

La cepa de Bifidobacterium lactis (Bbl2)
(ATCC27536) 8e proporcioné por Hansen (Chr. Hansen
A/S, 10-12 Boege Alle, P.O. Box 407, DK-2970
Hoersholm, Dinamarca). Esta tiene una hidrofobicidad
de B9%H.

La cepa bacteriana de acuerdo a la presente
invencién puede ser utilizada para la preparacién de
composiciones diseifladas para mejorar la salud humana
o animal, particularmente para 1la prevencién o
tratamiento de trastornos relacionados a endotoxinas
en humanos y mascotas. La cepa bacteriana puede ser
utilizada como agente eficiente para la prevencién de
chogque endotSxico y sepsis de origen intestinal,
traslocacifn bacteriana, enterocolitis necrosante,
enfermedad inflamatoria del intestino, infecciones
intestinales, y endotoxemia crénica asociada o para
promover la inflamacién catabélica y sistémica, por
ejemplo.

La cepa bacteriana de acuerdo a la invencién
puede ser utilizada en su forma viable o inactivada.

En una modalidad preferida, 1la cepa de
bacteria 1lactica es utilizada en presencia de su
medio de crecimiento fermentado. El medio puede ser
epterilizado solo © con un alimento, extruido o
secado por rocio, enfriado o estable en anaquel, por

ejemplo.
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La cepa bacteriana puede ser utilizada de
modo que la cantidad disponible para el individuo
puede corresponder a aproximadamente 102-10* ufc por
dia. Esta cantidad depende del peso individual, y es
preferentemente de aproximadamente 10%-10'? ufc/dfa
para los humanos y de 107-10'° wufc/dfa para las
mascotas.

De acuerdo a otro aspecto, 1la presente
invencién se refiere a una cepa aislada de bacteria o
bifidobacteria de &cido lactico que tiene propiedades
superficiales hidrofébicas y que tiene la habilidad
de enlazarse a endotoxinas © <coagregarse con
bacterias gram negativas.

La habilidad de 1la cepa bacteriana de 1la
presente invencién para enlazarse a endotoxinas puede
ser medida f&cilmente utilizando endotoxinas marcadas
con FITC, midiendo 1la asociacién de endotoxinas
radiomarcadas a células bacterianas, en este caso la
estructura molecular de la endotoxina no se altera en
comparacién con las modificaciones posibles que puede
sufrir la molécula después de la conjugacién con el
FITC (ver ejemplos).

Preferentemente, se mide la capacidad de la
cepa bacteriana para eliminar endotoxina de una
solucién que imita la cantidad de endotoxinas
encontradas en el intestino humano. Por ejemplo, los
niveles de endotoxina se eliminaron con el
microensayo para la detecciédn del grupo 2-ceto-3-
desoxioctonato en el 1lipopolisacdrido de bacteria
gram negativa (Karkhanis Y D, et al., Analytical

Chemistry (1978) 85: 595-601). Se s8seleccionaron

4t
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preferentemente bacterias que eliminaron mas del 30%
del contenido de endotoxina de esta solucién. Las
bacterias no hidrofébicas, probadas en este ensayoc no
fueron capaces de modificar el contenido inicial de
endotoxina (ver ejemplos).

Tal cepa bacteriana puede ser utilizada como
se describe anteriormente, y particularmente como
agente eficiente para 1l1la prevencién de choque
endotbxico Y sepsis de origen intestinal,
traslocacién bacteriana, enterocolitis necrosante,
enfermedad inflamatoria del intestino, infecciones
intestinales, endotoxemia crénica asociada o que
promueve la inflamacién catabélica y sietémica, por
ejemplo.

De acuerdo a un aspecto adicional, 1la
presente invenci6n 8se refiere a una composicién
alimenticia para humanos o para mascotas, que
contiene al mencs una cepa aislada de bacteria y/o
bifidobacteria de &cido l&ctico, la cepa tiene los
rasgos anteriores, asociados con un soporte ingerible
© una matriz farmacéutica.

La cepa puede ser seleccionada como se
describe anteriormente.

Preferentemente, la bacteria o
bifidobacteria de dcido lactico puede ser
administrada como un suplemento a la dieta normal o
como un componente de un alimento nutricionalmente
completo para humano o para mascota.

La composicién alimenticia para humano o
para mascota puede comprender al menos la cepa de

bacteria y/o bifidobacteria de &cido léctico, como se
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describe anteriormente, de modo que 1la cantidad
disponible puede corresponder a aproximadamente 107-
10** ufc por dia. Esta cantidad depende del peso
individual, y es preferentemente de aproximadamente
10%-10'? ufc/dfa para los humanos y de 107-10?° ufc/dia
para las mascotas.

El alimento humano puede estar en la forma
de wuna f6rmula nutricional, una férmula para
infantes, productos basados en 1leche, productos
licteos, productos basados en cereales, por ejemplo.
Para preparar tal producto o composicién alimenticia,
la cepa bacteriana como se deacribe anteriormente
puede ser incorporada en un alimento, tal como polvo
de cereal, leche en polvo, un yogurt, durante su
fabricacién, por ejemplo.

