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Rad: 06-047629. -UGODOTOB?OHEM“
Industria y Comercio :::“ fffﬁ'e‘” 170556 Dep. 2020 NUECREACIONES
SUPERINTENDENCIA Eva: 370 Fﬁgﬁrfé‘trgumc
ACL411 PRESENTACION  Fowe. 73
\ L : S
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
G) SOLICITUD DE:
E Patente de Invencién D Patente de Modelo de Utilidad
[] capitulo]. X capitulo II.
@ Nombre: NESTEC S.A. IDENTIFICACION
Direccién: Avenue Nestlé 55, CH-1800 Vevey,
Suiza. cc. O w~T [
C.E. |:| Otro D
SOLICITANTE
(71) Nacionalidad o Domicilio: Vevey, Suiza Cual
Lugar de Constitucion: Suiza
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 Nimero
E-mail: illccoi®lloredacamacho.com
3
D Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE C.C. NIT [:I
REPRESENTANTE| = ,
O APODERADO Direccién: Calle 72 No. 5-83 Piso 5°, C.E. I:l Otro |:|
Bogota- Colombia Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 NOmero 39.690.713 TP53.215
E-mail: jllcco@lloredacamacho.com
@ Nombre: BREEUWER, Pieter; BOISSIN-DELAPORTE, Catherine; JOOSTEN,
Henricus y LARDEAU, Annick.
Direccion: Chemin de la Pierre 5, CH-1023 Crissier; 985, route de Méribel, Le Clos
INVENTOR(ES) | Chanay, F-01170 Echevenex, Chemin des Crocus 1. CH-1074 Mollie-Margot y
(72) Avenue des Boveresses.28, CH-1010 Lausanne.
Nacianalidad o Domicilio- Suiza v Francia
@ PCT (86) '
Solicitud Internacional No. PCT/EPZz004/012585 Fecha: 06/11/04
Publicacién Internacional No. WO 200£/049813 A1 Fecha:  02/06/05

6) Titulo (54) FAGOS AISLADOS Y SU USO COMO DESINFECTANTE EN ALIMENTO O PARA LA
HIGIENIZACIOMN DEL AMBIENTE INDUSTRIAL

7) Clasificacién Internacional (51) C12N 7/00 Al LV A(G

@ Prioridad  |(33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
silX no [] EP 19.11.2003 03026432.9

Comprobante de Pago No. 06-33,683 Fecha: .5 de Mayo de 2006
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' ANEXOS \

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existenciaiy representacion legal cuando el solicitante sea persona jurldica.
E Documento de Representacion Legal.

|:| Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.
|:| Declaraciones
D Copia de la solicitud internacional. {Resumen, descripcién, reivindicaciones)

E Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones . y dibujos)

E Copia del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

B4 Traduccién del Reporte Preliminar Internacional sobre patentabilidad.

D De ser el caso, copia del contrato de acceso.

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

[] Arte Final 12x12. - &.

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

D De ser el caso, modificaciones efectuiadas a la solicitud internacional.

gl Otros: Reporte de Busqueda Internacional con su traduccion, Publicacién con su traduccion..
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Eve: 570 FRALENTENN U20 NUECREACIONES

Acta11 F_'f\‘ESEmg':,L"

RECIBO OFICIAL DE CAJA : Ob - 33,693 Foliog: 73
FECHA : NAYD 3 DE 2006

1t CONSTIGNACION iy

g"ﬂSlTANTE TIPD PABD BANCO CUERTA No. PAGD FECHA FGOD Vr. PAED

LLOREDR ¥ C1& S. A CONSIENACION  BANCO POPULAR 650-00110-6 47044958  05/05/2006 4,4590,000.00
s C O NCEPRPTOO s

CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN 4543,000.00

TOTAL : $ 453,000.00

SON:  CUATROCIENTOS SESENTA ¥ TRES MIL PESDS

RESPONSABLE :

RECIBO DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No.




- ANEXO

El documento que acredita la c;alidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los dogtores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO v/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ 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 esta presentando con eslta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actua.r dent—rlo del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en é] contenida.

- %}\ &'~®W

ICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No.283/04 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN
FRANCES, EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO
DEL TRADUCTOR. ESTA ES UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA
01 DE SEPTIEMBRE DE 2004 POR JEAN-JACQUES TURPIN, C.E.: 193849 DE
BOGOTA, TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL SEGUN RESOLUCION No.
2680/91 DEL 19 DE DICIEMBRE DE 1991, EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE
JUSTICIA DE COLOMBIA.

Autenticaciones que se hallan a continuacién de un documento de poder conferido
en inglés y espafiol por NESTEC S.A., una sociedad organizada y existe de
conf;eridad con las leyes de Suiza, domiciliada en Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vevey, Suiza, y otorgado a los Doctores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYO vy/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, todos
domiciliados en Bogota, Colombia, Calle 72 No. 5 — 83 (Piso 6°).

Dado el 5 de agosto de 2004. Flrma |Ieg|ble de la Seriora Paula Nelson Vice-
B e e N s e &
§cnuo NOTARIO sau'ro (&) DEL SINCULD

Dt BOGOTA, JAGO CONETAR DUE LA .:,
“rOTOCOPIA CUINGIOR CON EL DRIGGNAI.E

Presidente de Nestec S.A.

[

: ST LA W\ "am.u -mul-ws
:ﬁ';f', L F ﬁ»ﬁg
Il 0B SET 2004 4 *4‘;;
' E T PAL
CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) k_h‘ A .
n §r\ipae

Legalizacidon por parte del suscrito Notario de la fima dd*1a\{Senora Paula

NELSON quien: desempefia el cargo de Vice-President
NESTEC S.A., una sociedad legalmente constituida y existente'de acuerdo con las
leyes de Suizai; domiciliada en Vevey (Suiza). Ademés, dicho Notario certifica que
el signatario, segin las leyes de Suiza, tiene facultad para otorgar el presente
documento. Los hechos anteriores le constan por haber examinado los
documentos respectivos el 24 de marzo de 1997, y de todo gllo da fe.

Firma de Jean-Daniel RUMPF.

Sello: Jean-Daniel RUMPF — Notario. Estampilla de 4 Frs.

e 283 /0

IEAN « IAQOUB HL. TURPIN
Traduckor @ Inémrele Oficial

1 MANCES - ESPANOL
Rex. Minjusricia No. 2680/



Legalizacion No, 7.135. El Notario Jean-Daniel RUMPF, en Vevey, Distrito de
Vevey, Cantdn de Vaud, Suiza, certifica la firma puesta en la pagina anterior por Ia-
Sefiora Paula Nelson, Directora adjunta de Nestec S.A., en Vevey, la cual
compromete en forma valida con su firma individual.

Dado en Vevey, el once de agosto de dos mil cuatro. Firma lleglble del Notano

Seilo: Jean-Daniel RUMPF — Notario, Estampilla de 4 Frs. . . E
APOSTILLA L
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961) '
1. - Pais: Suiza

El presente documento puiblico
2. - ha sido firmado por el Sefior Jean-Daniel RUMPF

3.- obrando en calidad de Notario en Vevey

mﬂw' b ’1!' T T T
£E0H0 FOTARIS s:u'ro I8) GEL cmcum

) _ ; = : 3
4. con sello de Jean-Daniel RUMPF, Notario ; ,.f;i,,'f ;:?:;.;:.15:’,.°g:z:{*‘:,:::,;:%
" GUE HE YENIDO A LA VISTA

4.\' .f_r. h “x!é@m:ﬁ m‘wﬂ,;y—p
CERTIFICADO AA3E 03 SET 2004 J'é ‘f::
T z N

5.- EnLausana ' 6.-El12deagostode 2004 . : . 'l:ﬁv?ﬁ,:@%”‘r“; S ;
. A T g A Eeivig 3.?
7.-  Por la Cancilleria de Estado del Cantén de Vaud ) TN PR SRRt .k
8. - Bajo el nimero 6705
9. - Sello: Cancilleria del Consejo de Estado — Libertad y Patila - Eholumento
de 25 Fr.

10. - Por el Canciller de Estado, firma de P, Equey.

‘Estraduccion fiel y completa de Ia cual se deja copia en los archivos de esta
oficina para confrontacién y a la cual me remito.

Traduccion oficial No. 283/04. imouidn Olicial No, °2 g 3/ aé

IEAN . JACOUES H, TURPIN
Traductor: Jean-Jacgues Turpi . Traducior o Jmdepeete Oficial
cq urpin .o ooy )
Bogota, D.C., 1 de septiembre de 2004. %
2 — —
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Los ‘alfajo firmados, NESTEC S.A.. una sociedad
organizada y existente de conformidad con las leyes
da Suiza

con domicilio en Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vevey, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuesiros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con e! fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cuslquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colomblanas,

dministrativas, judiciales o de policia, en todos los
amites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimlentos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes aJos tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a

drbitros. desistir, percibir y apelar, con todas las
emas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos 2 los doctores ALICIA

LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYOQ y/o IGNACIO

SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para

solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro,

Dado y firmado

L LW e (WL T PNTYY T §

The undersigned, NESTEC S.A., a corporation
organized and existing under the laws of Switzerland.

domiciled at Avenue Nestlé 55, CH-1800
Vevey, Switzerland

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive nolifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA andfor GUSTAVQO
TAMAYO and/or, IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receuve_proper recelpts to
comply with all other requrrem Q\j .-.m,sbgr,t_btoa't
take all those measure$ whitt ',"m%y,_dgg[hogt'lf'gr i
the protection of our¥ mterééts‘ An Om.acase 'fL
opposition, where the proceedl i7b; p;ssed oven:qto
the courts, we authorize/said Hg mﬁaﬂlbni'our“*
behalf, as complainants;as:¥ ,,,;adefendants.;before
the competent judges:‘ Wilh? il ﬁpowersito makeﬁ
arrangements, to submlt toyarbit tn;sdq;;demst to¥
collect, to appeal and im;i_ ‘ “’

d!

from now on as valid B
representatives and/or the g
appointed may do for our bake

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andfor GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

Given and signed this 5th August 2004

'4

Paula NELSON - Vice President A

(NON

NOTARY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE

[P PP RE S R R
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Suiza
Vavey {ss

Hoy {1 de Ac‘oak de 2004 , comparecié
ParoLA' WeLson |, aquien conozco y
de quien me consta que firmo el anterior documento,
Yy quien debidamente juramentado declaré y dijo que
éles \icepresidente
de NESTEC SA, Ia
compaitia nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Suiza, domiciliada en la
ciudad de Vevey, Suiza legalmente constituida
para un perfodo de duraciébn que ain no ha
terminado, que ejerce su objeto social; conforme a
las leyes de Suiza, que el declarante esta autorizado
por dicha Compafilfa para conferir este poder; que el
sello estampado por él al pie de tal poder, en nombre
Yy en representacion de la expresada Compaiila, es el
ello oficial de ella; y que el objeto para el cual se
‘onﬁere este instrumento estd comprendido dentro
del de la sociedad.
El suscritc Notario ha visto los Estatutos de
incorporacién firmados en Vevey, Sulza, con fecha
24 Hol o, M9Y, y certifica que de
conformidad con la legislacién de dicho Pals, la
anterior declaracién juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe,

Notary Public (Notario Publico). .

