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(57) Abstract: The invention relates to a microbial composition comprising, as an active ingredient, at least one probiotic
microorgamsm selected from the group Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Streptococcus bovis and Butyrivibrio
fibrisolvens, together with adjuvants and an acceptable vehicle. The composition of the invention is stable and effective in reducing
occurrences of diarrhoea in calves and also significantly increases the body weight thereof.

(57) Resumen: Composicion microbiana que comprende, como ingrediente activo, al menos
[Continta en lapagina siguiente]
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un microorganismo probiético seleccionado del grupo Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Streptococcus
bovis y Butyrivibrio fibrisolvens, junto con coadyuvantes y un vehiculo aceptable. La composicién de la invencién es estable y
eficaz en lareduccién de laincidencia de diarrea en terneros y, ademas, logra un aumento sigmficativo en su peso corporal.
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COMPOSICION MICROBIANA

CAMPO TECNICO

5 Lapresente invencion pertenece al area farmacéutica, particularmente a campo de
las composiciones medicinales de uso veterinario. La invencion se refiere a una
composicion microbiana que comprende microorganismos probi6ticos para reducir la
diarrea e incrementar lavitalidad de bovinos neonatos.

10 DESCRIPCION DEL ESTADO DE LA TECNICA

La FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion), define los probiéticos como microorganismos vivos que a
administrarse en dosis adecuadas, producen efectos benéficos en la salud del ente

15 receptor [1]. Un producto probidtico se compone de microorganismos que
sobreviven y se pueden implantar en diferentes 6rganos del tracto digestivo como el
estomago, el intestino delgado o el colon, con el objetivo de mejorar el
funcionamiento de la flora intestinal del hospedero, ayudando a degradar
completamente los alimentos para su posterior absorcion [2].

20
Adicionalmente, |a presencia de probidticos en laflora intestina puede inducir a que
algunas proteinas sufran cambios conformacionales y con ello, activar mecanismos
bioquimicos intracelulares que favorecen la produccién de mediadores de
inflamacion, promoviendo la diferenciaciéon celular o apoptosis celular y activar la

25  respuesta inmune frente acualquier posible infeccion [3].

Los mamiferos rumiantes tienen una morfologia y una fisiologia digestiva muy
particular. La capacidad de los rumiantes para aprovechar los carbohidratos fibrosos
de la dieta se debe a rumen, a reticulo y a omaso, que son los érganos que
30 anteceden el abomaso [4]. El rumen es una camara de fermentacién con ambiente

anaerdbico y pH variable que permite una retencion ata de particulas largas de
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forrge y estimula la rumia y el metabolismo corporal, manteniendo un ambiente

apropiado para el crecimiento y reproduccion de microorgani smos.

Los microorganismos ruminales se ven favorecidos por la ausencia de oxigeno,
5 producto de la hidrolisis de urea, proceso que requiere consumo de oxigeno por
parte de las bacterias adheridas en la pared. Estos microorganismos tienen la
capacidad de digerir polisacaridos complejos (v.g. celulosa, hemicelulosa, pectina)
para producir carbohidratos y también aprovechan el nitrégeno no proteico para la
sintesis de aminoacidos y proteinas [5].
10
La aimentacion del ganado a base de pastos, provoca que las bacterias presentes en
el rumen sean del tipo fibrolitico tales como Butyrivibriofibrisolvens, Ruminococcus
flavefaciens y Fibrobacter succinogenes [5]. En contraste, s € ganado es
alimentado con un alto porcentgje de concentrados, se favorece el crecimiento de

15  bacterias acidolacticas tales como Lactobacillus 9 y Streptococus bovis [6].

Al momento de nacer, el tracto gastrointestinal de los terneros es estéril y los
microorganismos de laflora intestinal solo son introducidos apartir del contacto con
sus madres. Sin embargo, en los nuevos sistemas de produccién bovina, los terneros

20  son separados de sus madres a nacer y alimentados con sustitutos de la leche, sin
permitirles  ni siquiera aimentarse del calostro, lo que altera notablemente €l
desarrollo de su flora intestinal. En consecuencia, en estos sistemas de produccién,
la principal causa de enfermedad en terneros hasta los tres meses de vida es la
diarrea.

25
Para €l tratamiento de la diarrea en bovinos, se pueden utilizar bien sea agentes
antibidticos, los cuales pueden generar un fendmeno indeseable de resistencia
antimicrobiana, o se pueden emplear productos probi6ticos a base microorganismos.
Algunos productos comerciadles de probidticos para ganado como Prokura®,

30 Provita®, BioBoost® y Probios Caf®, contienen microorganismos aerobios no
ruminales, taes como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,

Bifidobacterium bifidum, y Bacillus subtilis [7].
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El documento US 3956482 describe una composicion de microorganisSmos ruminales
gue comprende Megasphaera elsdenii, Streptococcus boviss, Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium adolescentes, Bacteroides ruminicola y Butyrivibrio
fibrisolvens, los cuales son adaptados en un medio nutritivo y administrados al
5 animal durantelas primeras 24 horas y/o en el periodo comprendido entre 80 y 140

dias de nacido.