En una modalidad, se puede preparar una
fé&rmula nutricional gque comprende una fuente de
proteina y al menoe una cepa bacteriana de acuerdo a
la invencién. Las proteinas dietéticas son
preferentemente utilizadas como  una fuente de
proteina. Las proteinas dietéticas pueden sgser
cualquier proteina dietética adecuada, por ejemplo
proteinas animales (tales como proteinas de leche,
proteinas de carne y proteinas de huevo), proteinas
vegetales (tales como proteinas de soya, de trigo, de
arroz o de guisante), mezclas de aminodcidos libres,
o combinacién de los misemos. Las proteinas de leche
tales como caseina, proteinas de suero de leche Yy
proteinas de soya son particularmente preferidas. La
composicifén también puede contener una fuente de

carbohidratos y una fuente de grasa.

Y
4o
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8i la f£6rmula nutricional incluye una fuente
de grasa, la fuente de grasa preferentemente
proporciona aproximadamente 5% hasta aproximadamente
55% de la energfia de la férmula nutricional; por
ejemplo desde aproximadamente 20% hasta
aproximadamente 50% de la energia. Los lipidos que
constituyen la fuente de grasa pueden ser cualquier
grasa adecuada o mezclas de grasas. Las grasas
vegetales son particularmente adecuadas; por ejemplo
acelite de soya, aceite de palma, aceite de coco,
aceite de clrtamo, aceite de girasol, aceite de maiz,
aceite de canola, lecitina, y similares. Las grasas
animales tales como grasas de leche también pueden
ser agregadas sl se desea.

8i la f6rmula nutricional incluye una fuente
de carbohidratos, la fuente de carbohidratos
preferentemente proporciona aproximadamente 40% hasta
aproximadamente 80% de la energia de 1la férmula
nutricional. Pueden 8ser utilizados cualesquiera
carbohidratos adecuados, por ejemplo sucrosa,
lactosa, glucosa, fructosa, 88lidos de jarabe de
mafz, y maltodextrinas, y mezclas de los mismos.

También puede sBer agregada fibra dietética
8i se desea. Estin disponibles numerosos tipos de
fibra dietética. Las fuentes de fibra dietética
adecuada, entre otroe, pueden incluir soya, guisante,
avena, pectina, goma guar, y goma arédbiga. 8i &me
utiliza, la fibra dietética preferentemente comprende
hasta aproximadamente 5% de la energfia de la férmula
nutricional. Las vitaminas y minerales adecuados

pueden sBer incluidos en la f6rmula nutricional de la
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manera acostumbrada para cumplir los 1in€9mientos
apropiados. Uno o més emulsificantes grado
alimenticio pueden ser incorporados en la férmula
nutricional 8i 8se desea; por ejemplo ésteres

diacetilicos de &cido tartirico de monodiglicéridos,

lecitina y mono- y di-glicéridos. Pueden ser
incluidas sales Y estabilizantes similarmente
adecuados.

La férmula nutricional es preferentemente
administrable enteralmente; por ejemplo en la forma
de un polvo, un concentrado liquido, o una bebida
lista para beber,

La f6rmula nutricional puede ser preparada
de cualquier manera adecuada. Por ejemplo, 1la
f6rmula nutricional puede ser preparada al mezclar
conjuntamente la fuente de proteina dietética, 1la
fuente de carbohidrato, y la fuente de grasa en
proporciones adecuadas. 8i s8e utilizan, los
emulsificantes pueden ser incluidos en la mezcla.
Las vitaminas y minerales pueden ser agregados en
este punto, pero son usualmente agregados después,
para evitar la degradacién térmica. Cualesquiera
vitaminas lipofifilicas, emulsificantes y similares
pueden ser disueltos en la fuente de grasa antes de
la mezcla. El agua, preferentemente agua que ha sido
sometida a OSsmosis inversa, puede entonces ser
mezclada para formar una mezcla 1liquida. La
temperatura del agua es convenientemente de
aproximadamente 50°C hasta aproximadamente 80°C para
ayudar a la dispersiénm de los ingredientes. Los

licuadores comercialmente disponibles pueden ser
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utilizados para formar la mezcla liquida. La mezcla
liquida es posteriormente homogeneizada; por ejemplo
en dos etapas.

La mezcla ligquida puede entonces ser
térmicamente tratada para reducir las cargas
bacterianas. Por ejemplo, la mezcla ligquida puede
ser r&pidamente calentada hasta una temperatura en el
intervalo de aproximadamente 80°C hasta
aproximadamente 150°C por aproximadamente 5 segundos
hasta aproximadamente 5 minutos. Esto puede ser
efectuado mediante inyeccién de vapor, autoclave o
por intercambiador de calor; por ejemplo un
intercambiador de calor por placa. La mezcla liquida
puede entonces ser enfriada hasta aproximadamente
60°C o hasta aproximadamente 85°C; por ejemplo por
enfriamiento instanténeo. La mezcla liquida puede
posteriormente ser nuevamente homogeneizada; por
ejemplo en dos etapas a aproximadamente 7 MPa hasta
aproximadamente 40 MPa en la primera etapa Yy
aproximadamente 2 MPa hasta aproximadamente 14 MPa en
la segunda etapa. La mezcla homogeneizada puede
entonces ser enfriada adicionalmente para agregar
cualesquiera componentee sensibles al calor; tales
como vitaminas y minerales. El pH del contenido de
sblidos de la mezcla homogeneizada es
convenientemente estandarizado en este punto.

Si se desea producir una f6rmula nutricional
en polvo, la mezcla homogeneizada es transferida a un
aparato de secado adecuado tal como un secador por

rocio o liofilizador y convertida en polvo. El polve

=R



10

15

20

25

30

16

debe tener un contenido de humedad wmenor de
aproximadamente 5% en peso.

