ES 2 562 640 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 562 640
@Int. Cl.:

A61K 38/16 (2006.01)
A61K 38/17 (2006.01)
A61K 39/02 (2006.01)
A61P 31/12 (2006.01)
A61P 31/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  03.09.2010 E 10813968 (4)
Fecha y numero de publicacion de la concesién europea: 06.01.2016  EP 2475377

T3

Tl’tulo: Nuevo bacteriéfago y composicion antibacteriana que comprende el mismo

Prioridad:

03.09.2009 US 239748 P

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
07.03.2016

@ Titular/es:

CJ CHEILJEDANG CORPORATION (100.0%)
292, Ssangnim-dong Jung-gu
Seoul, 100-400, KR

@ Inventor/es:

SHIN, SOO AN;
PARK, MIN TAE;
CHOI, HYANG,;

CHO, YOUNG WOOK;
KANG, IN HYE y
CHOI, SU JIN

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 562 640 T3

DESCRIPCION
Nuevo bacteriéfago y composicion antibacteriana que comprende el mismo
Campo técnico
La presente invencion se refiere a un nuevo bacteriéfago.

Antecedentes de la técnica

Salmonella es un género de la familia Enterobacteriaceae, caracterizado como bacterias Gram-negativas,
facultativamente anaerobias, no formadoras de esporas, con forma de bastén, y la mayoria de las cepas se mueven
con flagelos. Salmonella tiene un contenido medio de GC gendmico de un 50-52 %, que es similar al de Escherichia
coliy Shigella. El género Salmonella es un microorganismo patégeno que causa infecciones en ganado asi como en
seres humanos. La division seroldgica contiene a Salmonella enterica, una especie de Salmonella bacterium, que
tiene una diversidad de serotipos que incluyen Gallinarum, Pullorum, Typhimurium, Enteritidis, Typhi, Choleraesuis, y
derby (Bopp CA, Brenner FW, Wells JG, Strokebine NA. Escherichia, Shigella, Salmonella. En Murry PR, Baron EJ, y
col., eds. Manual of Clinical Microbiology. 72 ed. Washington DC American Society for Microbiology 1999; 467-74;
Ryan KJ. Ray CG (editores) (2004). Sherris Medical Microbiology (42 ed). McGraw Hill. ISBN 0-8385-8529-9.). De
ellos, Salmonella, Gallinarum y Pullorum son agentes patégenos adaptados en aves de corral, Salmonella Typhi es
un agente patdgeno adaptado en seres humanos, Salmonella Choleraesuis y Salmonella derby son agentes
patégenos adaptados en porcino, y Salmonella Enteritis y Salmonella Typhimurium son agentes patégenos para
seres humanos y animales. Cada serotipo causa enfermedad en las respectivas especies, dando como resultado un
dafio enorme a granjeros o consumidores.

Una enfermedad de aves domésticas causada por Salmonella bacterium es la Tifosis Aviar (FT), que esta causada
por un agente patogeno, Salmonella Gallinarum (denominado "SG" en lo sucesivo en el presente documento). La
Tifosis Aviar (FT) es una enfermedad septicémica de aves domésticas tales como pollo y pavo, y el curso puede ser
agudo o cronico con mortalidad elevada. Un informe reciente ha propuesto que la Tifosis Aviar se produce
frecuentemente Europa, América del Sur, Africa, y en el sudeste asiatico, con dafios que aumentan cada afio. Los
brotes de FT en Corea del Sur se han informado de este 1992 y las pérdidas econdmicas causadas por la FT en
gallinas ponedoras de color marron son muy graves (Kwon Yong-Kook. 2000 annual report on avian diseases.
Publicacion de informacion del Servicio Nacional de Investigacion y Cuarentena Veterinaria. Marzo de 2001; Kim Ae-
Ran y col., The prevalence of pullorum disease-fowl typhoid in grandparent stock and parent stock in Korea, 2003,
Korean J Vet Res (2006) 46 (4): 347~353).