El documento WO 2012147044 divulga un méodo para reducir |a produccion de
metano en rumiantes que comprende administrarle una mezcla de cepas de bacterias
10  del género Propionibacterium y Lactobacillus, preferiblemente Propionibacterium
jensenii P63, Lactobacillus plantarum Lpll5 y Lactobacillus rhamnosus Lr32. De
igual forma, el documento sefiala que la administracion de estos microorganismos

también puede estimular el crecimiento del animal.

15 La publicacion "Bacterial direct-fed microbials in ruminant diets: performance
response and mode d action" describe los efectos benéficos de la administracién de
composiciones de microorganismos tales como Lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus y Bifidobacterium en la alimentacién de animales bovinos [8]. Entre
los efectos favorables, se mencionan la generacién de una microflora intestinal

20 adecuada, la prevencion del establecimiento de organismos enteropatdgenos y la

ganancia diaria de peso.

Con €l fin de megjorar la competitividad de los sistemas de lecheria y de produccion
de carne bovina, es necesario desarrollar aternativas funcionales para el tratamiento
25 de las diarreas y el reemplazo de los antibidticos. Indiscutiblemente, una buena
alternativa es el desarrollo de productos probiéticos que puedan ser administrados a

los bovinos para prevenir enfermedades e incrementar la vitalidad.

30 BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
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La presente invencion se refiere a una composicién microbiana que comprende al
menos un microorganismo probidtico seleccionado del grupo que consiste de
Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Streptococcus bovis y
Butytrivibrio fibrisolvens, junto con coadyuvantes y un vehiculo aceptable. La
5 composicion de la invencién exhibe una eficacia adecuada en la reduccion de

incidencia de diarreas y promueve laganancia de peso en los bovinos neonatos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

10
FIG 1. Correspinde aresultados de la viabilidad Log (UFC/ml) de la composicion
microbiana del Ejemplo 2 amacenada a 4°C +/- 2°C durante 6 meses. Tratamientos
con la misma letra no presentan diferencias significativas segin prueba de Tukey
(95%).

15
FIG 2. Corresponde a resultados de la viabilidad Log (UFC/ml) de la composicion
microbiana del Ejemplo 2 amacenada a 18°C +/- 2°C durante 6 meses.
Tratamientos con la misma letra no presentan diferencias significativas seguin prueba
de Tukey (95%).

20

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las composiciones microbianas de la invencion comprenden a menos un
25  microorganismo probidtico como ingrediente activo, coadyuvantes y un vehiculo
aceptable. Los microorganismos probidticos de acuerdo a la presente invencion,
pueden ser, entre otros, bacterias anaerobias facultativas o bacterias anaerobias
estrictas. Ladefinicion, caracteristicas y propiedades de cada una de €ellas se pueden
encontrar detalladamente en el texto Manual d Determinative Bacteriology [9] el

30 cual seincorpora en su totalidad como referencia.
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En una modalidad preferida de la invencidn, las composiciones comprenden, como
ingrediente activo, microorganismos anaerobios seleccionados del grupo que consiste
de Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Streptococcus bovis y
Butytrivibrio fibrisolven, los cudles pueden ser cuantificados, sirviendo como

5 unidades de medida, la concentracién y viabilidad de los mismos. Preferiblemente,
la concentracion  de cada uno de dichos microorganismos del ingrediente activo de
la presente invencion estd entre 1x10% y 1x10'! UFC/ml, més preferiblemente entre
IXI0 ®y IxIO® UFC/mI, y alin més preferiblemente, IxIO® UFC/m.

10  El ingrediente activo puede estar contenido en agua, en un disolvente, en una mezcla
de disolventes, en un medio de cultivo liquido, en un liofilizado, en una suspensién
acuosa 0 en una pasta concentrada, bien sea en cantidades iguales o diferentes de

cada uno de los microorganismos probidticos.

15 Las composiciones de la invencion incluyen, ademés del ingrediente activo,
diferentes coadyuvantes con funciones especificas para darle forma y caracteristicas
propias a la presentaciéon final (v.g. formar emulsiones, regular € pH, meorar la
estabilidad y aumentar lavida Gtil durante el almacenamiento). Laconcentracién del
ingrediente activo en las composiciones de la invencion esta preferiblemente entre

200 0,1% y 99,9 % (p/p), més preferiblemente entre 20,0% y 60,0 % (p/p) y aln més
preferiblemente, al 40,0% (p/p).

Como coadyuvantes se incluyen todos aquellos conocidos en el campo técnico, entre
los que se pueden mencionar, agua, solventes organicos, aceites minerales, aceites

25  vegetales tales como aceite de soya, aceite de maiz, aceite de cafidla, aceite de aliva,
aceite de coco, aceite de germen de trigo y sus mezclas, polisorbatos, polioles,
polimeros, lipidos, lipidos saponificables, sustancias de soporte (v.g. caolines,
talco, bentonitas, silicatos), diluyentes, agentes emulsionantes, agentes viscosantes,
surfactantes, reguladores de pH, estabilizantes y colorantes. La concentracion de los

30 coadyuvantes en las composiciones de lainvencion, bien sea de manera individual o
en su conjunto, esta preferiblemente entre 0,01% y 99,99% (p/p) y més
preferiblemente, entre 0,1% y 60,0 % (p/p).
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Los agentes emulsionantes incluyen, pero no se limitan a polisorbatos, ésteres de
sorhitén, nonifenol, laurilsulfato de sodio y sus mezclas. Los agentes viscosantes
incluyen, pero no se limitan a polimeros, gomas, hidrocoloides, solidos finamente
5 divididos, cerasy sus mezclas. Los agentes reguladores de pH incluyen pero no se

limitan a carbonatas, fosfatos, citratosy boratos.