Si se desea producir una f£6rmula liquida, la
mezcla homogeneizada es preferentemente asépticamente
llenada en _recipientes adecuados. El 1llenado
aséptico de 1los recipientes 8e puede efectuar
mediante precalentamiento de la mezcla homogeneizada
{por ejemplo a aproximadamente 75 hasta 85°C) y luego
inyeccién de vapor en la mezcla homogeneizada para
elevar la temperatura hasta aproximadamente 140 hasta
160°C; por ejemplo a aproximadamente 150°C. La

mezcla homogeneizada puede entonces ser enfriada, por

ejemplo por enfriamiento instantéaneo, a una
temperatura de aproximadamente 75 hasta 85°C. La
mezcla homogeneizada puede entonces ser
homogeneilzada, enfriada adicionalmente hasta

aproximadamente la temperatura ambiente y llenada en
recipiente. El aparato adecuado para llevar a cabo
el llenado aséptico de esta naturaleza es
comercialmente disponible. La f6rmula liquida puede
estar en la forma de una férmula lista para alimentar
gque tiene un contenido de s6lidos de aproximadamente
10 hasta aproximadamente 14% en peso o puede estar en
la forma de un concentrado; usuvalmente de contenido
de s6lidos de aproximadamente 20 hasta 26% en peso.
Pueden Ber agregados sabores a las f6rmulas liquidas,
de modo que las f6érmulas se proporcionan en la forma
de bebidas 1listae para beber, con algo de sabor,
convenientes.

En otra modalidad, un producto alimenticio

usual puede eser enriquecido con la cepa bacteriana de
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acuerdo a la presente invencién. Por ejemplo, una
leche fermentada, yogurt, un queso fresco, una leche
cuajada, una barra de confiterfa, hojuelas o barras
de cereal para desayuno, bebidas, polvos de leche,
productoa basados en soya, productos o suplementos
nutricionales fermentados no de leche para 1la
nutricién clinica.

En una modalidad adicional, puede Bser
preparada una composicién alimenticia para mascotas,
nutricionalmente completa. Esta puede estar en
producto alimenticio para mascotas, estable, en
polvo, en forma seca, semihimeda o hGmeda, enfriada o
estable en anaquel. Esta puede también ser
suplementos dietéticos para mascotas o composiciones
farmacéuticas. Estos alimentos para mascotas pueden
ger producidos como es conveniente. Aparte de la
cepa bacteriana, estos alimentos para mascotas pueden
incluir cualgqulera de uno o mds de tal fuente de
almidén, una fuente proteica y una fuente de lipido.

Las fuentes de almidén adecuadas son, por
ejemplo, granoe y leguminosas tales como maiz, arroz,
trigo, cebada, avena, 8oya, Y mezclas de los
anteriores. Las fuentes proteicas adecuadas pueden
ser seleccionadas de cualquier fuente proteica animal
o vegetal adecuada; por ejemplo carne y harina,
harina de aves de corral, harina de ©pescado,
concentrados proteicos de soya, proteinas de leche,
gluten, y similares. Para animales de edad avanzada,
se prefiere para la fuente proteica que contenga una
proteina de alta calidad. Las fuentes lipidicas

adecuadas incluyen carnes, grasas animales y grasas
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vegetales. Adem&s, otros diversos ingredientes, por

"ejemplo, azGcar, sal, especias, sazonadores,

vitaminas, minerales, agentes saborizantes, grasas y
similares también pueden ser incorporados en el
alimento para mascotas, como se desee.

Para alimentos secos para mascotas, un
proceso adecuado es el cocinado por extrusibén, aunque
el horneado y otros procesos adecuados también pueden
ser utilizados. Cuando es cocinado por extrusién, el
alimento para mascotas, seco ge proporciona
usualmente en la forma de una croqueta. gi B8e
utiliza un prebiético, el prebibtico puede ser
mezclado con los otros ingredientes del alimento seco
para mascotas, antes del procesamiento. Un proceso
adecuado se describe en la Solicitud de Patente
Europea No. 0850569; la descripcién de la cual se
incorpora por referencia. Si s8e utiliza un
microorganismo prebiético, el organismo es recubierto
mejor eaocbre llenado en el alimento seco para
mascotas. Un proceso adecuado se describe en la
Solicitud de Patente Europea No 0862863; la
descripcién de la cual se incorpora por referencia.

Para alimentos himedos, los procesos
descritos en las Patentes Norteamericanas US
4,781,939 y 5,132,137 pueden ser utilizados para
producir productos que simulan carne. Las
descripciones de estas patentes se incorporan por
referencia. Otros procedimientos para producir
productos tipo trozo pueden también ser utilizados;
por ejemplo cocinando en un horno al vapor.

Alternativamente, los productos tipo hogaza pueden
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ser producidos mediante emulsificacién de un material
de carne, adecuado para producir una emulsién de
carne, agregar un agente gelificante adecuado, vy
calentar la emulsiém de carne antes de llenarla en
latas u otros recipientes.

La cantidad de prebiético en el alimento
para mascotas se encuentra preferentemente en
aproximadamente 20% en peso; especlalmente
aproximadamente 10% en peso. Por ejemplo, el
prebidtico puede comprender aproximadamente 0.1%
hasta aproximadamente 5% en pesoc del alimento para
mascotas. Para los alimentos para mascotas gque
utilicen achicoria como el prebiético, la achicoria
puede ser incluida para comprender aproximadamente
0.5% hasta aproximadamente 10% en peso de la mezcla
de alimento; més preferentemente aproximadamente 1%
hasta aproximadamente 5% en peso.