La pullorosis también esta causada por una cepa de la bacteria Salmonella, Salmonella Pullorum (denominada "SP"
en lo sucesivo en el presente documento). La pullorosis se produce en cualquier edad o estacion, pero los pollos
jovenes son particularmente susceptibles a la enfermedad. Durante el ultimo siglo, ha sido una enfermedad grave
entre pollos jovenes de 1-2 semanas de edad o mas jovenes. Desde la década de 1980, la aparicion ha disminuido
en gran medida. Sin embargo, ha vuelto a aumentar desde mediados de 1990 (Kwon Yong-Kook. 2000 annual report
on avian diseases. Publicacion de informacion del Servicio Nacional de Investigacion y Cuarentena Veterinaria.
March, 2001; Kim Ae-Ran y col., The prevalence of pullorum disease-fowl typhoid in grandparent stock and parent
stock in Korea, 2003, Korean J Vet Res (2006) 46 (4): 347~353).

En Corea del Sur, los brotes de Tifosis Aviar y Pullorosis han aumentado desde la década de 1990, provocando
dafos econdémicos a los granjeros. Por esta razén, se ha usado una vacuna de SG viva atenuada en pollos para
consumo para prevenir la Tifosis Aviar desde 2004 (Kim Ae-Ran y col., The prevalence of pullorum disease-fowl
typhoid in grandparent stock and parent stock in Korea, 2003, Korean J Vet Res (2006) 46 (4): 347~353). Su eficacia
es dudosa, y el uso de la vacuna viva no se permite en aves ponedoras debido al riesgo de infecciones transmitidas
por el huevo. Desafortunadamente, aun no hay estrategias preventivas disponibles en el mercado frente a la
Pullorosis, similar a la Tifosis Aviar. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de nuevos maneras de evitar la
Tifosis Aviar y la Pullorosis.

Mientras tanto, Salmonella Enteritidis (denominada "SE" en lo sucesivo en el presente documento) y Salmonella
Typhimurium (denominada "ST" en lo sucesivo en el presente documento) son agentes patdégenos zoondticos, que
no muestran especificidad hacia el hospedador, al igual que SG o SP (Informe de Zoobises; Reino Unido 2003).

SE y ST son agentes causales de la salmonelosis en aves de corral, cerdos y ganado. La salmonelosis, causada por
bacterias de Salmonella, es una infeccion aguda o cronica del tracto digestivo en el ganado, y muestra los sintomas
principales de fiebre, enteritis, y septicemia, en ocasiones neumonia, artritis, aborto, y mastitis. La salmonelosis se
produce en todo el mundo, y de forma mas frecuente durante los meses de verano (T.R. Callaway y col.,
Gastrointestinal microbial ecology and the safety of the food supply as related to Salmonella. J Anim Sci
2008.86:E163-E172). En el ganado, algunos sintomas habituales incluyen pérdida de apetito, fiebre, diarrea de color
marrén oscuro o moco sanguinolento en las heces. La infecciéon aguda en los terneros conduce a una muerte rapida,
y la infeccion durante el embarazo conduce a muerte del feto debida a septicemia, dando como resultado un aborto
prematuro (www.livestock.co.kr). En cerdos, la salmonelosis se caracteriza clinicamente por tres sindromes
principales: septicemia aguda, enteritis aguda, y enteritis cronica. La septicemia aguda se produce en lechones de
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2~4 meses de edad, y la muerte normalmente se produce a los 2~4 dias después del inicio de los sintomas. La
enteritis aguda se produce durante el periodo de engorde, y va acompafiada por diarrea, fiebre elevada, neumonia,
signos nerviosos. En algunos casos graves se puede producir decoloracion de la piel. La enteritis cronica va
acompafada de diarrea continua (www.livestock.co.kr).

Una vez que se produce un brote de salmonelosis por SE y ST en aves de corral, cerdos, y ganado, es dificil curar
solamente con agentes terapéuticos. Las razones son que la bacteria Salmonella presenta una fuerte resistencia a
diversos farmacos y vive en células que son impermeables a los antibiéticos desde la aparicion de los sintomas
clinicos. Hasta ahora, no ha habido procedimientos para tratar de forma eficaz la salmonelosis causada por SE y ST,
incluyendo antibiéticos (www.lhca.or.kr).

Al igual que en el ganado, SE y ST causan infecciones en seres humanos a través del ganado y sus productos, lo
que conduce a intoxicacion alimentaria por Salmonella. La ingesta de productos de ganado porcino cocinados de
forma inapropiada, infectados (por ejemplo, productos de carne, productos de ave, huevos y productos secundarios)
infecta a los seres humanos. La intoxicacion alimentaria por Salmonella en seres humanos normalmente implica el
inicio rapido de dolor de cabeza, fiebre, dolor abdominal, diarrea, nauseas y vémitos. Los sintomas normalmente
aparecen a las 6-72 horas después de la ingesta del organismo, y pueden persistir durante un periodo tan largo
como 4-7 dias o incluso mas largo (NSW+HEALTH. 2008.01.14.).