El término "vehiculo aceptable” para efectos de la presente invencién, se puede
definir como una mezcla de sustancias (v.g. disolventes, soluciones, emulsiones y
10  suspensiones) capaces de contener el ingrediente activo y/o los coadyuvantes, sin que

se afecte su capacidad pararealizar lafuncion deseada.

Las composiciones de la invencion pueden ser en forma de polvos, granulado
soluble, granulado dispersable, tabletas dispersables, suspensién o emulsion. El
15  término "granulado soluble" se pretende que incluya granulos para aplicacion luego
de la disolucion del ingrediente activo en agua en forma de solucion, conteniendo
opcionamente auxiliares de formulacion insolubles. El término "granulado
dispersable" se refiere a granulos para aplicacion en forma de suspensién, luego de
su desintegracion y dispersion en agua u otro solvente acuoso.
20
Para efectos de la presente invencién, el término "tableta dispersable” se refiere a
una formulacion en forma de tabletas para ser usadas individualmente para formar
una suspension del ingrediente activo después de su desintegracién en agua. El
término "suspension” se refiere a liquidos que contienen el ingrediente activo y los
25  coadyuvantes suspendidos de manera estable, bien sea para ser aplicado directamente
0 diluido en agua. El término "emulsion" se pretende que incluya sistemas
heterodispersos con diferentes grados de viscosidad, que dan lugar a sistemas
liquidos o semisdlidos, que pueden ser encapsulados o0 no, y utilizados para generar
formas farmacéuticas solidas.
30
Para preparar las composiciones de lainvencion se puede recurrir acualquier método

convencional descrito en el estado de la técnica de acuerdo alaforma farmacéutica
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deseada, los cuales se pueden encontrar detalladamente en los textos "Techologia
Farmacéutica industrial" o en "The Science and Practice of Pharmacy", los cuales se
incorporan en su totalidad como referencia [10, 11]. En una modalidad preferida, se
puede preparar una composiciéon tipo emulsién mezclando una fase acuosa que
5 contiene el ingrediente activo, con una fase oleosa que contiene agentes
emulsificantes. Una vez mezcladas las dos fases, se gasifica la emulsion con C34y

se adicionan los reguladores de pH y los agentes estabilizantes.

Para determinar |a concentracion y/o viabilidad de los microorganismos probiéticos
10  presentes en las composiciones de la presente invencion, se puede emplear cualquier
técnica convencional conocida por un técnico en la materia. Una de ellas, es |la
técnica denominada "Roll tube" descrita en Rodriguez y cois., [12], la cua es

especifica para microorganismos anaerobios.

15 En una modaidad preferida, la composicién microbiana de la invencion esta en
forma de emulsion, tiene como ingrediente activo microorganismos probiéticos
anaerobios y coadyuvantes tales como emulsificantes, polimeros y reguladores de pH

gue mejoran laviabilidad, eficaciay vida Gtil del producto.

20  Enuna modalidad ain més preferida, la composicion microbiana de la invencion es
una emulsion agua-aceite (W/O), donde los microorganismos anaerobios se
encuentran en la fase acuosa de la emulsiéon (fase interna), recubiertos por la fase
oleosa (fase externa) que les brinda proteccién frente a oxigeno del medio externo.
La fase acuosa de la emulsion es un medio de cultivo adecuado que contiene los

25  microorganismos, en tanto que lafase oleosa de laemulsion puede estar conformada,
entre otros, por aceites vegetales, polisorbatos y lipidos saponificables que

favorezcan laformacion de laemulsion W/O.

El término "medio de cultivo adecuado” de acuerdo a la presente invencion, se
30 refiere a cualquier medio de cultivo que contenga las fuentes de nutrientes y
oligoelementos necesarios para €l crecimiento de los microorganismos anaerobios.

En una modalidad preferida, € medio de cultivo adecuado comprende, glucosa,
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extracto de levadura, un indicador de anaerobiosis, bicarbonato de sodio, cisteina-
HC1, &cidos grasos volétiles, KHPO4, KH2PO4, sulfato de amonio, NaCl, MgS0 , y
CaCi2 en concentraciones entre 0,0001 y 100,0 g/L de cada uno de €ellos.

5 Los siguientes ejemplos ilustran la invencién, sin estar el concepto inventivo

limitado a los mismos.

EJEMPLOS
10
EJEMPLO 1: Obtencion de cepas de Butyrivibrio fibrisolvens (B9),

Streptococcus  bovis  (CP, Ruminococcus flavefaciens (Rf) y Fibrobacter

succinosenes (Fs) del ingrediente activo de la Composicion Microbiana

15  Se aidaron bacterias probidticas del rumen de bovinos de razas criollas Colombianas
y foréneas y de un herbivoro salvaje. Butyrivibriofibrisolvens (B9) fue aislado de un
bovino de la raza Holstein-Friesand, Streptococcus bovis (C2) fue aisado de un
bovino de la Region del valle del cauca de laraza hartén del valle, Ruminococcus
flavefaciens (Rf) fue aisado de un bovino de la raza Lucerna y Fibrobacter

20  succinogenes (Fs) fue aidado del ciego de un Chigiliiro de la regién del Casanare
(Colombia). Las cepas se reactivaron en un medio de cultivo rico en celobiosa

glucosa y se incubaron a39°C durante 3 dias.