Si se utiliza un microorganismo probibdtico,
el alimento para mascotas preferentemente contiene
10* hasta aproximadamente 1010 células del
microorganismo probiético por gramo del alimento para
mascotas; més preferentemente deade aproximadamente
10° hasta aproximadamente 10® células del
microorganismo probiético por gramo. El alimento
para mascotas puede contener desde aproximadamente
0.5% hasta aproximadamente 20% en peso de la mezcla
del microorganismo probiético; preferentemente desde
aproximadamente 1% hasta aproximadamente 6% en peso;
por ejemplo desade aproximadamente 3% hasta

aproximadamente 6% en peso.
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Los alimentos para mascotas pueden contener
otros agentes activos tales como &cidos grasos de
cadena larga. Los &cidos grasos de cadena larga,
adecuados incluyen acido alfa-linoleico, &cido gamma-
linoleico, &4cido linoleico, &4cido eicosapentanocico, y
dcido docosahexanoico. Los aceites de pescado son
una fuente adecuada de &cido eicosapentanoico y &cido
docosahexanoico. El aceite de borraja, aceite de
semilla de casis y el aceite de hierba del asno son
fuentes adecuadas de &cido gamma-linocleico. Los
aceites de céartamo, aceites de girasol, aceites de
maiz y aceites de soya, 8son fuentes adecuadas de
dcido linoleico. 8Si es necesario, los alimentos para
mascotas son suplementados con minerales y vitaminas,
de modo que éstos sean nutricionalmente completos.

Ademéds, 8i 8e desea, la cepa bacteriana
puede ser encapsulada; por ejemplo en una matriz de
azlcar, matriz de grasa o matriz de polisacédrido.

La cantidad del alimento para mascotas a ser
consumida por la mascota, para obtener un efecto
benéfico, dependerid del tamafic o de la mascota, el
tipo de mascota, y la edad de la mascota. Sin
embargo, una cantidad del alimento para mascotas para
proporcionar una cantidad diaria de aproximadamente
10%-10* ufc de al menos una cepa de bacteria o
bifidobacteria de &cido l&ctico, usualmente podria
ser adecuada. Preferentemente aproximadamente 10°-
10°® ufc/dfa para perros o 107-10'® ufc/dfa para
gatos, se administran, por ejemplo.

La composicién de acuerdo a la invencién

estd disefiada particularmente para la profilaxis o el
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tratamiento de infecciones relacionadas a bacterias
gram negativas, bacteria gque producen endotoxina
tales como Helicobacter spp, Salmonella s8Spp, Y
también para sobrecrecimiente bacteriano en el
intestino delgado (SIBO) todas ellas pueden
manifestarse clinicamente con diarrea, condiciones
inflamatorias intestinales o sistémicas, o
catabolismo y mala nutricién.

De acuerdo a un filtimo aspecto, la invencién
proporciona un método para prevenir o tratar
trastornos asociados y/o mediadoes con endotoxina, que
comprende el paso de alimentar a un humano o animal,
una composicifn que contiene al menos una cepa de
bacteria y/o bifidobacteria de &cido 1l&ctico que
tiene propiedades superficiales hidrofébicas,
asociada con un soporte ingerible o© una matriz
farmacéutica.

Este método puede ser particularmente
disefiado para la profilaxis o el tratamiento de
infecciones relacionadas a bacteria gram negativa,
bacteria productora de endotoxina tal como
Helicobacter spp, Salmonella s8pp, Yy también al
desarrollo excesivo de bacterias en el intestino
delgado (SIBO) todas las cuales pueden manifestarse
clinicamente con diarrea, condiciones inflamatorias
intestinales o Bsistémicas, o catabolismo y mala
nutricién.

Los sigulentes ejemplos se dan a manera de
ilustraciédn finicamente y no deben ser construidos de
ninguna manera como limitantes de 1la materia de

interés de 1la presente solicitud. Todos 1los

WY
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porcentajes se dan en peso, a no ser gque se indique
de otro modo. Los ejemplos estdn precedidos por una

breve descripcién de las figuras.

FIGURAS

Figura 1l: Gr&ficas de histograma para cepa
NCC 189 de Bifidobacterium bifidum (previamente CIDCA
536, CNCM I-2333) que muestra enlace de FITC-LPS. A:
control sin FITC-LPS. B: incubacién con 50 ul/ml de

FITC-LPS. Al menos se analizaron 16,000 eventos.

Figura 2: Efecto de albGmina sobre FITC-LPS
que se enlaza por bacteria y bifidobacteria de &cido
lactico. A: cepa NCC 200 de Bifidobacterium bifidum
{previamente CIDCA 538, CNCM I-2334). B: cepa NCC
2463 de Lactobacillus acidophilus (CNCM I-2623). C:
cepa NCC 189 de Bifidobacterium bifidum (previamente

CIDCA 536, CNCM I-2333).

Figura 3: Cinética de crecimiento y enlace
de FITC-LPS para cepa 189 de Bifidobacterium bifidum
(previamente CIDCA 536, CNCM I-2333). Los valores

son las medias de dos experimentos independientes.

Figura 4: Enlace de LPS por cepa de

Bifidobacterium, detectado por el microensayo para

determinar 2-ceto-3-desoxioctonato (KDO) en
lipopolisacédrido. La concentracién inicial de 1la
golucién fue de 100 ug/ml. Las barras muestran la

concentracién final después de la incubacién de la

P Y
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solucién con cepas bifidobacterianas hidrofébicas NCC
189 y NCC 251 (CNCM I-2168) en comparaciédn con una
cepa no hidrof6bica de bifidobacteria (NCC 200 (CNCM

I-2334)).