Légalisation No 7'135, -

notaire JEAN-DANIEL RUMPF, a Vevey, District de Veve

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland

Vevay {ss

On this 11thiayof August . 2004,
personally came :
\ Paula NELSON
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that hefshe is the

Vice President of NESTEC S.A., the
company named within, a Corporation organized and
existing under the laws of the Switzerland, domiciled
at the City of Vevey, Switzerland legally constituted
for a period of tenure not yet expired, which exercises
its corporate purposes according to the laws of
Switzerland, that the deponent is authorized by said
Company to confer this power of attorney; that the
seal affixed hereunto by the deponent in the name
and on behalf of said Corporation is the corporate
seal thereof, and that the purpose for which this
instrument is granted is included within the corporate
purposes of the Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at
Vevey, Switzerland, under date of March 24 1997
and hereby certifies thatzupder/the Jlawsqof.said.,

County the foregoing acknowledginamiassSLificlentuc;
proof that the facts therei_'g'fﬁﬁ'ﬂ"" E‘ﬁg‘{amW‘WnHﬁf
he attests. R .,&1;3533;:%%:53.%
iy (358 1

o Foy T 2004 %%

[PE 2R

HED) Aisna s Sy

; e |

ki [ LI

’ R ';’.*Ii.%"-;*-:“! . i

y Canton de

ﬁud, Suisse, certifie authentique la signature apposée d'autre ---

part par Mme:' Paula NELSON, directrice-adjointe de la société
qu'elle engage valablement par sa signature -

NESTEC S.A., A Vevey,
individuelle.

-



APOSTILLE
(Convention de _a Haye du 5 octobre 1981)

1. Pays: SUISSE
Le présent acte pubiic
2. a 6té signé par Jean-Daniel Rumpf

3. aglssant en qualité de nataire a Vevey

4, est revétu du sceauftimbre de J.-D. Rumpf notaire

Attesté

5. 4 Lausanne 6. le 1.2 ao(t 2004
7. par la Chancellerie d'Etat du Canton de Vaud
8. sous No 8705

9. Sceau/timbre: 10. Signature '
pr le Chancelier d'Etat:

A

P.Equey

B AR v, Y )
3 SET 2004 i7"

e .

f‘\ ,

Rv}u“ g;0\\07 Z, ? v IO

- Ta‘At 9
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2004/012585

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC7  CI2N7/00 CI2N7/02 AGIK35/76

Segiin la Clasificacién de Patentes Intemacional (CPI) o segin 1 ¢lasificacién nacional y la CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seglido de simboles de clasificacién)

IPC7 CI2N

Documentacidn buscada fuera de documentacidn minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Base de datos electrdnica consultada durante la bisqueda internzcional (nombre de 1a base de datos y, donde sea priclico, buscar términos usados)

EPO-Interno, BIOSIS, EMBASE, Dato WPI, PAJ,

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfs ®* | Citacién de documento, con indicacién, dond: sca apropiado, de los textos relevantes Relevante a 1a reivindicacidn No.
X GRIMONT F ET AL: “Relaciones de AND entre bacteriéfagos del grupo 1,11-13,
morphologico C3” 15,17,19
CURRENT MICROBIOLOGY 1981 ESTADOS UNIDOS,
Vol. 6, no. 2, 1981, paginas 65-69,
XP009027844
Y resumen, Tabla 1, Tabla 2, 14,16,
18,20-26
X GRIMONT F ET AL: “Caracteristicas de los cinco bacteridfagos de 1,11-13,
enterobacterias pigmentadas de Amuarillo” 15,17,19
CURRENT MICRCBIOLOGY 1981 ESTADOS UNIDOS,
Vol. 5, no. 1, 1981, péginas 61-66,
XP009027826
Y resumen, Tabla 1, Resultados Discusién 14,16,
18,20-26
P S

E En ¢l recuadro C s¢ enumeran mds documentos,

En ¢1 anexo s¢ enumeran miembros de la familiz de patentes.

* Categorins cspeciales de documentos citados:

‘A" documento que define el estado general de Ia téenica el cual no se
considera de relevancia particular

'E’ documento anterior pero publicado cn o después Je la fecha de
presentecidn intemacional

‘L' documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones Jde
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacicdn de otra
citacidn v otra razdn especial (segun se especifica)

‘0" documento que se refiere a2 una revelacidn oral, uso, exhibicidn u
otros medios

‘P' documento publicado antes de la fecha de presentacidn intemacional
pero despuds de la fecha de prioridad reivindicada

‘T" documento posterior publicedo después de la fecha de presentacién
internacional o fecha de prioridad y que no estd en conllicto con ta
solicitud pero citado para entender el principio o teoria que sustenta
Iz invencién

'X' documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma solo

"Y' documento de relevancia particular; la invencidn reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando el
documento se combina con uno o mds documentos, siendo dicha
combinacién cbvia para una persona experia en la técnica

'&' documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de la terminacion real de la biasqueda internacional

22 de febrero de 2005

Fecha de envio por correo del reporte de blisqueda internacional

03/03/2005

Nombre y direccidn del correo de ISA
Europcan Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70)340-3016

Funcionarto eutorizedo

Bretherick, J

Forma PCT/ [SA/ 210 (segunda hoja) (Encro 2004)

Pgina | dc 2




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemnacional No.

PCT/EP2004/012585

C. (Continuacidn)

DOCUMENTOS CONSIDERADQS RELEVANTES

Calegoria ®

Citacién de documento, con indicacidn, donds sca upropiado, de los textos relevantes Relevante a 1a reivindicacion No.

Y

BREEUWER P ET AL: “Desecaciéa y tolerancia al calor de
Enterobacter sakazakii”

JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY,

vol. 95, no. 5,

26 de septiembre de 2003 (2003-09-26), piginas

967-973, XP002273937

ISSN: 1364-5072

resumen; Introduccion; Discusion, esp.

ultimo parédgrafo.

WO 03/054173 A (NESTLE S.A.; ERUESSOW HARALD
(CH); BRUTTIN ANNE (CH); SIDOTI JOSETTE)

3 de julio de 2003 (2003-07-03)

reivindicaciones, resumen de la invencion, p.3-4;
Descripcién detallada de la invencidn, esp.

paragrafo bridging pp. 4 y 5, p. 6-9

esp. p. 6, lineas 11-20 y p. 7, lineas

4-11

US 6 322 783 B1 (TAKAHASHI SEISHI)
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FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LU, MC, NL, PL, PT, RO, SE, S|, 5K,
TR), patente OAPI (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN, GQ, GW,
ML, MR, NE, SN, TD, TG}
- relativo a la calidad de inventor (Regla 4.17 (iv)) para Estados
Unidos de América solamente

Publicado:
- con reporte de biisqueda internacional

Para los cadigos de dos letras y otras abreviaturas, refiérase a "Las Notas
Guias sobre Codigos y Abreviaturas” que aparecen al comienzo de cada
emision regular de la Gaceta PCT.

(54) Thulo: FAGOS AISLADOS Y SU USO COMO DESINFECTANTE EN ALIMENTO O PARA LA HIGIENIZACION DEL

AMBIENTE INDUSTRIAL

(87) Resumen:

La presente invencién se refiere a aislndos fagos que tienen una fuerte actividad litica contra cepas de

Enterobacter sakazakii y su uso como agentes antimicrobianos en productos alimenticios, en particular en formulas
infantiles y para la higienizacion de ambientes industriales. La invencion también se refiere a composiciones alimenticias
y agentes antimicrobianos preparados a partir de los mismos.
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(54) Title: [SOLATIED PHAGES AND THEIR USE A& DISINFECTANT IN FOOD OR FOR SANITATION OF FACTORY EN-

O (57) Abstract: The prescnl invention relates Lo phages isolates having a strong Iytic activity against Enterobacter sakazakii strains
and their use as anti-microbial agent in foud products, in particular infant formula, and for sanitation of faclory environments. The
3 invention alse relates to food compositions and anti-miccobizl sgents prepared thereof.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo II del Tratado de Cooperacién de Patentes)

(PCT Articulo 36 y Regla 70)
Registro de referencia del
solicitante o agente PARA FUTURAS ACCIONES Ver Forma PCT/IPEA/416
NO 7564/WO
Solicitud Internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad
(dia/mes/afio) ¢r| (dia/mes/afio)
PCT/EP 2004/012585 06.11.2004 19.11.2003

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
C12N7/00, C12N7/02, A61K35/76

Solicitante
NESTEC S.A. etal.

1. Este reporte es el reporte de examen preliminar internacional, establecido por esta Autoridad
Examinadora Preliminar Internacional bajo el Articulo 35 y trasmitido al solicitante de
conformidad con el Articulo 36.

2.  Este REPORTE consta de un total de 6 hojas, incluyendo esta cardtula.
3.  Este reporte también es acompafiado por ANEXOS, que comprenden:

a. [] (enviado al solicitante y a la Oficina Internacional) un total de hojas, como sigue:

[0 hojas de Ia descripcién, reivindicaciones y/o dibujos los cuales han sido modificados y son la
base de este reporte y/o hojas que contienen rectificaciones autorizadas por esta Autoridad (ver
Regla 70.16 y Seccién 607 de las Instrucciones Administrativas).

[} hojas que reemplazan hojas anteriores, pero las cuales esta Autoridad considera que contienen
una modificacién que va mds alla de la revelacién en la solicitud internacional como se presento,
como se indicé en el item 4 de la Casilla No. [ y la Casilla Suplementaria.

b. [ (enviado iinicamente a la Oficina Internacional) un total de (indicar tipo y nimero de medio(s)
electronico(s)) , que contienen un listado de secuencias y/o tablas con elio,
Unicamente en una forma legible en computador, como se indic6 en la Casilla Suplementaria
Relacionada con el Listado de Secuencias (ver Seccién 802 de las Instrucciones Administrativas).

4.  Este reporte contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

X Casilla No. I Bases del Reporte:

[0 CasillaNo.II Prioridad

[l CasillaNo. I No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial.

[0 CasillaNo.IV  Falta de unidad de invencién

X CasillaNo.V Afirmacién razonada de conformidad con €l Articulo 35(2) con respecto a novedad,
nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan
dicha afirmacién .

] Casilla No. VI Ciertos documentos citados
X| CasillaNo. VIl  Ciertos defectos en la solicitud internacional

[0 Casilla No. VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacién de la demanda Fecha de terminacién de este reporte
13.06.2005 25.11.2005
Nombre y direccién de correo de la IPEA Funcionario autorizado

European Patent Office
D-80298 Munich
Tel. +49 89 2399-0 Tx:523656 epmu d Bretherick,

J
Fax: +49 89 2369-4465 Teléfono No. +49 89 2399-8415

Forma PCT/IPEA/409 (portada} (Enero 2004)
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REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE Solicitud internacional No. ’ ?
PATENTABILIDAD PCT/EP 2004/012585

Casilla No. I Bases del reporte

1. Respecto al idioma, este reporte se bas6 en la solicitud internacional en el idioma en el cual fue presentada,
a menos que se indique lo contrario segtn este jtem.