Las cepas se encuentran amacenadas en el Banco de Germoplasma de

25  Microorganismos con Interés en Nutricion anima de CORPOICA (BGMINA).

EJEMPLO 2. Preparacion de una Composicion Microbiana tipo emulsion

Se prepard6 una composicion en forma de emulsion W/O con una mezcla de
30 Butyrivibriofibrisolvens (B9), Streptococcus bovis (C2), Ruminococcusflavefaciens

(Rf) y Fibrobacter succinogenes (Fs), como ingrediente activo.
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Los microorganismos se obtuvieron de acuerdo a Ejemplo 1. Se dispusieron
componentes de la fase oleosa (aceite de girasol, polisorbato 20 y lecitina) a una
marmita, se mezclé con ayuda de un homogenizador Dynamic® y se gasificd con
CO2 durante 10 minutos. Después de este tiempo, esta fase oleosa se mezclé con la
5 fase acuosa (medio de cultivo de cada bacteria en relacion 1:1) con ayuda de un
homogenizador Dynamic® en el maximo nivel de agitacion durante 5 minutos. La
emulsion formada también se gasificd con C(3. La Tabla 1 muestra las

concentraciones de cada componente.

Tabla 1.
COMPONENTE CONCENTRACION (% P/P)
Medio ?lex?(l)gl[}]; é;)rrrlﬂi))acterlas 40.00
Aceite de girasol 49,96
Polisorbato 20 1,84
Lecitina liquida 5,95
Hidrocoloide 1,50
Bicarbonato de sodio 0,75

10

EJEMPLO 3. Determinacion de parametros de calidad de la Composicion

Microbiana

A una composicion microbiana obtenida de acuerdo al Ejemplo 2, se le determinaron
15  parametros de calidad tales como concentracién (expresada como UFC/mL), pH y

contenido de contaminantes.

Para determinar la concentracion se tomé 1 mi de cada muestra y se realizaron
diluciones seriadas. A partir de las diluciones 1x107, 1x10® y 1x10°, se inocularon
20  tubos con agar celobiosa fundido. A cada tubo sembrado se le realiz6 un "Rolling".
Posteriormente, se dgjé en incubacion por 72 horas a una temperatura de 39°C y se
realizd el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). Para evaluar el pH se
utilizé un analizador electroquimico Consort C931®, previamente calibrado con

soluciones tampén depH 4y 7.
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Para establecer el contenido de contaminantes se tomd 1 mi de cada muestra y se
realizaron diluciones seriadas (10 *a 10 ) en solucion salina al 4%. Posteriormente,
0,1 mi de la dilucién 1x10 Z se inocularon en cajas de Petri con medio Agar
Nutritivo durante 24 horas a 37°C +/- 2°C para determinar las bacterias aerobias
presentes y en medio PDA por 7 dias a 25°C +/- 2°C y determinar los mohos

filamentosos. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

PCT/IB2015/056033

Tabla 2.
Contenido de contaminantes
Co.mpos.ici()n Concentracion pH Bacterias Mohos
Microbiana (UFC/mL) aerobias filamentosos
(UFC/mL) (UFC/mL)
Muestra 1 1,0 x 10° 7,16 <10 <10
Muestra 2 3,2x 10° 7,20 <10 <10
Muestra 3 2,30 x10° 7,20 <10 <10

Ejemplo 4. Ensayo de Estabilidad de la Composicion Microbiana.

A una composicion microbiana obtenida de acuerdo al Ejemplo 2, se le determind su
estabilidad bajo condiciones de almacenamiento. Las muestras fueron almacenadas a
una Temperatura de 4°C +/- 2°C (Tl) y de 18°C +/- 2°C (T2), durante 6 meses. Para
llevar a cabo €l ensayo, se envasaron 12 mi de la composicion microbiana en una
jeringa dosificadora de polipropileno de ata densidad, las cuales correspondieron a

launidad experimental de cada tratamiento.

El estudio de estabilidad contd con un disefio experimental completamente al azar
con medidas repetidas en el tiempo y todas las mediciones se realizaron por
triplicado. Los resultados del estudio de estabilidad fueron sometidos aun analisis de
varianza y posteriormente a comparaciones de medias mediante la prueba de Tukey

(95%).
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En el tiempo cero y después de seis meses de amacenamiento, se tomaron tres
muestras  de cada tratamiento y se evalud su viabilidad, la contaminacion (bacterias
aerobias y mohos) y el pH de acuerdo al Ejemplo 3. En latabla 3 se presentan los
valores de pH obtenidos en las tres muestras evaluadas a cada temperatura, 1os cuales

5  seencuentran cercanos a7,0. [10].

10
Tabla3s.
pH
MUESTRA
(T1) 4°C £ 2°C (T2) 18°C +2°C

1 7,33 7,57

2 7,32 7,65

3 7,31 7,72

15  Los resultados de viabilidad obtenidos para cada uno de los tratamientos se ilustran
enlaFIG 1y enlaFIG 2. EnlaFIG 1 se observan los resultados de los tratamientos
almacenados a 4°C, donde se evidencia que después de 6 meses de almacenamiento
se presentd una reduccion significativa de la viabilidad con respecto a tiempo cero.