De acuerdo con un informe de CDC (The Centers for Disease Control and Prevention, USA), un 16 % de apariciones
de intoxicacion alimentaria en seres humanos entre 2005 y 2008 se atribuyeron a bacterias de Salmonella, con SE y
ST siendo responsables de un 20 % y un 18 % de las mismas, respectivamente. Con respecto a la intoxicacion
alimentaria por Salmonella en seres humanos entre 1973 y 1984, los vehiculos de transmisién alimentarios
implicados fueron supuestamente pollo (5 %), carne de res (19 %), cerdo (7 %), productos lacteos (6 %), y pavo (9
%). En 1974~1984, el ensayo de contaminaciéon bacteriana en pollos para consumo durante el procedimiento de
matanza mostraba un 35 % o mas de incidencia de Salmonella. En 1983, la Salmonella se aislé en un 50,6 % de
pollos, un 68,8% de pavo, un 60 % de ganso, un 11,6 % de cerdo, y un 1,5 % de carne de res. Ademas, una
encuesta realizada en 2007 informaba que la Salmonella se encontraba en un 5,5 % de carne de aves de corral sin
procesar y un 1,1 % de cerdo sin procesar. En particular, se revelé que SE normalmente originada a partir de huevos
o carne de aves de corral, y ST de carne de cerdo, carne de aves de corral, carne de res contaminadas
(www.cdc.gov) (Centers for Disease Control and Prevention (CDC)). Por ejemplo, la intoxicacion alimentaria causada
por SE ha aumentado rapidamente en Estados Unidos, Canada y Europa desde 1988, y algunos estudios
epidemioldgicos demostraron que esto se atribuia a huevos o alimentos que contenian huevo (Agre-Food Safety
Information Service (AGROS). Domestic and foreign food poisoning occurrence and management trend. 2008. 02).
Una evaluacién de riesgo dirigida por FAO y OMS en 2002 indicaba que la incidencia de salmonelosis en seres
humanos transmitida a través de huevos y carne de ave de corral parecia tener una relacion lineal con el predominio
de Salmonella observada en aves de corral. Esto significa que, cuando se reduce el predominio de Salmonella en
aves de corral, la incidencia de salmonelosis de seres humanos disminuira (Salmonella control at the source;
Organizacion Mundial de la Salud. International Food Safety Authorities Network (INFOSAN) Information Note No.
03/2007). Recientemente, las preocupaciones con respecto a la seguridad alimentaria se han visto impulsadas por
brotes de Salmonella de productos tan variados como cacahuates, espinacas, tomates, pistachos, pimientos y, mas
recientemente, masa para galletas (Jane Black y Ed O’Keefe. Overhaul of Food Safety Rules in the Works.
Washington Post Staff Writers Wednesday, July 8, 2009).

Por estas razones, las infecciones por Salmonella se deben informar en Alemania (6 y 7 de la ley alemana sobre
prevencion de enfermedades infecciosas, Infektionsschutzgesetz). Entre 1990 y 2005 el nuimero de casos
oficialmente registrados disminuyé de aproximadamente 200.000 casos a aproximadamente 50.000. Se calcula que
cada cinco personas en Alemania es portadora de Salmonella. En Estados Unidos, cada afio se informan
aproximadamente 40.000 casos de infeccion por Salmonella (en.wikipedia.org/wiki/ Salmonella#cite_note-2).

Por lo tanto, existe una necesidad urgente del control de SE y ST, que causa salmonelosis en ganado y seres
humanos. Los esfuerzos colaboradores de USDA y FDA han desarrollado una serie de estrategias eficaces para
prevenir la salmonelosis que causa aproximadamente 1 millon de casos de enfermedades transmitidas por alimentos
en Estados Unidos. Entre ellas una regla final, expedida por la FDA, es reducir la contaminacion en huevos. La FDA
ahora requiere que los productores de huevos sometan a ensayo en forma regular la Salmonella letal durante la
produccion, almacenamiento y transporte de huevos. Como resultado, se calcula que cada afo se evitaran 79.000
enfermedades y 30 muertes debidas a huevos contaminados (Jane Black y Ed O’Keefe. Overhaul of Food Safety
Rules en the Works. Washington Post Staff Writers Wednesday, July 8, 2009). En Dinamarca, algunos calculos
conservadores de un analisis de beneficio de costes que compara los costos control de la Salmonella en el sector de
produccion con los costes globales de salud publica por salmonelosis sugieren que las medidas de control de
Salmonella ahorraron a la sociedad danesa 14,1 millones de délares americanos en el afio 2001 (Salmonella control
at the source. Organizacion Mundial de la Salud. International Food Safety Authorities Network (INFOSAN)
Information Note No. 03/2007).