D Este Reporte se bas6 en una traduccién del idioma original al siguiente idioma—, el cual es
el idioma de una traduccién suministrada para los propositos de:

D biisqueda internacional (segiin la Regla 12.3. y 23.1 (b)).
D publicacién de la solicitud internacional (segiin la Regla 12.4)
El examen preliminar internacional (segtin las Reglas 55.2 y/o0 55.3).

2. Respecto a los elementos de la solicitud internacional este Reporte se bas6 en (hojas reemplazadas que has sido

suministradas a la oficina receptora en respuesta a una invitacién segin Articulo 14, son referidas en este reporte
como “originalmente presentadas” y no son anexadas a este reporte):

Descripcion, paginas
1-20 como se presentaron originalmende

Reivindicaciones, nimeros

1-27 Como se presentaron originalmeitte
Dibujos, Hojas
1/3-3/3 como se presentaron originalmente

I:] la secuencia numerada y/o alguna tabla(s)-ver Casilla Suplementaria a la Secuencia Numerada

3. [ Las modificaciones resultaron en la cancelacién de:

[0 1a descripcién, paginas

[0 1as reivindicaciones, Nos.

[] los dibujos, hojas/ figuras

[] listado de secuencia (especificar)

[0 cualquier tabla(s) relacionadascon la serie de listados (especificar)

4.[] Este reporte ha sido establecido como si (slguno de) los anexos corregidos a este reporte y numerado antes
no ha sido hecho, desde que ellos han sido considerados a través de la presentacién original, como esta

indicado en Ia casilla suplementaria (regla 70.2@)..

(] 1adescripcién, paginas

[(] las reivindicaciones, Nos.

L] los dibujos, hojas/ figuras

[] secuencia que enumera {especificar)

[ algunas tabla(s) relatando secuencia numerada (especificar)

*si el [tem 4 aplica, algunas o todas aquellas hojas pueden ser marcadas “reemplazadas”
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacion

1. Afirmacién

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 14,16,18,20-26
No: Reivindicaciones 1,11-13,15,17,19

Nivel inventivo (IS) Si: Reivindicaciones 2-10,27

No: Reivindicaciones 1,11-26
Aplicabilidad industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-27
No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones (Norma 70.7)

ver hoja separada

Casilla No. VII Ciertos defectos en la solicitud internacional

Los siguientes defectos en la forma o en los contenidos de 1a solicitud internacional se han encontrados:

ver hoja separada

Forma PCT/IPEA/409 (Enero 2004)
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR f

INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(HOJA SEPARADA)

Solicitud internacional No.
PCT/EP2004,/012585

E! examen se realiza sobre los siguientes documentos de solicitud:
Descripcion, paginas:

1-20 como se registraron originalmente

Reivindicaciones, No.:

1-27 como se registraron originalmente
Dibujos, hojas:

1/3-3/3como se registraron originalmente

Con respecto a la parte V, Art. 33(1)-(4) PCT:
1. La materia objeto de la reivindicacién ‘| no es nueva sobre

D1: GRIMONT F ET AL: “Relaciones de AND entre bacteriéfagos del grupo morphologico
C3" CURRENT MICROBIOLOGY 1981 UNITED STATES, vol. 6, no. 2, 1881, paginas
65-69, XP009027844 o

D2: GRIMONT F ET AL: “Caracteristicas de los cinco bacteriéfagos de entercbacterias
pigmentadas de Amarille” CURRENT MICROBICLOGY 1981 UNITED STATES, vol. 5,
no. 1, 1981, paginas 61-66, XP009027826.

Ambas referencias ensefian fago litico que son activos contra Enterobacter sakazakii.

Mas aun, esta vista también aplica a los productos alimenticios de las reivindicaciones 11-13 y 15,
porque estos aislados se obtuvieron del agua, un producto alimenticio esencial (ver, D1 Tabla,
parte superior). Lo mismo aplica con respecto a la materia objeto de las reivindicaciones 17 y

Forma PCT/hoja separada/ 409 (Hoja 1) (EPO-enero 2004)
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19 para agentes genéricos que se definen como (adecuados) para descontaminaciéon de
productos alimenticios e higienizacion de ambientes industriales genéricos.

Las anteriores reivindicaciones son 2ntonces deficientes bajo el Art, 33(1)(2) PCT.

2. La materia objeto de las reivindicaciones 14, 16, 18, 20-26 no se considera que involucra in
nivel inventivo bajo el Art. 33(1)(3) PCT.

La descontaminacion de alimentos tales como leche en polvo y otras areas infectadas con
Enterobacter sakazakii asi como lzs infecciones que involucran el organismo, es un problema
conocido, ver por ejemplo

D3: BREEUWER P ET AL: “Desecacion y tolerancia al calor de Enterobacter sakazakii”
JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, vol. 95, no. 5, 2003, paginas 967-973,
XP002273937 ISSN: 1364-5072, Discusion, ultimo pamrafo. El problema técnico, generalmente
aplicado es entonces considerado como la provisibn de medios y/o métodos para la
erradicacion de Enterobacter sakazakii. Este problema se aprecia en la técnica, (ver D3,

resumen y Discusion, dltimo parrafo).

D4: WO 03 054173 A (NESTLE SA; BRUESSOW HARALD (CH); BRUTTIN ANNE (CH),
SIDOTI JOSETTE) Julio 3 2003 (2C03-07-03) ha resuelto este problema en enterobacterias
genéricas con el uso de composiciones bacterit6fagas que son liticas a un rango de cepas
bacterianas, incluyendo E. coli patogénica y Salmonella. Aqui se hace referencia a las
reivindicaciones, resumen de la invancidn en las paginas 34, descripcion detallada de la
invencion, paginas 6-9, esp. P. 6 lineas 11-20 t p. 7, lineas 4-11. Note que la concentracion de
fago recomendada es [a misma que |a especificada en las reivindicaciones 18 y 24, (pagina 8,
lineas 19-20).

Es conocido existe fago que es litico hacia E. sakazakii de D1 y D2. Pareceria lbgico para el
experto aplicar el conocimiento de D1 y D2 en el contexto de descontaminacion de esta
especie. El experto simplemente combinaria la ensefianza de D4 con el conocimiento de D1 o
D2 que es posible seleccionar tal fagc litico para Enterobacter sakazakii y su uso y arribo en la
materia objeto de las reivindicaciones.

Forma PCT/hoja separada/ 409 (Hoja 2) (EPO-encro 2004)
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Este es igualmente el caso para D5; UJS-B1-6 322 783 (TAKAHASHI| SEISHI} Noviembre 27 de
2001 (2001-11-27), que también revela usos de bacteriofago para la descontaminacibn de
ambientes.

3. La materia objeto restante reivindicada se considera actualmente nueva y que involucra in nivel
inventivo, ya que un rango de huésped amplio no seria necesariamente esperado de un fago
particular. La materia objeto de las reivindicaciones 2, 10 y 27 es sin embargo, deficiente bajo
el Art. 5 PCT, porque los micrcorganismos descritos alll no han estado disponibles
publicamente. EIl experto, por lo tanto, no puede repetir los experimentos que conducen al
descubrimiento de un fago per se. Note que la introduccién de informacién adicional
relacionada por ejemplo, con la deposicion de material biolégico hecha bajo las provisiones del
Tratado de Budapest sobre Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos
para los Propésitos de Procedimiento de Patente de Abril 28 de 1997 produciria una deficiencia
bajo R. 70.2{(c) PCT.
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCT/EP2004012585

Box No. | Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on the intemational application in the language in which it was
filed, unless otherwise indicated under this item.

0 This report is based on translations from the original language into the following language ,
which is the language of a translation furnished for the purposes of:

O] international search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the international application (under Rule 12.4)
O intemational preliminary examination (under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elements" of the intemational application, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished to the recaiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as “originally filed" and are not annexad o this report).

Description, Pages
1-20 as originally flled

Claims, Numbers

1-27 as originally filed

Drawings, Sheets

18-383 as originally flled

O a sequence listing andor any related tabls(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. 0 The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages

O the claims, Nos.

0O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (spacify).

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

4. O This raport has been astablished as if {scme of) the amendments annexed to this report and listed bafow
had not been made, since thay have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the

Supplemental Box {Rule 70.2(c)).
[0 the description, pages
O the claims, Nos.
O the drawings, sheetsfigs
O the sequence listing (specify).
O any table(s) related to sequence listing (specify).

+ If item 4 applies, some or all of these sheets may be marked "superseded.”
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International application No.
PCTEP2004012585

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

1. Statement
Novaelty (N} Yes: Claims
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims
industrial applicability (1A) " Yes: Claims
No: Claims

2. Citations and explanations (Rula 70.7):

see separate sheet

14,16,18,20-26
1,11-13,15,17,19

2-10,27
1,11-26

1-27

__Box No. VIl _Certain defects in the international application

The following defects in the form or contents of the intemational application have been noted:

see separate sheet

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No-
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/012585

The examination is being carried out on the following application documents:

Description, pages:

1-20 as originally filed
Claims, No.:
1-27 as originally filed

Drawings, sheets:

1/3-3/3 as originally fited

Regarding Part V, Art. 33(1)-(4) PCT:
1.  The subject-matter of claim 1 is not new over

D1: GRIMONT F ET AL: 'DNA relatedness among bacteriophages of the
morphological group C3' CURRENT MICROBIOLOGY 1981 UNITED
STATES, vol. 6, no. 2, 1981, pages 65-69, XP009027844 or

D2: GRIMONT F ET AL: ‘Characteristics of five bacteriophages of yellow-
pigmented enterobacteria’ CURRENT MICROBIOLOGY 1981 UNITED
STATES, vol. 5, no. 1, 1981, pages 61-66, XP009027826.

Both these references teach iytic phage which are active against Enterobacter
sakazakii.

Moreover, this view also applies to food products of claims 11-13 and 15, since
these isolates were obtained from water, an essential food product, (see D1
Table, top). The same applies with respect to the subject-matter of claims 17 and

Form PCT/Separate Shae/409 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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19 for generic agents which are defined as (suitable) for decontamination of food
products or sanitation of generic factory environments.

The claims above are thus deficient under Art. 33(1)(2) PCT

2. The subject-matter of claims 14,16,18, 20-26 is not considered to involve an
inventive step under Art. 33(1)(3) PCT.

The decontamination of foods such as powdered milk and other areas infected
with Enterobacter sakazakii as well as infections involving the organism is a
commonly known problem, see for example

D3: BREEUWER P ET AL: 'Desiccation and heat tolerance of Enterobacter
sakazakii.' JOURNAL OF APPLIED MICROBIOLOGY, vol. 95, no. 5, 2003, pages
967-973, XP002273937 ISSN: 1364-5072, Discussion, last paragraph. The
technical problem, generally applied is thus considered to be the provision of
means and/or methods for the eradication of Enterobacter sakazakli. This
problem is appreciated in the art, (see D3, abstract and Discussion, last

paragraph).

D4: WO 03 054173 A (NESTLE SA ;BRUESSOW HARALD (CH); BRUTTIN
ANNE (CH); SIDOTI JOSETTE) 3 July 2003 (2003-07-03) has solved this problem
in generic enterobacteria with the use of bacteriophage compositions which are
lytic to a range of bacterial strains, including pathogenic E. coll and Salmonella.
Here reference is made to the claims, summary of the invention on pages 34,
detailed description of the invention pages 6-9, esp. p. 6 lines 11-20 and p. 7,
lines 4-11. Note that the phage concentration recommended is the same as that
specified in claims 18 and 24, (pages 8, lines 19-20).