Sin embargo, la concentracion de los microorganismos no es inferior a 1x10g

20 (Figura 1).

La viabilidad a 18°C también se redujo significativamente después de 6 meses de
amacenamiento, pero tampoco fue inferior a 1x10g (Figura 2). A las dos
temperaturas de almacenamiento evaluadas, la reduccion en la viabilidad de los

25  microorganismos fuede  1Logaritmo después delos 6 meses de almacenamiento.
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Inicialmente, en el tiempo cero, el contenido de bacterias aerobias y de hongos fue
inferior a 10° UFC/mL para todos los tratamientos. Después de 2 meses de
almacenamiento, a las dos temperaturas evaluadas, los tratamientos almacenados a
4°C +/-2°C presentaron un contenido de bacterias aerobias contaminantes y hongos
5 inferior a IXIO% UFC/mL. De iguad manera a temperatura de 18°C +/- 2°C se
encontré que el contenido de contaminantes fungicos y bacterias se mantienen en un

rango de IxI0 4UFC/mL. En ninguno se encontré presencia de bacterias patdégenas.

Ejemplo 4. Ensayo de actividad biolégica de la Composicion Microbiana bajo

10  condiciones de campo

Ciento ochenta (180) terneras fueron asignadas a momento de su nacimiento de

manera aleatoria atres grupos experimental es:

15 e Grupo 1: Administracion de composicion microbiana fresca.
e Grupo 2: Administracion de composicion microbiana almacenada durante 6
meses.

e Grupo Control: No se le administr6 composicion microbiana

20 En un disefio completo al azar con un factorial 3x2, se anaizaron 2 variables:
incidencia de diarrea y ganancia de peso corporal. Cada ternera de los grupos 1y 2
recibié 12 dosis de 10 mL/dia por via oral de una composicién microbiana segun el
Ejemplo 3. Lacomposicién microbiana se administré durante 10 dias consecutivos,
iniciando el dia del nacimiento (DI), en tanto que las siguientes dos dosis se

25  suministraron alos 15y 30 dias (DI 5y D30).

Se determind la ganancia de peso de las terneras mediante pesge mensua con
bascula electronica, iniciando desde el DI hasta los tres meses de edad. La presencia
de diarreas se determind por observacién directa en cada anima y se registré la

30 frecuencia. Lacomposicion microbiana ensayada demostréd que reduce laincidencia
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de diarreas y aumenta la ganancia de peso corporal en los animales evaluados. Los

Resultados se muestran en laTabla 4.

Tabla 4.
. Peso promedio | Ganancia Pr(.Jmec.ilo de L .
Tratamiento al destete (Kg) | de Peso (g) Episodiosde | Significancia
¢ g Diarreas/Animal
Grupo 1 112 800-900 2 P<0.01
Grupo 2 105 800-900 2 P<0.01
Control 99 500-600 7 P<0.01
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REIVINDICACIONES

1) Una composicién microbiana que comprende, como ingrediente activo, a
menos un microorganismo probidtico seleccionado del grupo que consiste de
5 Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus Flavefaciens, Streptococcus bovis'y

Butytrivibriofibrisolvens, junto con coadyuvantes y un vehiculo aceptable.

2) Una composicion microbiana segin la Reivindicaciéon 1, donde la
concentracion del ingrediente activo en la composicion esta entre 10,0% y 70,0

10 % (p/p).

3) Una composicion microbiana segin la Reivindicaciéon 1, donde la
concentraciéon de cada uno de los microorganismos del ingrediente activo esta
entre IxXIOBy IxIO 2 UFC/mL.

15

4) Una composicién microbiana segin la Reivindicacién 1, en forma de polvo,

granulado soluble, granulado dispersable, tabletas dispersables, encapsulados,

emulsion o suspension.

20 5) Unacomposicién microbiana segin la Reivindicacion 1, en forma de emulsion
W/O que comprende una fase acuosa, una fase oleosa, emulsificantes,

viscosantes y reguladores de pH.

6) Una composicion microbiana segin la Reivindicacion 5, donde la fase oleosa

25 incluye aceites de origen vegetal.

7)  Una composicion microbiana segun la Reivindicacion 5, donde el aceite de
origen vegetal se selecciona del grupo que consiste de aceite de girasol, aceite
de soya, aceite de maiz, aceite de cafidla, aceite de oliva, aceite de coco, aceite

30 de germen detrigo y mezclas de los mismos.
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8) Una composicién microbiana segin la Reivindicacion 5, donde el agente
emulsificante se selecciona del grupo que consiste de lecitina, polisorbatos,

ésteres de sorbitan, nonifenal, laurilsulfato de sodio y mezclas de |os mismos.

5 9) Una composicién microbiana segun la Reivindicacién 5, donde el agente
regulador de pH se selecciona del grupo que consiste de fosfatos, citratos,

boratos y carbonatos.
10) Una composicion microbiana segun la Reivindicacion 5, donde el agente
10 viscosante se selecciona del grupo que consiste de polimeros, gomas,

hidrocoloides, solidos finamente divididos, ceras y mezclas de los mismos.