Mientras tanto, el bacteriéfago es un tipo de virus especializado que infecta y destruye solamente bacterias, y se

puede autorreplicar solamente dentro de las bacterias hospedadoras. El bacteriéfago consta de material genético en
forma de ADN o ARN mono o bicatenario rodeado por una cobertura proteica. Los bacteriéfagos se clasifican en tres
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formas estructurales basicas: una cabeza con forma de icosaedro (veinte lados) con una cola; una cabeza con forma
de icosaedro sin una cola; y una forma filamentos. Basandose en la estructura de su cola, la forma de bacteriéfagos
mas abundante, que tienen una cabeza con forma de icosaedro con una cola, se dividen adicionalmente en:
Myoviridae, Siphoviridae, y Podoviridae, que se caracterizan por colas contractiles, no contractiles largas, y no
contractiles cortas, respectivamente. Los bacteriéfagos que tienen una cabeza con forma de icosaedro sin una cola
se dividen basandose en la forma de su cabeza componentes, y la presencia de una cobertura. Los bacteriéfagos
filamentosos que tienen ADN como su material genético se dividen basandose en su tamario, forma, cobertura, y
componentes del filamento (H.W. Ackermann. Frequency of morfological phage descriptions in the year 2000; Arch
Virol (2001) 146: 843-857; Elizabeth Kutter y col. Bacteriophages biology and application; CRC press).

Durante la infeccién, un bacteriéfago ataca a una bacteria e inserta su material genético en la célula. Después de
esto, un bacteriofago sigue uno de dos ciclos de vida, litico o lisogénico. Los bacteriéfagos liticos se encargan de la
magquinaria de la célula para preparar componentes de fago. A continuacion destruyen o alisan la célula, liberandolo
las particulas de fago. Los bacteriéfagos lisogénicos incorporan su acido nucleico en el cromosoma de la célula
hospedadora y se replican con la misma en forma de una unidad sin destruir la célula. En ciertas condiciones,
algunos fagos lisogénicos se pueden inducir para que sigan un ciclo litico (Elizabeth Kutter y col. Bacteriophages
biology and application. CRC Press).

Después del descubrimiento de bacteriéfagos, inicialmente se deposité muchisima confianza en su uso para terapia
en enfermedades infecciosas. Sin embargo, cuando los antibiéticos de amplio espectro comenzaron a usarse de
forma habitual, se observd que algunos bacteriéfagos eran innecesarios debido a un espectro diana especifico. No
obstante, el uso incorrecto y el abuso de antibidticos dio como resultado el aumento de las preocupaciones con
respecto a la resistencia a antibioticos y efectos nocivos de antibidticos residuales en los alimentos (Cislo, M y col.
Bacteriophage treatment of suppurative skin infections. Arch Immunol. Ther. Exp. 1987.2: 175-183; Kim sung-hun y
col., Bacteriophage; New Alternative Antibiotics. Biological research information center (BRIC)). En particular, se
sabe que el promotor del crecimiento antimicrobiano (AGP), afiadido a alimentos de animales para aumentar el
crecimiento, induce resistencia a antibidticos, y por lo tanto, se ha introducido recientemente la prohibicion del uso de
promotor de crecimiento antimicrobiano (AGP). En la Unidon Europea, el uso de todos los promotores de crecimiento
antimicrobiano (AGP) se prohibié a partir de 2006. Corea del Sur ha prohibido el uso de algunos AGP a partir de
2009, y esta considerando restricciones sobre el uso de todos los AGP en el futuro.