Figura 5: Actividad proinflamatoria (IL-8
{ng/ml)) de eolucién de LPS preincubada con bacteria
hidroféSbica sobre células epiteliales humanas HT-29,

Muestras control de DMEM, leche Humana (HM)
2%, LPS (2.5 ug/ml) solo, cepa NCC 189 de
Bifidobacterium bifidum (l1.5e8 wufc/ml) 8ola, se
probaron para la actividad estimulatoria antecedente.
Soluciones de prueba de LPS + leche humana (fuente de
8CD14) gse compararon con solucién que contenia LPS
2.5 ug/ml + HM 2% preincubado con cepa NCC 189 de

Bifidobacterium bifidum (1.5e8 ufc/ml).

EJEMPLOS

Ejemplo 1l: Seleccién de cepa de bacteria de
dcido léctico, hidrofsSbica, de acuexdo a la

invencién:

La seleccién de bacteria hidrofSbica estuvo
inicialmente basada en el por ciento de divieién de
células bacterianas entre una fase orgénica
(hidrofébica) y una acuosa. La determinacién de la
hidrofobicidad superficial 8e realizé mediante 1la
utilizacién del método MATH como Be describe
previamente (Pérez, P.F. et al., 1998, Appl. Environ.

Microbiol. 64:21-26). En resumen, 2 ml de

Ty
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suspensién bacteriana (aproximadamente 10° UFC/ml,
PBS) se extrajeron con 0.4 ml de xileno por agitacién
en vértice durante 120 segundos. Las fases se
dejaron separar mediante decantacién y se midié A¢ee
de la fase acuosa. La hidrofobicidad superficial
celular (%H) 8e calculd con 1la férmula H¥=[(Ag-

A) /Ag]lx100 en donde Ay, y A son las absorbancias antes

Y después de la extraccién con xileno,
respectivamente.
Subsecuentemente la bacteria o] la

bifidobacteria de &4cido léctico se Beleccionaron por
su capacidad para eliminar endotoxina de una solucién
que imita la cantidad de endotoxina encontrada en el
intestino humano. Los niveles de endotoxina gse
examinaron con el microemsayo para la deteccibn del
grupo 2-ceto-3-desoxioctonato en el lipopolisacérido
de bacteria gram negativa (XKarkhanis Y D, et al.,
Analytical Chemistry (1978) B85:595-601).

Se seleccilionaron las bacterias que eliminan
mis del 30% del contenido de endotoxina de estas
soluciones. Las bacterias no hidrofébicas probadas
en este ensayo no fueron capaces de modificar el

contenido inicial de endotoxina.

Ejemplo 2: Efecto in vitro de bacteria de

icldo léctico como depurador de endotoxina

Se estudié 1la interaccién entre LPS de
Escherichia coli y bacteria de &cido lactico que
lleva diferentes propiedades superficiales, habiendo

seleccionado bacterias con m&s de B80%H y algunos
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controles “negativos” no hidrofébicos, la interaccién
con endotoxina marcada fluorescente se realizé con

citometria de flujo.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas Y condiciones de

crecimiento

La cepa NCC 2463 de Lactobacillus
acidophilus (CNCM 1I-2623) fue adquirida de la
coleccién Nestec (Lausana, Suiza). Las cepas NCC 189
de Bifidobacterium bifidum (previamente CIDCA 536, I-
2333) y NCC 200 de Bifidobacterium bifidum
{previamente CIDCA 538, (CNCM I-2334)) se adquirieron
de la coleccién del Centro de Investigacién vy
Desarrollo en Criotecnologfia de Alimentos (la Plata,
Argentina). Suspensiones congeladas (-80°C)
preservadas con 10% {(vol/vol) de glicerol se
reactivaron una vez en caldo de MRS antes de los
experimentos. Todos los cultivos de condujeron a

37°C en condiciones anaer&bicas {(BBL GasPak Plus).

Enlace de FITC-LPS

El 1lipopolisacérido y el lipopolisacérido
marcado con FITC fueron provenientes del serotipo de
Escherichia coli 0l111:B4 (S8kelly, R.R et al., 1979,
Infect. Immun. 23: 287-293) y s8se adquirieron de

Sigma. Soluciones de reeerva que contienen 1000
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pul/ml se prepararon en agu; destilada y se diluyeron
adecuadamente.

Los cultivos bacterianos se lavaron tres
veces con PBS y las suspensiones se estandarizaron
hasta 107 UPC/ml. 400 gl se mezclaron con cantidades
diferentes de FITC-LPS o LPS para obtener
concentraciones en el intervalo de 0 hasta 50 ug/ml
en la mezcla de reaccién. Las incubaciones se
efectuaron a 4°C o 37°C durante minutos Y
posteriormente, las células se lavaron dos veces con
PBS y se fijaron con 1% de paraformaldehido (vol/vol)
durante 30 minutos a 4°C. El andlisis citométrico de
flujo BsBe realizd utilizando una luz de excitacién

azul-verde (FACScan"t).
Hidrofobicidad superficial

La determinacién de hidrofobicidad
superficial se realizé mediante el uso del método
MATH como se describié previamente (Pérez, P.F. et
al., 1998, Appl. Environ. Microbiol. 64: 21-26). En
resumen, 2 ml de suspensién bacteriana
(aproximadamente 10° UFC/ml, PBS) se extrajeron con
0.4 ml de xileno por agitacién en vértice durante 120
segundos. Las fases @8e dejaron separar por
decantacién y se midid Agpo de la fase acuosa. La
hidrofobicidad superficial celular (%H) se calculéd
con la férmula H%=[(A,-A) /A;lx100 en donde Ag Yy A son
las absorbancias antes y después de la extraccién con

xileno, respectivamente.
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RESULTADOS