11) Una composicion microbiana segiin la Reivindicacién 5, que tiene la siguiente

composicion:
15
COMPONENTE CONCENTRACION (%)

Medio de cultivo adecuado que

comprende  microorganismos 40,00
probidticos

Aceite de girasol 49,96
Polisorbato 20 1,84
Lecitina liquida 5,95
Hidrocoloide 1,50
Bicarbonato de sodio 0,75

12) Una composicion microbiana segin la Reivindicacion 11, donde el medio de
cultivo adecuado que comprende microorganismos probidticos tiene la

20 siguiente composicion:
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Componente Concentracion (g/L)
Microorganismos anaerobios
{Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus Flavefaciens, IXIO® - IXIO % UFC/mL
Sreptococcus bovisy
Butytrivibriofibrisolvens)
Glucosa 2,0-40,0
Extracto de levadura 20-50
Indicador de Anaerobiosis 05- 20
Bicarbonato de Sodio 3,0- 10,0
Cisteina-HCl 05- 3,0
Acidos grasos volétiles 0,2- 0,6
KHPO4 0,003 - 0,005
KH2PO4 1,0-50
Sulfato de amonio 40 -8,0
NaCl 40-6,0
MgSO , 3,50 - 5,00
CaCl, 05-10

13) Una composicién microbiana segun la Reivindicacion 1, para prevenir diarreas

neonatales e incrementar la ganancia de peso corporal en terneros.

5 14) Uso de una composicion segun la Reivindicacion 1, para prevenir diarreas

neonatales e incrementar la ganancia de peso corporal en terneros.

s s s sheoske sk sk skeok



WO 2017/025772 PCT/IB2015/056033

1/2
FIGURAS
FIG 1
— 10 -
—
£
S~
hrd
5 9
68
K]
o 8 -
(5]
)
;:
5 7 ! : )
0 2 3 6
Tiempo (meses) 3x10% UFC/mL.




WO 2017/025772 PCT/IB2015/056033

2/2
FIG 2

10
=
=
S~
)
S 9
g C
bo
o
—
e 8
<
R
E
2
S 7

0 2 3 6
Tiempo (meses)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/IB2015/056033

A.CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

A23K10/18 (2016.01)
A23K50/10 (2016.01)

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

| B.FIELDS SEARCHED

A23K

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (fiame of data base and, where practicable, search terms used)

EPODOC, INVENES, WPI, BIOSIS, MEDLINE, HCAPLUS, BD-TXTE, INTERNET

C.DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

producto probiético. Tesis doctoral. 2013.
Universidad Naciona de Colombia.

abstract, paragraphs 3.2, 3.3.1, table 3-1

infected with Escherichia coli 0157.
JARQ 35 2001 (3), pages 189-194.

http://ww.hdigital.unal.edu.co/39572/1/I  192597.2GI 3.pdf

X YORGUIN LEONEL VILLARREAL SOLANO QUIM. 1-11, 13, 14
Estudio de la estabilidad para la seleccion de una formulacion de un

X OHYA, T. et a. Use of atrial probiotic product in calves experimentally 1, 3,4, 13,14

X US 3956482 A (HAHN PETER A et a.) 11/05/1976, 1- 4, 13
claims 1 and 2; column 14, line 1-column 15, line 45.

KXl Furfher documents are listed in the continuation of Box C. X See patent family annex.

* Special categories of cited documents: T

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance.

"E" earlier document but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority clam(s) or "X"
which is cited to establish the publication date of another
citation or other specia reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure use, exhibition, or "Y"
other means.

"P" document published prior to the international filing date but

later than the priority date claimed
ngn

later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principie or fheory underlying the
invention

document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone
document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other documents ,
such combination being obvious to aperson skilled in the art
document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

17/02/2016

Date of mailing of the international search report

(22/02/2016)

Name and mailing address of the ISA/

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
Facsimile No.: 91 349 53 04

Aufhorized officer
A. Polo Diez

Telephone No. 91 3495524

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/IB2015/056033
C (continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category * I Citation of documents, with indication, where appropriate, of the relevant passages I Relevant to claim No.
X RU 2003122575 A 20/02/2005, 1,4,13
Abstract from DataBase WPI. Retrieved from EPOQUE.
[on ling] [retrieved 17/02/2016]
A US 2013115328 Al (MUSTAPHA AZLIN et a.) 09/05/2013, 1-14
paragraphs 6, 28, examples 3and 4
A VARGAS, EM. et d. Produccion de microorganismos probidticos como 1-14

aditivo para alimentos concentrados para ganado vacuno (segunda parte).
Revista of Ingenieria, 2004, vol. 20, pages 23-33.

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (January 2015)




INTERN ATIONAL SEARCH REPORT Internagional apphca[ion No.

PCT/1B2015/056033

Box No. I1 Observationswhere certain claims were found Hnsearchable (Continuation of item 2 of flrst sheet)

This intemational search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the foliowing reasons:

1. X Claims Nos.:
because tliey relate to subject matter not required to be searched by this Authority, naniely :

Claim 14 relates to a subject matter that ;s considered by this International Searching Authority to
be affected by PCT Rule 67. 1(iv), concerning a method for treatment of the human or animal body
by therapy. Nevertheless, the search in respect of this claim has been carried out on the basis of
the alleged effects of the composition.