Estas preocupaciones crecientes con respecto al uso de antibiéticos han conducido a una reaparicion del interés en
los bacteriéfagos como una alternativa a los antibiéticos. En el documento de Patente de Estados Unidos N°
6.485.902 se desvelan siete bacteriéfagos para control de 0157:H de E.coli (Uso de bacteriéfagos para control de
0157 de Escherichia coli, expedida en 2002). En el documento de Patente de Estados Unidos N° 6.942.858 se
desvelan dos bacteriofagos para control de diversos microorganismos (expedida por Nymox en 2005). Muchas
compafiias han intentado desarrollar de forma activa diversos productos usando bacteriéfagos. El sistema
alimentario de EBI (Europa) desarrollé un aditivo alimentario para prevenir la intoxicaciéon alimentaria causada por
Listeria monocytogenes, denominada Listex-P100, que es el primer producto de bacteriéfago aprobado por la de US
FDA. También se desarrollé un producto basado en fagos, LMP-102 como un aditivo alimentario frente a Listeria
monocytogenes, aprobado como GRAS (Generalmente Reconocido Como Seguro). En 2007, se desarrolld un
lavado basado en fagos producido por OmniLytics para prevenir la contaminacion por 0157 de E.coli de carne de res
durante la matanza, aprobado por el Food Safety and Inspection Service (FSIS) de USDA. En Europa, el fago
NCIMB 30008 de Clostridium sporogenes y el fago NCIMB 30008 de Clostridium tyrobutiricum se registraron como
conservantes de alimentos frente a contaminacién de alimentos por Clostridium en 2003 y 2005, respectivamente.
Tales estudios muestran que en la actualidad se esta desarrollando investigacion en bacteriéfagos para uso como
antibioticos frente a patdégenos zoondticos en productos de ganado.

Sin embargo, la mayoria de los estudios de biocontrol de fagos se han centrado en el control de E.coli, Listeria, y
Clostridium. La Salmonella también es un agente patégeno zoonético, y algunos dafios debidos a este agente
patégeno no se reducen. Como se ha mencionado anteriormente, dado que SE y ST presentan resistencia a
multiples farmacos, en Corea del Sur se ha realizado vigilancia de resistencia antimicrobiana a nivel nacional bajo el
Decreto de Aplicacion de la Ley para la Prevencion de Enfermedades Contagiosas (Orden Ejecutiva 16961),
Ordenanza de aplicacién de la Ley para la Prevencion de Enfermedades Contagiosas (Orden 179 del Ministerio de
Salud y Bienestar Social), y Organizacion del Instituto Nacional de la Salud (Orden Ejecutiva 17164). Por
consiguiente, existe una necesidad de desarrollo de bacteriéfagos para controlar Salmonella.

Divulgacion de la invencién

Problema Técnico

Como parte mas destacada de la presente invencion, la investigacion intensa y exhaustiva en bacteriéfagos,
aislados a partir de fuentes naturales, que infectan las aves de corral con el agente patégeno Salmonella, realizados
por los presentes inventores, con el objetivo de superar los problemas que se producen después del uso incorrecto o
uso excesivo de antibidticos de amplio espectro, tal como la aparicion de bacterias resistentes a farmaco o a
multiples farmacos, etc., dio como resultado el hallazgo de que algunos de los bacteriéfagos aislados tienen una
actividad bactericida especifica frente a Salmonella Enteritidis (SE), Salmonella Typhimurium (ST), Salmonella
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Gallinarum (SG) y Salmonella Pullorum (SP) sin influencias en bacterias beneficiosas, ademas de mostrar
resistencia a acidos y al calor excelentes y tolerancia a la desecaciéon, como se identifica para las propiedades
morfolégicas, bioquimicas y genéticas de los mismos, y por lo tanto que los bacteriéfagos se pueden usar como
principios activos de composiciones para la prevencién y tratamiento de enfermedades mediadas por Salmonella
Enteritidis o Salmonella Typhimurium, tales como salmonelosis de ganado e intoxicacion alimentaria por Salmonella,
y enfermedades mediadas por Salmonella Gallinarum o Salmonella Pullorum, en particular, Tifosis Aviar y Pullorosis.
Ademas, el bacteriéfago de acuerdo con la presente invencion se puede aplicar a diversos productos para el control
de bacterias de Salmonella, incluyendo aditivos alimentarios para ganado, agua potable para ganado, desinfectantes
de granero, y productos de limpieza para productos carnicos.