It is known that phage exist which are lytic towards E. sakazakii from D1 and D2. It
would appear logical for the skilled person to apply the knowledge of D1 and D2 in
the context of decontamination of this species. The skilled person would simply
combine the teaching of D4 with the knowledge from D1 or D2 that it is possible to
select for such phage lytic for Enterobacter sakazakii and their use and arrive at

the subject-matter of the claims.

Form PCT/Separaie Shee/409 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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(SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/012585

This is similarly the case for D5: US-B1-6 322 783 (TAKAHASHI SEISHY) 27
November 2001 (2001-11-27), which also discloses uses of bacteriophage for the
decontamination of environments. )

3. The remaining claimed subject-matter is currently considered to be new and to
involve an inventive step, since:such a broad host range would not nécessarily be
expected from one particular phage. The subject-matter of claims 2, 10, and 27 is
however deficient under Art. 5 PCT, since the microorganisms therein described
have not been made publicly available. The skilled person cannot therefore repeat
the experiments leading to the phage discovery per se. Note that the introduction
of additional information pertaining for example, to the deposition of biological
material made under the provisions of the Budapest Treaty on the Intemational
Recognition of the Deposit of Microorganisms for the Purposes of Patent
Procedure of 28 April 1997 would result in a deficiency under R. 70.2(c) PCT.

Fomn PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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Fagos Aislados Y Su Usc Como Desinfectante En Alimento o Para

La Higienizacién Del Ambiente Industrial.

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a aislados fagos que
tienen una fuerte actividad litica contra cepas de Enterobacter
sakazakii y su uso como agentes antimicrobianos en productos
alimenticios, en particular en formulas infantiles y para la
higienizacién de ambientes industriales. La invencién también
se refiere a composiciones alimenticias Y agentes

antimicrobianos preparacdos a partir de los mismos.



Fagos Aislados Y Su Uso Como Desinfectante En Alimento o Para

La Higienizacién Del Ambiente Industrial.
MEMCORIA DESCRIPTIVA

La presente ianvencién se ré?%ciona con aislad?s de
fagos que poseen una fuerte actividad litica contra cepas de
Enterobacter sakazakii y Bu uso como agente antimicrobianc en
productos alimenticios, en particular en formulas infantiles, y

para la higienizacién de los ambientes industriales.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enterobacterias representan una porcién dominante
de la “flora de recontaminacién” de 1los productos léacteos
preparados a base de leche pasteurizada. La presencia de estos
a menudo indica una higiene inadecuada y/o una construccién
deficiente de los equipos del proceso. Los miembros del género
Enterobacter frecuentemente se encuentran en productos secos

tales como leche en polvo.

Entre las enterobacterias, en especial 1la E.
gakazakii puede provocar serias infecciones especialmente entre
los individuos mas j&venes. Se ha visto implicada en una
extrafia mas bien que severa forma de meningitis neonatal entre
neonatos e infantes, en los cuales como modo de transmisibén se

ha visto involucrada la formula seca-infantil.

C. 65.370 1



La fabricacién aséptica de la f6rmula infantil seca
no es factible debido a que los costos para la produccidn
serian muy elevados. Por lo cual los fabricantes_confian en el
usco de desinfectantes y zonas de trabajo higiénico especificas
durante el proceso para proveer productos seguros. No obstante
un bajo nimero de bacterias puede crecer hasta _cantidades
considerables cuandoc una formula infantil reconstituida no es
consumida répidamente ni es mantenida a temperatura ambiente.
Esto puede transformar al producto en potencialmente peligroso
para el infante que las consume.

En vista de las deficiencias del arte previo, el
problema de 1la presente invencién reside en proveer un
alimento, en particular productos basados en leche, tales como
formulas infantiles, las cuales pueden ser seguras incluso
después del almacenamiz2nto en condiciones que favorecen el
crecimiento de E. sakazakii. También, la invencién pretende
desarrollar un agente seguro gque puede sger utilizado para la
descontaminacién de E. sakazakii en cualquier producto
alimenticio y para la higienizacién de los ambientes de una
industria.

Este problema ha sido resuelto proveyendo
preparaciones de bacteriéfago con un potencial sustancialmente

litico contra E. sakazakii, las cuales son seguras Yy o

tdxicas.

C. 65.370 2
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Es un objetivo de la presente invencidén desarrcllar
aislados de fagos nuevos y con un sustancial potencial litico
fitiles contra E. sakazakii\y'los cuales puedan ser utilizados
solos © en mezcla para prevenir o tratar a los productos
alimenticios y a los ambientes de industrias, de las
contaminaciones provocadas por E. sakazakii, en particular en
las formulas infantiles.

Por ende, otro objetivo de la presente invencidén es
proveer un producto alimenticio que contenga aislados de fago
seleccionados para lisar a E. gakazakii, en particular una
férmula a base de leche, una composicién nutricional, un
producto alimenticio pa#a mascotas, un suplemento dietético, o©
cualquier alimento en riesgo de contaminacién por E. sakazakii.

Es un objetivo adicional de la presente invencién
proveer un agente para la descontaminacidén del producto
alimenticio y la higienizacidén del ambiente de una industria,
el cual comprende una cantidad efectiva de al menos un aislado
de fago o una mezcla de fago tal como se describié
anteriormente.

En otra modalidad la presente invencidén se refiere al
uso de al menos un aislado de fago o mezcla de &1, tal como se
describe anteriormente, para la descontaminacién de los
productos alimenticios v para la higienizacién del ambiente de

una industria o para la preparacién de una composicién dirigida

C. 65.370 3
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a la prevencién o al tratamiento de las infecciones provocadas
por E. sakazakii en humanos o animales.

Incluso es otro objetivo de la presenté invencidn
proveer un método de descontaminacidén de productos alimenticios
o de higienizacién del ambiente de industria el cual comprende
utilizar al menos una preparacién\ de bacteriéfago con un
potencial sustancialmente litico contra E. sakazakii, tal como
se ha descrito antes.

Ademids, la presente invencién se refiere a un método
para seleccionar al aislado de fago con potencial
sustancialmente litico contra E. sakazakii, como se ha descrito
antes.

Una ventaja principal de la presente invencién, es
que provee de un descontaminante que tiene una alta
especificidad para E. sakazakii. Puede prevenir la
contaminacién y el desarrolloc de E. gakazakii en cualquier
producto alimenticio, siendo particularmente Gtil para los
productos a base de leche tales como fdérmulas infantiles.
También puede ser eficiente para el tratamiento o prevencién de
las infecciones provocadas por E. sakazakii en humanos o
animales.

Otra ventaja de la presente invencidn es que provee
un agente el cual ayuda a desinfectar limpiar y descontaminar
las dreas de trabajo o 21 equipo de procesos en las industrias,

asi como los suelos, paredes y similares.

C. 65.370 4
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Otra ventaja de la presente invencidén es que provee
un agente que es ambientalmente seguro y no toxico para los

humanos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Dentro de la siguiente descripcién, el término “FSM-
fago” se refiere a la coleccidn de bacteriéfagos de Food Safety
Microbiology (microbiolcgia segura para alimentos) (Nestlé
Research Centre, Vers-chez-les-Blanc, Lausanne, Switzerland).

De acuerdo a un primer aspecto, un agente para la
descontaminacién de alimento y para la higienizacién del
ambiente industrial, comprende al menos un aislado de fago con
potencial sustancialmente litico contra E. sakazakii.

Los fagos de acuerdo a la presente invencidén pueden
ser obtenidos seleccionando bacteri6fagos candidatos para
aquellos que infectan a las cepas de E. sakazakii utilizando el
ensayo de prueba de spot (Pelezar, M.J., E.C.S. Chan, and N.R.
Krieg. Microbiology concepts and applications, Chapter 16
Viruses; cultivation methods, pathogencity p.436-452, McGraw-
Hill, Inc. New York 1993), © en un cultivo liquido (H.W.
Ackermann and M.S. DuBow. Viruses of Prokaryotes volume 1.
Chapter 6. Description and identification of new phages p.103-
142. CRC Press Inc, Boca Raton, Florida, USA.) . El método para
seleccionar los bacteriéfagos de acuerdo a la presente
invencién se detallan en el ejemplo 1. Preferentemente el

aislado de fago que tiene la capacidad de infectar:

C. 65.370 5

33



34

i) al menos 9 cepas bacterianas de E. sakazakii, del grupo
que consiste de FSM-16; FSM-33; FSM-261; FSM-265; FSM-266;
FSM-269; FSM-270; ¥FSM-271; FSM-272; FSM-273; FSM-274; FSM-
280; FSM-281; FSM-284; FSM-286; FSM-288; FSM-290; FSM-292;
FSM-297; FSM-298; |7SM-300; FSM-303; FSM-305; FS5M-308; FSM-
309; FSM-311; FSM-313; FSM-314; FSM-316; FSM-318; FSM-322;
FSM-323; FSM-1360; FSM-1387-2NL; FSM-MC7; FSM-MC8; FSM-
MC9; FSM-MM10 y FSM-MM11l, en medio sélido vy,

ii) al menos 9 cepas bacterianas de E. sakazakii, del
grupo que consiste de FSM-16; FSM-33; FSM-261; FSM-265;
FSM-266; FSM-269; FSM-270; FSM-271; FSM-272; FSM-273; FSM-
274; FSM-280; FSM-281; FSM-284; FSM-286; FSM-288; FSM-290;
FSM-292; FSM-297; FSM-298; FSM-300; FSM-303; FSM-305; FSM-
308; FSM-30%; FSM-311; FSM-313; FSM-314; FSM-316; FSM-318;
FSM-322; FSM-323; FSM-1360; FSM-1387-2NL; FSM-MC7; FSM-
MC8; FSM-MC9; FSM-MM10 y FSM-MM11l, en medio liquido,

los cuales fueron seleccionados.

En una modalidad preferida los aislados de fago son
FSM-fago 67/33/1, FSM-fago F, FSM-fago 9/261, FSM-fago F/316 y
FSM-fago 73/311/2, FSM-fago 73/261, FSM-fago 33/33/1, FSM-fago
28/145/2 y FSM-fago 10/261/1.

En una modalidad mds preferida loa fagos FSM-
fagol0/261/1, FSM-fago73/261, FSM-fago 33/33/1, FSM-fago
67/33/1, FSM-fago F/316, FSM-fago 9/261, y FSM-fago 73/311/2
juntos con sus correspondientes han sido depositados a modo de

ejemplo en el Instituto Pasteur, 28 rue du docteur Roux, F-

C. 65.370 6
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75024 Paris CEDES 15, FRANCE, el 14 de noviembre de 2003, bajo
el nimero de deposito CNMC-I3127, CNMC I-3128, CNCM I-3129,
CNCM I-3130, CNCMI-3131, CNCMI-3132 Y CNCMI-3133,
regpectivamente.