Las hidrofobicidades superficiales de 1las
cepas bajo estudio sBe muestran en la Tabla 1. Los
valores fueron 93 y 96% para las cepas NCC 2463 de
Lactobacillus acidophilus (CNCM I-2623) y NCC 189 de
Bifidobacterium bifidum (CNCM I-2333)
respectivamente, mientras que la cepa NCC 200 de
Bifidobacterium infantis (CNCM I-2334) no fue
hidrofébica y mostr6 valores de aproximadamente 3%.

Tabla 1: Hidrofobicidades de cepae bajo

egtudio. Los valores son las medias de al mencos 3

determinaciones.

Cepa % de hidrofobicidad
NCC 2463 (CNCM I-2623) 83 + 3

NCC 189 (CNCM I-2333) 96 + 3

NCC 200 (CNCM I-2334) 3 + 2

La incubacién de la cepa NCC 189 con 50
ug/ml de LPS marcada con FITC, claramente desplaza la
poblacién bacteriana en una zona fluorescente. Los
eventos situados en el lado derecho de la gréafica
(marcador Ml) representan 90% de la poblaciédn pasada
(figura 1B). Para las suspensiones incubadas sin
FITC-LPS, finicamente 2% de los eventos se situaron en
capacidad de enlace diferente.

La tabla 2 (siguiente) muestra que el enlace
de FITC-LPS es dependiente de la dosis. 5 y 15% de
células FITC (+) se encontraron para las cepas NCC

200. Por otro 1lado, 1la cepa NCC 189 muestra
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aproximadamente 95% de cé&lulas FITC (+). La
saturacién ocurre aproximadamente a 10 ug/ml de FITC-
LPS. La adicién de alblmina, un aglutinante
lipidico, reduce claramente la proporcidén de FITC (+)
en todas las cepas bajo estudio (figura 2). Sin
embargo, la cepa CIDCA 536 muestra aproximadamente
30% de células FITC (+) en presencia de 0.4% de
albGmina y 50 pg/ml de FITC-LPS (figura 2C). Ademés
para esta cepa, 10%¥ de <células FITC (+) Be
encontraron con concentraciones de albimina tan altas
como de 3%. Los cationes divalentes (Ca2* 0.9 mM y
Mg2®* 0.5 mM) no modificaron el enlace ({(datos no

mostrados) .

Tabla 2: Por ciento de bacterias FITC (+) a
concentraciones diferentes de FITC-LPS. Al menos se

analizaron 30,000 eventos.

FITC-LPS Cepa
(ng/ml) NCC 189 NCC 200
0 0.1 6.2
1 88.1 0.7
10 92.1 5.2
20 92.8 5.9
30 93.9 3.7
40 94.7 4.6
50 94,8 4.6

El enlace de FITC-LPS para la cepa NCC 189
de Bifidobacterium bifidum (previamente CIDCA 536,

CNCM I-2333) fue fuertemente dependiente de la fase
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del crecimiento (figura 3). La bacteria cosechada en
la fase estacionaria muestra una gran proporciétn de
células FITC (+). Estos valores caen dramiticamente
durante la fase de retraso y 8se restauraron
progresivamente durante el desarrollo. No Be
encontraron diferencias entre el enlace a 4°C y a
37°cC.

En resumen, las cepas fuertemente
hidrofébicas muestran células FITC (+) que alcanzan
aproximadamente 95% para la cepa NCC 189. Ninguna
cepa hidrof&bica NCC 200 alcanza valores mayores del
5%. Estos resultados muestran que el enlace de LPS
correlaciona con la hidrofobicidad superficial.

Estos resultados indican claramente gque la
bacteria hidrofébica 8e enlaza a la endotoxina
marcada con FITC y por lo tanto 8se vuelve
fluorescente. A una concentracién de 10 ug/ml de
endotoxina, m&s de 90% de los cultivos celulares
hidrofSbicos se vuelven fluorescentes como se detectd
con citometria de flujo; en contraste, menocs de 10%
de células bacterianas no hidrofébicas se volvieron
positivas bajo concentraciones similares de
endotoxina.

Cuando los cultivos hidrofébicos se
introdujeron en medios que contenfian endotoxina a
concentracién en el intervalo de entre 30 y 90 ug/ml,
los cultivos bacterianocs a la concentracién de 10’
hasta 10° bacterias por ml, eliminaron al menos 20%
de la endotoxina presente. Este dato se confirmd

utilizando endotoxina radiomarcada.
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Ejemplo 3: Experimentos sobre células

humanas inmunocompetentes

Se estudié la abrogacién de la reaccibn
proinflamatoria en célulae inmunocompetentes humanas
inducidas por endotoxina por 1la presencia en el
sistema de cultivo de cepas hidrofébicas en
comparaciédn con bacterias no hidrofébicas.

NCC 189 de Bifidobacterium bifidum
hidrofébica (CNCM I-2333) Y NCC 200 de
Bifidobacterlium infantis no hidrof6bica (CNCM I-2334)
se incubaron en wuna 80lucifn gque contenia una
cantidad definida de endotoxina como se determiné por
el método de KDO (ver ejempleo 1) (figura 4).