2. Claims Nos.:
because they relate to paris of the intemational application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful intemational search can be carried out specifically:

3. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Boi No. Il Observationswhere unity of invention islacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This Intemational Searching Authority found mditiple inventions in this intemational application, as follows:

(see additional sheet)

[

I. Asall required additional search fees weretimely paid by the applicant, this mternational search report covers all searchable
claims.

2. E Asall searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

[

3. Asonly some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. [:| No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this intemational search report is
" redtricted to the invention first mentioned in the claims, it is covered by claims Nos.:

Remark on Pro test The additional search fees were accompanied by the applicant' sprotest and, where applicable, the
payment of aprotest fee.

1_1| The additional search fees were accompanied by the applicant’ sprotest but the applicable protest
fee was not paid wilhin the time limit specified in the invitation.

| No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2015)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tntemational applicaion No,

PCT/1B2015/056033

The mudltiple compositions claimed in claim 1 (containing one, two, three or four of the cited
microorganisms) share no common technical features, since they relate to microorganisms of
different genera and species.

The application contains at least five inventions: four corresponding to the compositions with the
four microorganisms separately, and one corresponding to the mixture of the four.

- Invention 1 (claims 1-11, 13 and 14 in part): Microbial composition comprising, as an active
ingredient, the Fibrobacter succinogenes microorganism with an adjuvant and a suitable carrier,
and use thereof in diarrhoea prevention.

- Invention 2 (claims 1-11, 13 and 14 in part): Microbial composition comprising, as an active
ingredient, the Ruminococcus flavefaciens microorganism with an adjuvant and a suitable carrier,
and use thereof in diarrhoea prevention.

- Invention 3 (claims 1-11, 13 and 14 in part): Microbial composition comprising, as an active
ingredient, the Streptococcus bovis microorganism with an adjuvant and a suitable carrier, and use
thereof in diarrhoea prevention.

- Invention 4 (claims 1-11, 13 and 14 in part): Microbial composition comprising, as an active
ingredient, the Butyrivibrio fibrisolvens microorganism with an adjuvant and a suitable carrier, and
use thereof in diarrhoea prevention.

- Invention 5 (claim 12): Microbial composition comprising the four microorganisms of the
preceding inventions and other ingredients as outlined in claim 12.

Forra PCT/1 SA/210 (extra sheet) (January 2015)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

Information on patent family members PCT/IB2015/056033
Patent document cited Publication Patent family Publication
in the search report date member(s) date
US3956482 A 11.05.1976 SE393517 B 27.12.1974
SE7403150 A 27.12.1974
NL7403921 A 30.12.1974
GB1471373 A 27.04.1977
FR2233942 Al 17.01.1975
DK338474 A 10.02.1975
DE2425929 Al 30.01.1975
AU6692174 A 25.09.1975
RU2003122575 A 20.02.2005 RU2260043 C2 10.09.2005
US20131 15328 Al 09.05.2013 NONE

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (January 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/IB2015/056033

A.CLASIFICACION  DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
A23K10/18 (2016.01)
A23K50/10 (2016.01)

De acuerdo con la Clasificacion  Internacional  de Patentes  (CIP) o0 segin la clasificacion  nacional y CIP.

B.SECTORES COMPRENDIDOS POR L A BUSQUEDA

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

A23K

Otra documentacion consultada, ademéds de la documentacion minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos  por la busqueda

Bases de datos electronicas consultadas durante la blsqueda internacional  (nombre de labase de datos y, si esposble, términos de
blsqueda utilizados)

EPODOC, INVENES, WPI, BIOSIS, MEDLINE, HCAPLUS, BD-TXTE, INTERNET

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Relevante para las

Categoria’ Documentos  citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes reivindicaciones ne

X YORGUIN LEONEL VILLARREAL SOLANO QUIM. 1-11, 13, 14
Estudio de la estabilidad para la seleccion de una formulacién de un
producto probidtico. Tesis doctoral. 2013.

Universidad Nacional de Colombia

ht™://www.bdigital .unal .edu.co/39572/1/1192597.2013.pdf

resumen, apartados 3.2, 3.3.1, tabla 3-1

X OHYA, T.eta. Use of atrid probiotic product in calves experimentaly 1, 3,4, 13,14
infected with Escherichia coli 0157.
JARQ 352001 (3), paginas 189-194.

X US 3956482 A (HAHN PETER A et al.) 11/05/1976, 1- 4, 13
reivindicaciones ly 2;columna 14, linea 1-columna 15, linea 45.

IHI En la continuacion ~ del recuadro C se relacionan  otros documentos TZI Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

* Categorias  especidles de documentos  citados: "T"  documento ulterior publicado con posterioridad alafecha de

"A" documento que define el estado general de la técnica no presentacion  internaciondl o de prioridad que no pertenece
considerado  como particularmente  relevante. al estado de la técnica pertinente pero que se cita por

"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la permitir la comprension  del principio o teoria que constituye
fecha de presentacién  internacional o en fecha posterior. labase de lainvencion.

"L"  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacion "  documento particularmente relevante; la  invencién
de prioridad o0 que se cita para determinar la fecha de reivindicada  no puede considerarse  nueva o que implique
publicacién  de otra cita o por una razon especi (como la una actividad  inventiva  por referencia  al documento
indicada). aisladamente  considerado.