De manera ventajosa, los fagos depositados son
capaces de lisar al menos el 80% de la bacteria E. sakazakii de
la coleccién de Nestlé Research Centre collection compuesta de
39 cepas. Esta coleccidén es representativa para E. sakazakii la
cual puede ser encontrada en los productos alimenticios, en
particular en las formulas infantiles. Con el material de fago
de acuerdo a la presente invencién, se puede obtener una
cobertura de alrededor del 97% utilizando una mezcla de fago de
al menos 2 fagos. Preferentemente comeo los fagos no son capaces
de reconocer a las bacterias no relacionadas tales como a las
bacterias Gram negativas &cido lacticas.

Por lo cual, de acuerdo a un aspecto adic;onal la
presente invencién se refiere al uso de al menos un aislado de
fago como se ha descrito antes, en cualquier producto
alimenticic o suplemento nutricional, para prevenir la
contaminacién por E. sakazakii. Ejemplos de productos de
alimentos o productos farmacéuticos son 1leche, yogurt,
requesdn, queso, leches fermentadas, productos a base de leche
fermentada, helados, prcductos en base a cereal fermentado,
leche en polvo, férmulas o tabletas infantiles, suspensiones

liquidas, suplementoc oral seco, suplemento oral himedo,

C. 65.370 7



alimentacién seca por tubo. Los métodos parZ preparar estos son
de conocimiento comin.

La composicién de acuerdo a la presente invencidén
también puede comprender a los excipientes comunes, en
particular edulcorantes, agentes del sabor o preservantes.
Ademds puede comprender un prebiético y/o un microorganismo
probidtico. Las composiciones de 1la invencién pueden ser
formuladas de acuerdo a cualquiera técnica de un niGmero de
técnicas que son bien conocidas en este arte.

En otra modalidad, se prepara una composicidn
alimenticia que contiene al menos un aislado de fago de acuerdo
a la presente invencién. Esta composicién puede ser una formula
completa nutricional, una fé6rmula infantil, un producto lacteo,
una bebida congelada o estable al almacenamiento, agua, una
sopa un suplemento dietético, un reemplazc de alimento, una
barra nutricional o un confite nutricional. En una modalidad
més preferida, los fagos pueden ser adicionados a una formula
infantil en polvo.

En otra modalidad, un producto alimenticio comin
puede ser enriquecido c¢on al menos un aislado de fago de
acuerdo a la presente invencién. Por ejemplo, wuna leche
fermentada, un yogurt, un quesc fresco, una leche cuajada, un
articulo de confiteria, por ejemplo una bebida dulce o
edulcorada, una barra de confiteria, hojuelas de cereales o

barras para el desayuno, bebidas, leche en polvo, productos

C. €5.370 8
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basados en soya, productos fermentados no lédcteos o suplementos
nutricionales para la nutricién clinica.

Una vez que un aislado de fago ha sido seleccionado
de acuerdo a la presente invencién, dicho aislado de fago puede
ser incluido solo o en una mezcla de fago, dentro de un
producto tal como se mencionaba antes en una cantidad de al
menos 10 pfu (unidad formadora de placas)/ml o gramo
(dependiendo de si los fagos son adicionados en estado seco o
en estado liquido), y mée preferentemente desde alrededor 10f
hasta alrededor de 10! pfu/ml o gramo. El aislado de fago puede
ser preparado mediante secado por aspersidn, liofilizado, o en
un envase de muestra liquida que utiliza al producto como
material de soporte, por ejemploc leche en polvo para formula
infantil. También puede ser utilizado comc un suplemento para
ser mezclado con el procucto antes de sgervir, como un envase
adicional (por ejemplo un sachet).

También, la aplicacidén de los fagos de acuerdo a la
presente invencidén o la aspersién u otra forma de aplicar los
fagos a un ambiente industrial, se realiza con el objetivo de
inhibir el crecimiento de las Dbacterias blanco. Tales
composiciones pueden ser preparadas de acuerdo a métodos
convencionales. Para esta solicitud, la cantidad de fagos
preferentemente es al menos alrededor de 10° pfu (unidad
formadora de placas)/ml o gramo, y mis preferentemente desde

10° hasta alrededor de 10 pfu/ml o gramo.
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Se entregan los siguientes ejemplos solamente a modo
de ilustracidén y de ningin modo deberian ser considerados como
limitando la materia de la presente invencién. Los ejemplos son
precedidos por una breve descripcidén de las figuras.

Figura 1 corresponde a un diagrama que representa el
crecimiento de la mezcla de cepa E. sgakazakii (FSMCCi#l145, 286,
290, 305, 1987/2NL) en caldo BHI inoculado con 10° pfu/ml en
mezcla de fago (FSMCé-fago #67/33/1, F/316, 9/261, 73/311/2}
(o) o sin mezcla de fago ( ).

Figura 2 corresponde a un diagrama gque representa el
crecimiento de la mezcla de cepa E. sakazakii (FSMCC#145, 286,
290, 305, 1987/2NL) en formulas infantiles reconstituidas con
10° pfu/ml en mezcla de fago (FSMCC-fago #67/33/1, F/31s,
9/261, 73/311/2) (e) o sin mezcla de fago ( ).

Figura 3 corresponde a un diagrama gue representa el
crecimiento de la mezcla de cepa E. sakazakii (FSMCC#l1l45, 286,
290, 305, 1987/2NL) sobre la superficie de discos de acero

inoxidable tratados con 10° pfu/ml en 1la mezcla de fago
(FSMCC-fago #67/33/1, F/316, 9/261, 73/311/2) (o) o sin mezcla

de fago ().

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Seleccidén de los fagos de acuerdo a la
invencién

Una coleccién de 114 aislados de fagos que se

originaron a partir de la coleccién de bacteriéfago de Nestlé

C. 65.370 10



Food Safety Microbiologyy,
sakazakii que provenian de la coleccién de cultivos de Food

Safety Microbiology (FSMCC). Las cepas se enumeran en la tabla

1 y 2, respectivamente,

Origen FSMCC
Mo.
1 Ambiente 9/145/1
industrial

2 " 9/145/2
3 w 9/145/3
4 w 9/145/4
5 b 9/145/5
6 " 9/261

7 " 9/261/2
8 " 10/145/1
9 " 10/145/2
10 " 10/145/3
11 » 10/145/4
12 w 10/261/1
13 " 10/261/2
14 w 10/261/3
15 " 10/251/4
16 w 10/251/5

C. 65.370

11

se probaron contra 39 cepas de E.

Origen FSMCC
No.
58 Aguas 64/33/2
contaminadas
(lodo primario}
59 64/311
60 Aguas 66/311/1
contaminadas
(desaglie del
canal al lago)
61 " 66/311/2
62 " 67/33/1
63 " 67/33/2
64 " 67/300/1
65 " 67/300/2
66 " 67/311/1
67 " 67/311/2
68 Aguas 61/MC9/1
contaminadas
(l1legada del
agua antes de
la filtracién
en arena)
69 » 61/MC9/2
70 u 61/MC9/3
71 Aguas 64/MC9/1
contaminadas
(lodo primario)
72 " 64/MC9/2
73 Aguas 66/MC9/1
contaminadas

(desaglie del
canal al lago)

39



17 Agua de 16/145
desecho
18 Ambiente 22/145/1
industrial

19 » 22/145/2
20 » 22/145/3
21 w 22/145/4
22 " 22/145/4
23 » 2:/16

24 W 23/145/1
25 w 23/145/2
26 w 23/145/3
27 w 23/145/4
28 " 23/145/5
29 w 23/1387
30 w 28/16

31 " 28/145/1
32 w 28/145/2
33 w 33/33/1
34 w 33/33/2
35 n 33/33/3
36 " 33/33/4
37 » 33/33/5
38 " 46/M29/1
39 " 46/MC9/2
40 " 58/MC29/1
41 " 58/MC9/2
42 " 58/MC9/3
43 Aguas 61/33/5

. 65.

370
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74 " 66/MCS/2
75 " 67/MC3/1
76 " 67MC9/2
77 Aguas 73/33/1
contaminadas
(ingreso de
agua)
78 » 73/33/2
79 " 73/261/1
80 w 73/261/2
81 ® 73/300/1
82 w 73/300/2
83 " 73/311/1
84 " 73/311/2
85 w 73/MC8/1
86 w 73/MC9/2
87 Aguas 74/MC9/1
contaminadas
(salida de
agua)
88 w 74/MC9/2
89 Aguas 75/311/1
contaminadas
(agua
biolégica)
920 » 75/311/2
91 " 75/MC9/1
92 » 75/MC9/2
93 Aguas 76/33/1
contaminadas
(entrada de
agua)
954 b 76/33/2
95 » 76/311/1
96 b 76/311/2
97 » 76/311/3
98 b 76/311/4
99 » 76/311/5
100 " 76/MC9/1




contaminadas
44 w 61/33/6 101 " 76/MC9/2
45 » 61/33/7 102 Aguas 77/33/1
contaminadas
(salida de
agua)
46 w 61/33/8 103 - 77/33/2
47 w 61/300 104 w 77/311/1
48 " 61/300/1 105 w 77/311/2
49 w 61/300/2 106 w 77/MC9/1
50 w 61/311/1 107 » 77/MC9/2
51 " 61/311/2 108 Aguas 78/33/1
contaminadas
{agua
bioldgica)
52 w 61/311/3 109 w 78/33/2
53 " 61/311/4 110 " 78/311/1
54 " 61/311/5 111 " 78/311/2
BE5 " 62/300/1 112 b 78/MC9/1
56 " 62/300/2 113 b 78/MC9/2
57 Aguas 64/33/1 114 Ambiente F/316
contaminadas industrial
(lodo
primario)
Tabla 1: Aislados de fagos investigados
Cédigo Origen Cédigo Origen
de FSM de FSM
Mal- Producto 300 Ambiente de
16(16) terminado: industria lechera
cereales
261 Férmula infantil 303 Ambiente de
industria lechera
265 Munich 305 Ambiente de
University industria lechera
266 Desconocido 308 Ambiente de
industria lechera
. 65.370 13
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269 Desconozido 309 Ambiente de
industria lechera
270 Ambiente de 311 Ambiente de
industria industria lechera
lechera
271 Ambiente de 313 Ambiente de
industiria industria lechera
lechera
272 Ambiente de 314 Ambiente de
industria industria lechera
lechera
273 Ambiente de 316 Ambiente de
industria industria lechera
lechera
274 Ambiente de 318 Ambiente de
industria industria lechera
lechera
280 Ambiente de 322 Ambiente de
industria industria lechera
lechera
281 Ambiente de 323 Ambiente de
industria industria lechera
lechera
284 Ambiente de 1360 Ambiente de
industria industria lechera
lechera
286 Ambiente de 1387~ Ambiente de
industria 2NL industria lechera
lechera
288 Ambiente de MC7 Wageningen
industria University
&
lechera
290 Ambiernte .de mMCs8 Wageningen
industria University
lechera
292 Ambiente de MC9 Wageningen
industr:a University
lechera
297 Ambiente de MM10 Wageningen
industria ’ University

C. 65.370
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lechera

298

Ambiente de
industria
lechera

MM11

Wageningen
University

Tabla 2: Cepas de Enterobacter sakazakii

Muestreo en medio sdlido

Aislamiento de placas y amplificacién de fago

Muesgtreo

Se

toman muestras

de

aguas contaminadas

(aproximadamente 50 ml) para la investigacién de bacteridfagos.