La presencia de endotoxina después de la
incubacién con suspensifn bacteriana se disminuyé
claramente por la cepa hidrofSbica, mientras que no

se observaron cambios para la cepa no hidrofébica.

Ejemplo 4: Estudios funcionalas para
bactaria hidrofébica

MATERIALES Y METODOS

Bacterias lavadas se resuspendieron en DMEM
con alto contenido de glucosa (AMIMED) vy Be
preincubaron con LPS de Escherichia coli 0111: B4
(8igma) a una concentracién final de 2.5 ug/ml.
Despuée de centrifugacién, 200 pl del sobrenadante o
del botén bacteriano resuspendido se utilizaron para

estimular células epiteliales HT-29.
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Después de 20 horas de cultivo a 37°C, el
sobrenadante de cultivo de células HT-29 se examind
para la presencia de IL-8 utilizando una técnica de

ELISA.

RESULTADOS

Los resultados se presentan en la figura 5.
La actividad proinflamatoria de LPS se redujo
significativamente cuando una solucién de LPS se
preincubé con bacteria hidrofébica. Después de 1la
centrifugacién, el sobrenadante agregado a un cultivo
celular epitelial humano (en presencia de leche
humana, ya que la eBtimulacién de LPS es dependiente
de la presencia de sCDl14) se redujo
significativamente con respecto al sobrenadante que
no habia sido preincubado con la bacteria

hidrofébica.

Bjemplo 51 Fé6rmula infantil

Para obtener una férmula infantil se preparé
la siguiente mezcla que contiene para 100 ml de
férmula: 0.5 a 5%, preferentemente 2% de péptidos;
0.2 a 10%, preferentemente 4% de grasa; 1 a 25%,
preferentemente 8% de carbohidratos no levanos
{incluyendo lactosa 65%, maltodextrina 20%, almidén
15%), y al menos 10° ufc/ml de las siguientes cepas:
NCC 2463 de Lactobacillus acidophilus (CNCM I-2623),
NCC 189 de 'Bifidobacterium bifidum (CNCM 1I-2333),

CNCM I-2335 de Bifidobacterium bifidum, CNCM I-2168

o
b7
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de Bifidobacterium adolescentis, en combinacién con
trazas de vitaminas y oligoelementos para cumplir los
requerimientos diarios, y 0.01 a 2%, preferentemente
0.3%, de minerales, y 50 a 90%, preferentemente 75%

de agua.

Ejemplo 6: Uso de bactaria de &Acido lé&ctico
hidrofSbica de acuerdo a la invencién en productos

l&cteos

Una o mds cepas de Bifidobacterium bifidum
{CNCM I-2333), NCC 2463 de Lactobacillus acidophilus
(CNCM 1I-2623), NCC 235 de Bifldobacterium bifidum
(CNCM I-2335) 0 NCC 251 de Bifidobacterium
adolescentis (CNCM I-2168), de acuerdo a la presente
invencién, pueden ser utilizadas para la fabricacién
de productos de leche, gimilares a yogurt,
fermentados.

Para hacer esto, se prepard 1 litro de un
producto lacteo que contiene 2.8% de grasas y se
suplementd con 2% de leche en polvo descremada y 6%
de sucrosa, se pasteurizd a 96°C por 30 minutos y su
temperatura se disminuyb a 42°C. Los precultivos de
una cepa no espesa de Streptococcus thermophilus y de
una cepa no visecosa de Lactobacillus bulgaricus se
reactivaron en un medio de cultivo MSK estéril que
contenia 10% de leche en polvo reconstituida y 0.1%
de extracto de levadura comercial.

Un precultivo de una o mds de las cepas
también se reactivé en un medio que contenfa 10% de

leche en polvo reconstituida y 0.1% de extracte de
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levadura comercial con 1% de sucrosa. El producto de
leche pasteurizada es luego inoculado con 1% de cada
uno de estos precultivos reactivados y este producto
ladcteo se deja fermentar a 32°C hasta que el pH
alcanza un valor de 4.5. Los productos similares a
yogurt, de leche, fermentados, son producidos de esta

manera y almacenados a 4°C.

Ejemplo 7: Alimento seco para perros

Una mezcla alimenticia 8e conatituyd de
aproximadamente 58% en peso de maiz, aproximadamente
5.5% en peso de gluten de maliz, aproximadamente 22%
en peso de carne de pollo, 2.5% de achicoria seca,
leche fermentada por <cepas de NCC 2463 de
Lactobacillus acidophilus (CNCM-I 2623)), de modo gque
la cantidad correspondiente para el perro es de
aproximadamente 10°-10'° ufc/dia, y sales, vitaminas y
minerales que constituyeron el remanente.

La mezcla de alimento es introducida en un
preacondicionador Y humedecida. El alimento
humedecido es entonces alimentado en un horno
extrusor y gelatinizado. ILa matriz gelatinizada que
sale del extrusor es forzada a través de un troquel y
extruida. El extruido es cortado en piezas adecuadas
para alimento de perros, secado a aproximadamente
110°C por aproximadamente 20 minutos, y enfriado para
formar pellas.

Este alimento seco para perros es capaz de

mejorar la salud de las mascotas, y particularmente



previene trastornos

mascotas.
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relacionados

a endotoxinas
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1. Al menos una cepa de bacteria y/o
bifidobacteria de &cido lactico que tiene propiedades
superficiales hidrofébicas, (til para la preparacién de
una composicién disefiada para 1la prevencién o el
tratamiento de trastornos mediados y/o asociados con

endotoxina.