“O" documento  que se refieee a una divulgacion  ora, a una Y " documento particularmente relevante; la invencion
utilizacién, auna exposicién o a cualquier otro medio. reivindicada ~ no puede considerarse  que implique  una

actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturadeza, cuya combinacion
resulta evidente para un experto en la materia,

"P'  documento publicado antes de la fecha de presentacion
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad

reivindicada
e documento que forma parte delamisma familia de patentes.
Fecha en que se haconcluido efectivamente  la blsqueda internacional. Fecha de expedicion del informe de basqueda internacional.
17/02/2016 22 defebrero de 2016 (22/02/2016)
Nombre y direccion posta de la Administracion  encargada de la Funcionario  autorizado
blsqueda internacional A . Polo Diez

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
N° defax: 91349 53 04 N° de teléfono 91 3495524

Formulario PCT/IS A/210 (segunda hoja) (Enero 2015)



INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/IB2015/056033

C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Relevante para las

Categoria * Documentos citados, con indicacién, s procede, de las partes relevantes reivindicaciones n°
X RU 2003122575 A 20/02/2005, 1,4, 13
Resumen de labase de datos WPI. Recuperado de EPOQUE.
[enlined] [recuperado 17/02/2016]
A US 2013115328 Al (MUSTAPHA AZLIN et a.) 09/05/2013, 1-14
parrafos 6, 28, gemplos 3y 4
A VARGAS, EM. et d. Produccién de microorganismos probidticos como 1-14

aditivo para alimentos concentrados para ganado vacuno (segunda parte).
Revista de Ingenieria, 2004, val. 20, paginas 23-33.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacion de la segunda hoja) (Enero 2015)




INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/IB2015/056033

Recuadro 11 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de busqueda (continuacion
del punto 2 dela primera hoja)

Este informe de blsgueda internacional no se harealizado en relacion a ciertas reivindicaciones segun el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. IHI Lasreivindicaciones n’s: 14
serefieren aun objeto con respecto al cual esta Administracion no esta obligada a proceder alablsqueda, a saber:

La reivindicacion 14 se refiere a una materia que esta Administracién considera que esta afectada
por las disposiciones de la Regla 67. 1 (iv) PCT, relativas a un método de tratamiento terapéutico del
cuerpo humano o animal. A pesar de €ello, se ha efectuado una busqueda para esta reivindicacion
basada en los efectos atribuidos a la composicion.

2. O Lasreivindicaciones res:
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una bisqueda provechosa, concretamente:

3. O Lasreivindicaciones res:
son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de laregla 6.4(a).

Recuadro 111 Observaciones cuando falta unidad deinvencién (continuacién del punto 3 dela primera hoja)

LaAdministracién encargada de la Busgueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

(ver hoja adicional)

1. [ pado que todas |as tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por €l solicitante dentro del plazo, el presente informe de
busqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda.

2. IHI Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo quejustifique tasas
adicionales, esta Administracion no requirio el pago de tasas adicionales.

3. o Dado que tan s6lo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por €l solicitante, el presente
informe de blsgueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas |as tasas, concretamente las reivindicaciones n°s:

4. o Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de blsgueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n’s:

Indicacion en cuanto a la protesta O s acomparfi6 alas tasas adicionales laprotesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

O s acompari6 alas tasas adicionales laprotesta del solicitante, pero latasa de protesta
aplicable no se pagé en € plazo establecido para ello.

Oe pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.
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Las multiples composiciones reivindicadas en lareivindicacion 1 (conteniendo uno, dos, tres o cuatro de
los microorganismos citados) no presentan elementos técnicos comunes, ya que se trata de
microorganismos de distinto género y especie.

Lasolicitud contiene, a menos, 5 invenciones: 4 que corresponden alas composiciones con los 4
microorganismos por separado Yy una que corresponde alamezcla de los cuatro.

e Invencién 1(reivindicaciones 1-11, 13y 14 parcialmente): Composicion microbiana que
comprende como ingrediente activo el microorganismo Fibrinobacter succinogenes con un
coadyuvante y un vehiculo aceptable y su uso para prevenir ladiarrea.

* Invencién 2 (reivindicaciones 1-11, 13 y 14 parcialmente): Composicion microbiana que
comprende como ingrediente activo el microorganismo Ruminococcusflavefaciens con un
coadyuvante y un vehiculo aceptable y su uso para prevenir ladiarrea.

* Invencién 3 (reivindicaciones 1-11, 13 y 14 parcialmente): Composicion microbiana que
comprende como ingrediente activo el microorganismo Steptococcus bovis con un coadyuvante y
un vehiculo aceptable y su uso para prevenir ladiarrea.

* Invencién 4 (reivindicaciones 1-11, 13 y 14 parcialmente): Composicion microbiana que
comprende como ingrediente activo el microorganismo Butyrivibriofibrisolvens con un
coadyuvante u un vehiculo aceptable y su uso para prevenir ladiarrea.

» Invencién 5 (reivindicacion 12): Composicion microbiana que comprende los cuatro
microorganismos de las invenciones anteriores y los demés ingredientes que detalla la
reivindicacion 12.
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FR2233942 Al 17.01.1975
DK338474 A 10.02.1975
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