Se deben medir el pH de cada muestra utilizando tiras de papel

pH (si el pH es inferior a 5, ajustar a 7 con NaCH 1N).

Las muestras

etapas:

luego son sometidas a las siguientes

1l.- Centrifugacién por 10 minutos a 2.500 g ( para eliminar

los residuos importantes)

2.- Filtracidén del sobrenadante utilizando un filtro de 0,20

pm (para eliminar las bacterias)

3.- Realizar 1los ensayos tal

como

sigue © mantener las

muestras a 4°C por 1 o 2 dias miximo.

Para

el aislamiento

de

los Dbacteriéfagos, las

muestras pretratadas antes han sido probadas en paralelec con ‘

gin pre-amplificacién.

Una vez que la presencia de fago es

detectada, estas son amplificadas y almacenadas.

Aniligis sin pre-amplificacién

C. 65.370
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Etapa 1: Preparacién del cultivo bacteriano:

Se prepara un cultivo de E. sakazakii que se deja en
crecimiento durante la noche a 30°C, en una infusién cerebro
coraz6én (BHI, Oxoid CM225}), y luego se transfiere 0,5 ml de

este cultivo a 4 ml de BHI fresco y se incuba durante 1 hora a

40°C.

Etapa 2: Adicién de las muestras de bacterias:

Se agrega 10¢ pul de cultivo de E. sakazakii
(preparado como antes se indico) + 100 pl de la muestra tratado
para gser ensayada, en tubo que contiene 3 ml de agar blando BHI

{(caldo BHI + 0,6% de agar) mantenido a 45 t 1°C.

Etapa 3: Inoculacién de las placas de Petri:

Se mezcla el contenido del tubo en un Vortex (12
segundog) . Luego, se vierte el contenido completo del tubo
sobre la superficie de una placa de Petri que contiene una

delgada capa de agar BHI y se deja solidificar en el mesén. Se

encuba las placas invertidas durante la noche a 30°C.
Etapa 4: Interpretaciédn de resultados:

Se nota la presencia o ausencia de placas de lisis en

cada placa de Petri.

C. 65.370 16
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Etapa 5: Controles

Se prepara un control positivo (cepa E. sakazakii No.
261 + fago activo contra esta cepa a una concentracién de 2-3
log pfu/ml): Se aplica en las etapas 1 a 4.

Se prepara un control negativo sin adicidén de fago:
se aplica en las etapas de 1 a 4 sin agregar el fago o la

muestra a ser probada.

Andlisis con pre-amplificacién:

Etapa 1- Dia 1: Preparacidén del cultivo bacteriano:

Se prepara un cultivo de E. gakazakii que se deja en
crecimiento durante la noche a 30°C, en una infusién cerebro
corazdén (BHI, Oxoid CM225), y luego se transfiere 0,5 ml de

este cultivo a 4 ml de BHI fresco y se incuba durante 1 hora a

40°C.

Etapa 2: Dia 1: Amplificacién del fago en la muestra

En un tubo que contiene 4 ml de caldo de BHI, se
agrega 100 pl del cultivo de E. sakazakii (preparado como se
indico en la etapa 1)+1 ml de muestra tratada para ser ensayada

y se incuban de 3 a 5 horas a 30°C bajo agitacién a 150-200

rpm. Se deja reposar durante la noche en el mesdn.

Etapa 3: Dia 2: Centrifugacién de 10 minutos a 2.500

rpm.

C. 65.370 17
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Etapa 4 -Dia 2: Preparacién del cultivo bacteriano:

Se prepara un cultivo de E. sakazakii gque ha sido
crecido durante la noche a 30°C, en infusidén cerebro corazén
(BHI, Oxoid CM225), lueco 0,5 ml de este cultivo se transfiere

a 4 ml de BHI fresco y se incuba 1 hora a 40°C.

Etapa 5- Dia 2: Adicién de las muestras a las
bacterias

Agregar 100 pl de cultivo de E. sakazakii (preparado

comc antes se indico} + 100 pl de la muestra obtenida de la
etapa 3, en tubo que contiene 3 ml de agar blando BHI ({caldo

BHI + 0,6% de agar) mantenido a 45 + 1°C.

Etapa 6- Dia 2: Inoculacién de las placas de Petri:

Se mezcla el contenido del tubo en un Vortex (2
segundos). Luego, se vierte el contenido completo del tubo
sobre la superficie de una placa de Petri que contiene una
delgada capa de agar BHI y se deja solidificar en el mesén. Se

encuba las placas invertidas durante la noche a 30°C.

Etapa 7- Dia 3: Interpretacidén de los resultados:
Se nota la presencia o ausencia de placas de lisis en
cada placa de Petri.

Cuando se detecta la presencia del fago, estos se

amplifican y sin almacenados.
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Amplificacidén de una placa de lisis
Etapa 1: Preparacién del cultivo bacteriano:

Se prepara un cultivo de E. sakazakii que ha crecido
durante la noche a 30°C, en una infusién cerebro corazdén (BHI,
Oxoid CM225), luego 0,5 ml de este cultivo se transfiere a 4 ml

de BHI fresco y se incuba 1 hora a 40°C.

Etapa 2: Amplificacién del pfu:

En un tubo que contiene 4 ml de caldo de BHI, se
agrega 100 pl desde el cultivo de E. sakazakii (preparado como
se indico en la etapa 1) + 1. pfu aislado ({(cortado desde el
agar) y luego se incuba por un periodo de 3 a 5 horas a 30°C
bajo agitacién a  150-200 rpm. Los tubos se dejan permanecer

durante la noche sobre el mesdn.

Etapa 3: Centrifugacién de 10 minutos a 2.500 rpm.

Etapa 4: Filtracidén del sobrenadante utilizando un

filtro de 0,20 um (para eliminar las bacterias)

Enumeracidén de los fagos
Etapa 5: Preparacién del cultivo bacteriano

Se prepara un cultivo de E. sakazakii que ha crecido
durante la noche a 30°C, en una infusién cerebro corazédn (BHI,
Oxoid CM225), luego 0,5 ml de este cultivo se transfiere a 4 ml

de BHI fresco y se incuba 1 hora a 40°C.
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Etapa 6: Adicidn de los fagos a las bacterias:
Se adiciona en un tubo que contiene 3 ml de agar
blando BHI (caldo BHI + 0,6% de agar) mantenido a 45 * 1°C, 100

ul de cultivo de E. sakazakii (preparado como antes se indico)

+ 100 pl de una muestra diluida de manera seriada, la cual es

obtenida de la etapa 4.

Etapa 7: Inoculacién de las placas de Petri:

Se mezcla el contenido de un tubo con Vortex (+ 2
segundog) y se vierte el contiendo total de tubo sobre la
superficie de una placa de Petri que contiene una delgada capa
de agar BHI. Luego, se deja solidificar sobre el mesén y se

incuban las placas invertidas durante la noche a 30°C.

Etapa 8: Interpretacién de los resultados:
Se enumeran 1las placas de 1lisis de cada placa de

Petri

Almacenamiento después de la amplificacidn

Etapa 1: La preparacién de las alicuotas:

Se distribuye en crio-tubos, un volumen de
aproximadamente 1,5 ml de la solucién de fago amplificada y
filtrada (obtenida de la etapa 4 del parrafo de “amplificacién

de una placa de lisig”).

C. 65.370 20



uq

Etapa 2: Adicién de glicerol:
A cada tubo se agrega 15% de glicerol estéril y se

mezcla ripidamente utilizando un Vortex.

Etapa 3: Congelamiento répido de 1los tubos en

nitrégeno liguido.

Etapa 4: Almacenamiento de los tubos en un congelador

a -20°C

Andlisis en medio liguido
Etapa 1, Dia 0: Preparacidén del cultivo bacteriano:
Se prepara un cultivo de E. sakazakii que ha sido

crecido durante la noche2 a 30°C en infusibén cerebro corazdén

(BHI, Oxoid CM225).

Etapa 2: Dia 1: Preparacidn del cultivo bacteriano:

Se transfiere 0,1 ml de este cultivo en 4 ml de BHI
fresco y se incuba 6 horas a 40°C (fase de crecimiento
estacionario de las células). Se diluyen las células hasta 3

log cfu/ml en sal Triptona (TS, Oxoid L42).
Etapa 3: Dia 1: Ensayo en microplaca de titulacidn

Se investiga la efectividad de los fagos contra E.

sakazakii en un ensayo en microplaca de titulacidén. Cada placa

C. 65.370 21



se carga con cada uno de los microorganismos de ensayo como
sigue:

Pocillos externos, 200 ul de BHI ( control blanco),
otros pocillos, 20 pl de E. sakazakii preparado en la etapa 2.
Se almacenan durante la noche estas microplacas de titulacién a

4°C.

Etapa 4: Dia 2: Ensayo de microplaca de titulacién
Se deja las microplacas de titulacién en el
refrigerador. Se agregan en los pocillos de control negativo,

180 pl de BHI y en los pocillos de ensayo, 160 pl de BHI més

20 pl de suspensién de= fago (concentracién final de 8 log
pfu/ml). Se lee la densidad &ptica a 620 nm (tiempo cero) en
la microplaca de titulacién, utilizando un lector de microplaca
multiescan MCC340. Luego las placas son incubadas a 37°C en
ambiente de aire y se lee la ODgzonm después de 6 horas 30

minutos y 8 horas y 30 minutos de incubacién.

Etapa 5: Dia 3: Ensayo de microplaca de titulacidn
Después de la :ultima lectura, las placas se dejan a
temperatura ambiente por un periodo total de 24 horas. Después

de lo cual se lee finalmente una vez la ODgagmm-

RESULTADOS

Siguiendo al ensayo en medio sblido, son

gseleccionados los aislados de fagos que son activos contra al
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menos 9 de las 39 cepas de E. sakazakii selecciocnadas del
grupo: FSM-16; 33; 261; 265;266; 269; 270; 271; 272; 273; 274;
280; 281; 284; 286; 28&; 290; 292; 297; 2958; 300; 303; 305;
308; 309; 311, 313; 314; 316; 318; 322; 323; 1360; 1387/2NL;
MC7; MC8; MC9; MM10 y MM1. Por lo cual, los 11 aislados de fago
(incluyendo los fagos FSM-fago 67/33/1, FsSM-fago F/316, FSM-
fago 9/261, y FSM-fago 73/311/2) se representan en la tabla 3.
Algunos aislados de fagos probaron ser eficiente contra al

menos 20 de las 39 cepas bacterianas.