2. La cepa de conformidad con la
reivindicacién 1, en donde la bacteria o bifidobacteria
de &cido l&actico tiene una hidrofobicidad porcentual (%H)

de al menos B0, y mis preferentemente de 85 hasta 100%.

3. La cepa de conformidad con la
reivindicacién 1 6 2, en donde la bacteria y
bifidobacteria de &cido l&ctico tiene la habilidad de
enlazarse a endotoxinas, o coagregarse con bacteria gram

negativa.

4. La cepa de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, en donde la cepa de bacteria
o de bifidobacteria de &cido l&ctico se selecciona del
grupo que conseiste de Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus reuterii, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus animalis, Lactobacillus ruminis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rahmnosus,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus delbrueckii subs.
lactis, Bifidobacterium s8pp., Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium pseudolongum,

Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium adolescentis.

=N
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5. La cepa de conformidad con cualquiera de
lag reivindicaciones 1 a 4, en donde la cepa es NCC 2463
de Lactobacillus acidophilus (CNCM-I 2623), NCC 189 de
Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2333), NCC 235 de
Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2335), NCC 251 de
Bifidobacterium adolescentis (CNCM-I-2168),

Bifidobacterium lactis (ATCC27536).

6. la cepa de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5, en donde la bacteria de &cido
ldctico de utiliza de modo que la cantidad disponible

para el individuo es de aproximadamente 103*-10* ufc/dia.

7. Una cepa aislada de bacteria o
bifidobacteria de 4&cido 1lactico que tiene propiedades
superficiales hidrof6bicas, que ha sido seleccionada por
su habilidad para enlazarse a endotoxinas © coagregarse

con bacteria gram negativa.

8. Una cepa de conformidad con la
reivindicacién 7, en donde la bacteria o bifidobacteria
de &cido lactico se enlaza al menos a 30% de endotoxina
de solucicnes, en donde las concentraciones son similares

al contenido intestinal de endotoxina.

9. Una cepa de conformidad con la
reivindicacién 7 u 8, seleccionada del grupo que consiste
de Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuterii,
Lactobacillus paracasel, Lactobacillus animalis,
Lactobacillus ruminis, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fermentum,

3N
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Lactobacillus delbrueckii subs. lactis, Bifidobacterium
spp., Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium infantis,

Bifidobacterium adolescentis.

10. Una cepa de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 7 a 9, la cual es NCC 2463 de
Lactobacillus acidophilus (CNCM-I 2623), NCC 189 de
Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2333), NCC 235 de
Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2335), NCC 251 de
Bifidobacterium adolescentis (CNCM-I-2168),

Bifidobacterium lactis (ATCC27536).

11. Una composicién alimenticia para humanos o
para mascotas que contiene al menos una cepa de bacteria
y/o bifidobacteria de &cido l&ctico de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, asociada con

un soporte ingerible o una matriz farmacéutica.

12. Una composicién de conformidad con 1la
reivindicacién 11, en donde la cepa Be utiliza en su

forma viable o inactivada.

13. Una composicién de conformidad con 1la
reivindicacién 11 6 12, en donde la cepa de bacteria de

dcido 1léactico se seleccionadle grupo que consiste de

Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuterii,
Lactobacillus paracasei, Lactaobacillus animalis,
Lactobacillus ruminis, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus rahmnosus, Lactobacillus fermentum,

Lactobacillus delbrueckii subs. lactis, Bifidobacterium
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spp., Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium infantis,

Bifidobacterium adolescentis.

14. Una composicidén de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en donde la
cepa es NCC 2463 de Lactobacillus acidophilus (CNCM-I
2623), NCC 189 de Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2333),
NCC 235 de Bifidobacterium bifidum (CNCM-I-2335), NCC 251
de Bifidobacterium adolescentis (CNCM-I-2168),

Bifidobacterium lactis (ATCC27536).

15. Una compogicién de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en donde la
cantidad de cepa de bacteria de &cido léictico disponible
para el individuo corresponde a aproximadamente 10°-10*

ufc por dia.

16. Una composicién de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, la cual
reduce, previene o trata trastornos asociados Yy/o

mediados con endotoxina.
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SUPERINTENDENCIA

Bogoté, D.C.,

_ 08432

José Antonio Lioreda

Apoderado

SOCIETE DES PRODUITS NESTLE

ASUNTO: Radicacién N° (03-66821

Solicitud Intemacional PCT/EP2002/01163 -
Fecha inicio fase nacional  06/009/2003

Trémite o011
Evento N
Actuacion 430
Folios B

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decisién 486 de la
Comisién de la Comtmidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Pgtentes (PCT),

regla 51 bis del Regiamento y Circular Unica de la Superintandencia de Industria y Comercio, sa le comunica
que:

0 La soliciiud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente del
Inventor al solicitants 0 a su causanta. (Art. 26-k) Declsidn 486).

En cumplimiento de lo dispuesto por ol articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del
témino de dos meses sigulentes a la fecha de nofificacién del presente oficio, complete loa requisitos
anterdorments enunciados. En caso de no dar cumpliimienio al presente requerimlento, la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presents oficio conforma a lo dispuesto en el numeral 5.2, Iiarale).delcup!h:loqtdnlndelﬂmb
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001,

ALIX CARM CESPEDES DE VERGEL
Jefa de la Diisidn de Nuevas Creaciones.
S 10 0cT. 2005

El anterlor requerimiento fue noiificado por fjacién en lata de facha,