Soluciéon al Problema

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un nuevo bacteriéfago que tiene una actividad especifica frente a
una o mas bacterias de Salmonella seleccionadas entre el grupo que consiste en Salmonella Enteritidis, Salmonella
Typhimurium, Salmonella Gallinarum, y Salmonella Pullorum, que esta depositado con el niumero de referencia
KCCM11030P.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar una composicion para la prevencion o tratamiento de
enfermedades infecciosas causadas por una o mas bacterias de Salmonella seleccionadas entre el grupo que
consiste en Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Gallinarum, y Salmonella Pullorum, que
comprenden el bacteriéfago que esta depositado con el niumero de referencia KCCM11030P como un principio
activo.

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar un aditivo alimentario para ganado y agua potable para
ganado, que comprende el bacteriéfago que esta depositado con el nimero de referencia KCCM11030P.

Ademas un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar un producto de limpieza o un desinfectante,
que comprende el bacteriéfago que esta depositado con el nimero de referencia KCCM11030P como un principio
activo.

En el presente documento se describe adicionalmente un procedimiento para prevenir o tratar la salmonelosis o en
intoxicacion alimentaria por Salmonella causada por Salmonella Enteritidis o Salmonella Typhimurium usando la
composicion que comprende el bacteriéfago que esta depositado con el numero de referencia KCCM11030P como
un principio activo. Ademas, en el presente documento se describe un procedimiento para prevenir o tratar la tifosis
aviar y la pullorosis causadas por Salmonella Gallinarum o Salmonella Pullorum.

Efectos Ventajosos de la Invenciéon

El nuevo bacteriéfago de la presente invencion tiene una actividad bactericida especifica frente a una o mas cepas
de Salmonella seleccionadas entre el grupo que consiste en Salmonella Enteritidis, Salmonella. Tiphimurium,
Salmonella Gallinarum, y Salmonella Pullorum, ademas de mostrar resistencia a acidos y al calor excelentes y
tolerancia a la desecacion. Por lo tanto, el nuevo bacteriéfago de la presente invencion se puede usar para el control
de Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Gallinarum, y Salmonella Pullorum asi como para
prevenir o ftratar enfermedades infecciosas causadas por Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium,
Salmonella Gallinarum, o Salmonella Pullorum, incluyendo salmonelosis, intoxicacion alimentaria por Salmonella,
Tifosis Aviar y Pullorosis.

Breve Descripcién de las Figuras

La FIG. 1 es una fotografia de microscopia electrénica de ®CJ7, que muestra que ®CJ7 pertenece al grupo
morfotipico de la familia Siphoviridae, caracterizado por una capside isométrica y una cola contractil larga;

la FIG. 2 es una fotografia que muestra la formacion de placas de ®CJ7 en un cultivo de bacterias de
Salmonella: A: en un cultivo de SE; B: en un cultivo de ST; C: en un cultivo de SG; D: en un cultivo de SP; E: en
un cultivo de SA; F: en un cultivo de SB; G: en un cultivo de SC; H: en un cultivo de SD. Las placas se forman en
los cultivos de SE, ST, SG y SP, pero no en los cultivos de SA, SB, SC y SD.

la FIG. 3 es el resultado de SDS-PAGE del bacteriéfago ®CJ7 aislado, en el que se muestran patrones de
proteina del bacteri6fago, con la aparicion de proteinas principales a 38 kDa, 63 kDa, 52 kDa y 12 kDa (See-blue
mas 2 patrén tefiido previamente (Invitrogen) usado como marcador);

la FIG. 4 es el resultado de PFGE del bacteriéfago ®CJ7 aislado, que muestra el tamafio del genoma total de
aproximadamente 39,2 a 44,1 kpb, con un patron de tamafio de ADN de 5 kpb (Bio-rad) que sirve como un
marcador de tamano;

la FIG. 5 es el resultado de PCR, realizada usando cada cebador expuesto para el ADN gendmico de ®CJ7: A:
un conjunto de cebador de las SEC ID N°°: 5y 6; B: un conjunto de cebador de las SEC ID N°°: 7 y 8; C: un
conjunto de cebador de las SEC ID N°°: 9 y 10; y D: un conjunto de cebador de las SEC ID N°°: 11 y 12. Todos
los productos de PCR tenian una longitud de 500 pb ~ 3 kpb;

la FIG. 6 es el resultado de ensayo de resistencia a acidos en el bacteriéfago ®CJ7, que muestra el numero de
bacteriéfagos que sobreviven a pH 2,1, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 5,5, 6,4, 6,9, 7,4, 8,0, 9,0, 9,8 y 11,0. El bacteriéfago
®CJ7 no perdia su actividad hasta pH 3,0, pero perdia completamente su actividad a pH 2,5 o inferior, en
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comparacioén con el control;