NGmero de Bacteriéfago (FSM-fago)
2182 (8 |39 ]8 |82 (398 |ax|az|as
m e o T, N . | i1 B . . e |
. ™ . o] ™M o o~ 1) 3] ~ m
fr, -~ [y} (3] N | o~ ™~ (341 \D ™~
“ Hie 2 2 2 2 2 2 2 0 0 0
33 2 0 2 2 0 0 0 Y] 2 2 2
261 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0
265 2 2 2 2 0 0
266 2 2 2 2 2 0
269 2 2 2 0 0 0
270 2 0 2 0 2 0
271 2 2 2 2 0 0
272 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 V]
273 2 2 2 2 0 o
274 2 2 2 0 0 2 0 0 0 2 2
280 2 2 2 2 0 0
281 2 2 2 2 0 ¢
284 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0
286 2 2 2 2| 2 2| 2 2 2 0 0
288 2 2 2 0 0 0
290 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0
292 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0
297 2 2 2 0 0 0
298 2 0 0| 0 0] O 0 2 0 0
300 2 2 0 0 0 0 0 0 0 2 2
303 2 2 2 2 2 0 2 2 2 0 0
305 2 2 2 2 2 2 2 2 0 0 0
3408 2 ? 2 2
309 2 2 0 0 0 0 0 0 2 2
311 2 2 2 0 0 0 0 0 0 2 2
313 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0 o
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2

314
31s
318
322
323

1360

1387/2NL

MC7
MC8
MC9

MM10

MM11l

Seleccidn de los fagos de acuerdo a los resultados

Tabla 3:

obtenidos en medio sélido.

activo.

2

0 no activo;

Leyenda:

liquido para

en medio

fagos fueron probados

Dichos

seleccionar los aisladoe de fago para la presente invencién.

Los resultados se presentan en la Tabla 4.

Nimero de BacteriSfago (FSM-fago)

£
/spr/2E

91/82

9T/€2

T
/T9¢/€EL

z
/sv1/8C

(4
/TTE/EL

T/ee/E€

19z/8

9TE/4d

0

0

3]

o

N

N

N

N

T
/T9Z/01

T/EE/LY

33

261
265
266
269
270
271
272
273
274
280
281
284
286
288
290
292
297
298

<16

24
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300 0 2 2 2 2 2 0 2 0 0 0
303 2 2 0 0 2 0 2 2 2 0 0
305 2 2 2 2 0 2 0 0 0 0 0
308 2 2 ? ? 0 2 0 0 0 0 0
309 2 2 ? ? 0 2 0 0 0 0 )
311 2 2 0 0 0 2 0 0 0 2 0
313 2 2 2 2 2 2 0 0 0 0 0
314 0 ? 2 2 ? 0 2 0 0 0 0
3le 0 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0
318 2 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0
322 2 2 2 2 2 0 0 0 o 0 0
323 2 2 2 2 2 0 0 0 0 0 0
1360 0 0 2 2 2 0 0 2 0 0 0
1387/2NL | 2 2 2 2 2 2 2 0 2 2 0
MC7 2 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0
MC8 2 2 0 0 0 2 0 0 0 0 0
MC9 2 2 0 0 0 2 2 0 0 0 0
MM10 2 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0
MM11 2 2 2 2 2 2 0 0 0 2 0

Tabla 4: Seleccidén de los fagos de acuerdo a los
resultados obtenidos en el medio liquido.

Leyenda: 0 no activo; 2 activo

Como se puede deducir a partir de la tabla 4,
algunos aislados de fagos reconocen mas del 80% de las 39 cepas
de E. sakazakii. Sin embargo otros aislados no reconocen ni el
10%¥ de las cepas ensayadas. Los aislados de fago son ademés
activos en medio liquide contra al menos 9 de las 39 cepas
seleccionadas de E. sakazakii desde el grupo formadec por:

FSM-16; FSM-33: FSM-261; FSM-265; FSM-266; FSM-269;
FSM-270; FSM-271; FSM-2723; FSM-273; FSM-274; FSM-280; FSM-281;
FSM-284; FSM-286; FSM-288; FSM-290; FSM-292; FSM-297; FSM-258;
FSM-300; FSM-303; FSM-305; FSM-308; FSM-309; FSM-311; FSM-313;
FSM-314; FSM-316; FSM-3.8; FSM-322; FSM-323; FSM-1360; FSM-

1387-2NL; FSM-MC7; FSM-MC8; FSM-MC9; FSM-MM10 y FSM-MMll, se
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seleccionan los aislados fagos que pueden ser utilizados en la
presente invencidén. Preferentemente, los siguientes 8 aislados
de fago FSM-fago 67/33/1 (CNCM I-3130), FSM-fago F/316 (CNCM I-
3131), FSM-fago 9/261 (CNCM I-3128), FSM 33/33/1, (CNCM I-3129)
FSM-fago 28/145/2, FSM-fago 10/261/1 (CNCM I-3127).

Se apreciara que un experto en el arte podria
examinar bien y seleccionar de buena forma otros aislados de
fago de acuerdo a la presente invencidn, sometiendo estos a
ensayos de andlisis en medios de sélidos y liquidos tal como se

detallo anteriormente.

Ejemplo 2: Evaluacidén de la eficiencia de la mezcla
de bacteriéfago contra una mezcla de diversas cepas de
Enterobacter sakazakii en BHI y en formula infantil

reconstituida (RIF)

Para poder evaluar la eficiencia de la mezcla de fago
contra la mezcla de E. sakazakii, se realizo el siguiente

experimento.

Se utiliz® una mezcla de E. sakazakii FSM-145, 286,
290, 305 y 1387/2NL tal como se ha descrito en el ejemplo 1 y
en P. Breeuwer et al., 2003, Journal of Applied Microbioclogy

95; 967-973. E1 cultive individual durante la noche (18 horas
a 30°C) de estas cepas, se diluyd 1:1 en BHI fresco y se incubo
durante 2 horas a 30°C. Se realizd una mezcla de estas cepas
mezclando cantidades iguales de cada reserva. Luego, el caldo

BHI o RIF se inoculo con 100 pl de la mezcla de E. sakazakii
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(preparado como ge desc¢ribid anteriormente) de modo que la
concentracién final es de alrededor de 10 cfu/ml.

Fueron ensayadas las mezclas del aislado de fago que
contenian FSM-fago 67/33/1 (CNCM I-3130), FSM-fago F/316 (CNCM
I1-3131), FSM-fago 9/261 (CNCM I 3132) y FSM-fago 73/311/2 (CNCM
I-3133). Para esto, se agrego una cantidad variable de cada
fago a los tubos que contenian 1la mezcla dé E. vakazakii para
alcanzar una concentracién final de alrededor de 8 log pfu/ml.

También se incluyo un control negativo sin adicidén de fago (BHI
o RIF 9,9 ml + mezcla de E. sakazakii 100 ul).

Se incubo todos los inoculados a 30°C y las muestras
fueron tomadas a diversos intervalos de tiempo: 0-2-4-6 horas.
Para cada muestra, el nimero de bacterias presentes en el medio

fue determinado por el método estdndar de conteo de placa.

Resultados:

Los resultados son presentados en las figuras 1 y 2.
Estas figuras muestran que una mezcla bacteriana crecerd hasta
un numero elevado en ausencia de la mezcla de fago mientras que
no se registro crecimiento en presencia de la mezcla de fago
por un periodo minimo de 6 horas y de hasta 24 horas.

En conclusidén, estos experimentos demuestran gue
agregando la preparacién de bacteridéfagos de acuerdo a la
presente invencidén contra E. sakazakii, a formulas infantiles
reconstituidas (RIF) podria prevenir el crecimiento de BE.

sakazakii por al menos 6 aoras.
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Ejemplo 3: Efecto de la preparacidén de bacteridfago
para la higienizacién ambiental.

Para poder evaluar la mezcla en la eficiencia de la
mezcla de fago en superficies artificialmente contaminadas por

una mezcla de cepa de =&. sakazakii, se realiz6 el siguiente

experimento.

Etapa 1: Preparacidén de las células bacterianas
Se utilizd una mezcla de las cepas de E. sakazakii
(FSM-145, 286, 290, 205 y 1387/2NL (véase ejemplo 1 y 2)). El

cultivoe individual de estas cepas (18 horas a 30°C) se

centrifugo a 3.000 rpm por 10 minutos a 4°C. El concentrado
celular se cosecho y se diluyo en BHI hasta alcanzar una
concentracién celular de alrededor de 8 log cfu/ml. Una mezcla
de estas cepas se realizo mezclando cantidades iguales de cada

reserva.

Etapa 2: Adhesisn

Se sumerge un disco de acero inoxidable de 1 cm’ en
una sclucién bacteriana preparada como se describié en la etapa
1. Se le permitid permanecer a temperatura ambiente bajo

agitacién suave por una hora.
Etapa 3: Lavado y secado

Para retirar las células no adheridas, los discos de

acerc inoxidable se retiraron y se lavaron 3 veces en solucién
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tampén fosfato (PBS: pH 7,0 Merck). El exceso de liquido se
absorbié con papel Watman, luego los discos se secaron durante
30 minutos bajo flujo laminar. Para determinar el nivel de

células adheridas, se aplico la etapa 6 a algunos discos.

Etapa 4: Adicidn de la mezcla de fago

La mitad de 1los discos de acerc inoxidables se
sumergieron en una solucidén de mezcla de fago de 8 log pfu/ml
que contenia los siguientes fagos FSM-fago 67/33/1 (CNCM I-
3130), FSM-fago F/316 (CNCM I-3131), FSM-fago 9/261 (CNCM I
3132) y FSM-fago 73/311/2 (CNCM I-3133). Se dejo el envase a
temperatura ambiente bajo agitacién suave durante €& horas. Se
retiro algunos discos a diversos intervalos para la enumeracién
de la bacteria. En paralelo, se realizaron controles sin fago

agregado.

Etapa 5: Lavado
A intervalos definidos algunos discos se retiraron,
gse lavaron 3 veces en PBS estéril y se secaron rapidamente

sobre un papel absorbente estéril.

Etapa 6: Liberacién celular y enumeracidn

Después de la etapa 5, se coloco cada disco en tubos
que contenian 9 ml de TS. Los tubos se colocaron en un bafio de
sonicacién (lleno con una mezcla de agua y hielco) durante un

minuto a 50 KHz después de lo cual los tubos se agitaron por
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10 segundos utilizando un Vortex. Se realiz6 la enumeracién

celular utilizando un método de plaquec esténdar.

Resultados:

Los resultados se presentan en la figura 3 la cual
demuestra que la bacteria E. sakazakii en la mezcla de las
cepas (FSMCC#145, 286, 290, 305 1987/2NL) no puede volver a ser
recuperada a partir de la superficie de 1los discos de acero
inoxidable tratados con 10° pfu/ml de fage en la mezcla de fago
( FSMCC-fago # 67/33/1, F/316, $/261, 73/311/2), mientras gque
sin las mezclas de fago las bacterias se mantuvieron viables y
pudieron crecer levemente.

En conclusién, el tratamiento de la superficie de
acero inoxidable con al menos 10° fagos por ml resulta en la

degtruccidn de las bacterias E. sakazakii.
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REIVINDICACIONES

1.- Un aislado de fago CARACTERIZADO porque

sustancialmente es un litico potencial contra E. sakazakii.

2.- Un aislado de fago de acuerdo a la reivindicacién

1, CARACTERIZADO porque tiene la capacidad de infectar:

i) al menos 9 cepas bacterianas de E. sakazakii del grupo

que consiste de FSM-16; FSM-33; FSM-261; FSM-265; FSM-266;

FSM-269; FSM-270; FSM-271; FSM-272; FSM-273; FSM-274;

FSM-

280; FSM-281; FSM-2£&4; FSM-286; FSM-288; FSM-290; FSM-292;

FSM-297; FSM-298; FSM-300; FSM-303; FSM-305; FSM-308;

FSM-

309; FSM-311; FSM-313; FSM-314; FSM-316; FSM-318; FSM-322;

FSM-323; FSM-1360; FSM-1387-2NL; FSM-MC7; FSM-MC8;

FSM-

MCS; FSM-MM10 y FSM-MM1l, en un medio de ensayoc sdélido

utilizando el ensayo de prueba spot y

ii) al menos 9 cepas bacterianas de E. sakazakii del grupo

que consiste de FSM-16; FSM-33; FSM-261; FSM-265; FSM-266;

FSM-269; FSM-270; FSM-271; FSM-272; FSM-273; FSM-274;

FSM-

280; FSM-281; FSM-284; FSM-286; FSM-288; FSM-250; FSM-292;

FSM-297; FSM-298; FSM-300; FSM-303; FSM-305; FSM-308;

FSM-

309; FSM-311; FSM-313; FSM-314; FSM-316; FSM-318; FSM-322;
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FSM-323; FSM-1360;

FSM-1387-2NL;

FSM-MC7; FSM-MC8; FSM-

MC9; FSM-MM10 y FSM-MM11l, en medio liguido.

3.- Un aislado de fago

-

1 6 2, CARACTERIZADC porgque es

CNCM I-3127.

4.- Un aislado de fago

1 &6 2, CARACTERIZADO porgque es

CNCM I-3128.

5.- Un aislado de fago

1 & 2, CARACTERIZADO porgque es

CNCM I-3129.

6.- Un aislado de fago
2, CARACTERIZADO porgue es

CNCM I-3130.
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7.- Un aislado de fago de acuerdo a la reivindicacién

1 & 2, CARACTERIZADO porque es depositade bajo la referencia

CNCM I-3131.

8.- Un aislado de fago de acuerdo a la reivindicacién
1 & 2, CARACTERIZADO porque es depositado bajo la referencia

CNCM I-3132.

9.- Un aislado de fago de acuerdo a la reivindicacién
1 & 2, CARACTERIZADO porque es depositade bajo la referencia

CNCM I-3133.

10.- Una mezcla de fégo, gque contiene al menos un
fago aislado de acuerdo a alguna de las reivindicaciones 1 a 9,
CARACTERIZADA porgque infecta al menos el 80% de las cepas de
E. sakazakii del grupo que consiste de:
FSM-16; FSM-33; FSM-261; FSM-265; FSM-266; FSM-269; FSM-270;
FSM-271; FSM-272; FSM-273; FSM-274; FSM-280; FSM-281; FSM-284;
FSM-286; FSM-288; FSM-290; FSM-292; FSM-297; FSM-298; FSM-300;
FSM-303; FSM-305; FSM-308; FSM-309; FSM-311; FSM-313; FSM-314;
FSM-316; FSM-318; FSM-322; FSM-323; FSM-1360; FSM-1387-2NL;

FSM-MC7; FSM-MC8; FSM-MC9; FSM-MM10 y FSM-MM11.
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11.- Un producto alimenticio, CARACTERIZADO porgque
contiene al menos un aislado de fago o una mezcla de fago con

un sustancial potencial litico contra E. sakazakii.

12.- Un producto alimenticioc de acuerdo a 1la
reivindicacién 11, CARACTERIZADO porque el aislado de fago o

mezcla de fago es de acuerdo a las reivindicaciones 1 a 10.

13.- Un producto alimenticio de acuerdo a la
reivindicacién 11 6 12, CARACTERIZADO porque esta en la forma
de un producto basado en leche, una composgicidén nutricional, un

alimento para mascotas, un suplemento dietético, o cualquier

alimento en riesgoc en contaminacién por E. sakazakii.

14.- Un procducto alimenticio de acuerdo a 1la
reivindicacién 13, CARACTERIZADO porque el producto a base de
leche es una leche fermentada, un yogurt, un requesén, un
gueso, un gqueso frescc, un producto fermentado, una 1leche
cuajada, una bebida, un polvo a base de leche, una férmula

infantil o una f£6rmula infantil en polvo seca.
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15.- Un producto alimenticio de acuerdc a alguna de
las reivindicaciones 11 a 14, CARACTERIZADO porque el aislado
de fagoc o la mezcla de fago estd comprendida en una cantidad
efectiva para prevenir la contaminacidén y el desarrollo de E.

sakazakii en dicho producto.

16.- Un producto alimenticio de acuerdo a la
reivindicacién 15, CARACTERIZADO porque el aislado de fago estd
presente en una cantidad de al menos 1*10* pfu por ml, o por

gramo 81 es s6lido, del producto.

17.- Un agente para la descontaminacién de producto
alimenticio, por medio d= la prevencidén de la contaminacidén y
desarrollo de E. sakazakii y para la higienizacién del ambiente
de una industria, CARACTERIZADO porque comprende una cantidad
efectiva de al menos un aislado de fago o de una mezcla de fago

de acuerdo a una de las reivindicaciones 1 a 10.

18- Un agente de acuerdo a la reivindicacién 17,
CARACTERIZADO porque el aislado de fago estd presente en una
cantidad de al menos 1*10* pfu por ml, o por gramo si es

gb6lido.
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19.- Un agente de acuerdo alguna de las
reivindicaciones 17 &6 18, CARACTERIZADO porgque el producto
alimenticio es un producto basado en leche tal como la leche
fermentada, un yogurt, un requesdn, un queso, un gqueso fresco,
productos basados en leche fermentada, leche cuajada, bebidas,
polvos a base de leche, una formula infantil, una formula
infantil en polvo seco; un producto fermentado no lacteo; un
producto en base a soya; una formula nutricional, un producto
licteo, una bebida congelada o estable al almacenamiento, agua,
gopa, un suplemento dietético, un reemplazo de alimento, una
barra o confite nutricional, un producto de alimento para
mascota, una bebida dulce o edulcorada, un helado, una barra de
confiteria, barras o hojuelas de cereal para el desayunc o un
suplemento nutriciocnal para la nutricién clinica o cualquier

alimento en riesgo de contaminacién por E. sakazakii.

20.- Uso de al menos un aislado de fago o mezcla de
fago de acuerdo a une de las reivindicaciones 1 a 10,
CARACTERIZADO porque sirve para descontaminar los productos
alimenticios y 1la higienizacién ae un ambiente de wuna

industria.

21.- El1 wuso de acuerdo a 1la reivindicacidén 20,

CARACTERIZADO porque un producto alimenticio es un producto a
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base de 1leche tal como 1leche fermentada, un yogurt, un
requesdn, un queso, un queso fresco, productos basados en leche
fermentada, leche cuajada, bebidas, polvos en base a leche, una
formula infantil, una formula infantil en polvo seco; un
producto fermentado no lécteo; un producto en base a soya; una
formula nutricional, un producto lacteo, una bebida congelada o
estable al almacenamiento, agua, sopa, un suplemento dietético,
un reemplazo de alimento, una barra o confite nutricional, un
producto de alimento para mascota, una bebida dulce o
edulcorada, un helado, una barra de confiteria, barras o
hojuelas de cereal para el desayuno o© un suplemento
nutricional para la nutricién clinica o cualquier alimento en

riesgo de ser contaminado por E. sakazakii.

22.- Uso de al menos un aislado de fago de acuerdo a
una de las reivindicaciones 1 a 10, CARACTERIZADQO porgue sirve
para la preparacién de una composicién dirigida a prevenir o
tratar las infecciones provocadas por E. sakazakii en humanos o

animales.

23.- El uso de acuerdo a una de las reivindicaciones
20 a 22, CARACTERIZADO porque el aislado de fago estd presente
en una cantidad eficiente para prevenir la contaminacién y el

desarrollo de enterobacterias E. sakazakii.
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24. El uso de acuerdo a una de las reivindicaciones
20 a 23, CARACTERIZADO porque el aislado de fago o la mezcla de

fago es utilizada en una cantidad de al menos 1,10* pfu por ml.

25.- Un método para descontaminar los productos
alimenticios o la higienizacién de un ambiente industrial,
CARACTERIZADO porque comprende utilizar al menos un aislado de
fago o mezcla de fago con un potencial litico sustancial contra

JE. sakazakii.

26.- Un método de acuerdo a la reivindicacién 25,
CARACTERIZADO porque el aislado de fago es de acuerdo a una de

las reivindicaciones 1 a 10.

27.- Un método para la sgeleccién de un aislado de
fago con un potencial litico sustancial contra E. gakazakii,
CARACTERIZADO porgque consiste en seleccionar el aislado de fago
que tiene la capacidad ¢e infectar:

i) al menos 9 cepas bacterianas de E. sakazakii del
grupo que consiste de FSM-16; FSM-33; FSM-261; FSM-265; FSM-
266; FSM-269; FSM-270; FSM-271; FSM-272; FSM-273; FSM-274; FSM-
280; FSM-281; FSM-284; FSM-286; FSM-288; FSM-250; FSM-292; FSM-

297; FSM-298; FSM-300; FSM-303; FSM-305; FSM-308; FSM-309; FSM-
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311; FSM-313; FSM-314; FSM-316; FSM-318; FSM-322; FSM-323; FSM-
1360; FSM-1387-2NL; FSM-MC7; FSM-MC8; FSM-MC9; FSM-MM10 y FSM-
MM1l, en un medio de ensayo s6lido utilizando el ensayo de
prueba de mancha, y

ii}) al menos & cepas bacterianas de E. sakazakii del
grupo que consiste de FSM-16; FSM-33; FSM-261; FSM-265; FSM-
266; FSM-269; FSM-270; F5M-271; FSM-272; FSM-273; FSM-274; FSM-
280; FSM-281; FSM-28;; FSM-286; FSM-288; FSM-290; FSM-292; FSM-
297; FSM-298; FSM-300; F3M-303; FSM-305; FSM-308; FSM-309; FSM-
311; FSM-313; FSM-314; F3M-316; FSM-318; FSM-322; FS5M-323; FSM-
1360; FSM-1387-2NL; FSM-MC7; FSM-MC8; FSM-MC9; FSM-MM10 y FSM-

MM11l, en medio liquido.
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Recuperacdn de E, sakazaki {log cfu/ml})

Fugura 1.

—a—t

by ‘PAnzcla do E.xakazakli sin miercla
de fagos

Mazcla do E. sakazakil con mezcla

0= 4n fagos

2 4 6
Duracidn de la incubacion en BHI (h)




Mezcla de E.sakazakli (log cfu/ml)

Figura 2.

5
| =-tr=" Mezcla de E, 3akazak sin mezcla
4.5 . de fagos
Q= Meiclade E, sakazakcon mezcla
4. de fagos
35 - A
3 - _—
25 .
2 / /
15 /

05
i N
0 2 4 6

Duracién de la incubacion en RIF (h)



-

Recuperacion de E. sakazakii { logefuicm @

Figura 3.

§ 7—z

4.5 |-

—dr=5in mezciade —O0--Con mezciade
tagjos fagos

Tismpo da contacto an BHI (h)

')(O