la FIG. 7 es el resultado de ensayo de resistencia al calor en el bacteriéfago ®CJ7, que muestra el nimero de
bacteriéfago que sobreviven a 37, 45, 53, 60, 70 y 80 °C durante 0, 10, 30, 60 y 120 min. El bacteriéfago ®CJ7
mantenia su actividad a 70 °C hasta 2 horas, perdia su actividad un poco cuando se exponia a 80 °C durante
10 mins, perdia totalmente su actividad cuando se exponia a mas tiempo;

la FIG. 8 es el resultado de ensayo de resistencia a desecacion en el bacteri6fago ®CJ7 con la ayuda de una
secadora de velocidad (Lab Plant), en que cuando los cambios de titulaciéon en la condicion seca se median en
comparacion con titulaciones previas al secado, la actividad se mantenia en un 100 %;

la FIG. 9 es un grafico en el que los pesos corporales de ratas se representan frente al tiempoalos 1,3,7,10y
14 dias después de la administracién y antes de la administraciéon con el bacteriéfago ®CJ7, mostrando que no
se encontraban cambios significativos en el peso corporal en comparacion con el control (m; control de machos,
0; grupo de ensayo con machos administrados con ®CJ7, e; control de hembras, o; grupo de ensayo con
hembras administradas con ®CJ7); y

la FIG. 10 es un grafico que muestra el efecto desinfectante de ®CJ7. Se observd que ®CJ7 era eficaz en todas
las condiciones de agua ligera, dilucién organica, y agua ligera + leche al 20 %. En particular, el efecto mas
elevado se obtuvo 2,5 horas después del tratamiento con ®CJ7. El producto Harasol (Yuhan Corporation, Corea)
disponible en el mercado, como un control positivo, presentaba efectos excelentes en la condicién de agua
ligera, pero sin efectos en la dilucidon organica, y efecto reducido en gran medida en la condicion de agua ligera +
leche al 20 % (m; agua ligera de control, o; dilucién organica de control, ; agua ligera de control + leche al 20 %,
e; agua ligera con ®CJ7, o; dilucién organica con ®CJ7, ; agua ligera con ®CJ7 + leche al 20 %, A; agua ligera
con Harasol, A; dilucién organica con Harasol; agua ligera con Harasol + leche al 20 %).

Mejor Modo para Realizar la Invencion

De acuerdo con un aspecto de la misma, la presente invencion se refiere a un nuevo bacteriéfago aislado, ®CJ7,
depositado con el numero de referencia KCCM11010P, que tiene una actividad bactericida especifica frente a
Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Gallinarum, o Salmonella Pullorum.

El bacteriéfago de la presente invencion pertenece a la familia Siphoviridae de morfotipo B 1 con la estructura
morfolégica que consiste en una capside isométrica y una cola larga, no contractil, caracterizado por un tamario del
genoma total de 38-45 kpb y proteinas estructurales principales que un tamafio que varia de 37 a 40 kDa, de 62 a
65 kDa, de 51 a 54 kDa y de 10 a 13 kDa.

En una realizacién preferente, el bacteriéfago de la presente invencion muestra la especificidad de especies de
infeccion especificamente solo de Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Gallinarum, o
Salmonella Pullorum.

En una realizacion preferente, el bacteriéfago de la presente invencion tienen un tamafio del genoma total de
aproximadamente 38-45 kpb, y de forma preferente aproximadamente 39,2-44,1 kpb. Ademas, el bacteriéfago puede
contener, como partes del genoma del mismo, una o mas moléculas de acido nucleico seleccionadas entre el grupo
que consiste en las SEC ID N°: 1 a 4. Preferentemente, el bacteriéfago contiene, como partes del genoma del
mismo, moléculas de &cido nucleico que consisten en las SEC ID N°°: 1 a 4.

Cuando se realiza PCR en presencia de un conjunto de cebador seleccionado entre las SEC ID N°*: 5y 6, SEC ID
N°*: 7y 8, SEC ID N°*: 9 y 10 y SEC ID N°% 11 y 12, con el genoma del bacteriéfago de la presente invencién
sirviendo como un molde, cada producto de PCR tiene una longitud de 500 pb ~ 3 kpb. Preferentemente, cuando se
realiza PCR en presencia del conjunto de cebador mencionado anteriormente, respectivamente, cada producto de
PCR tiene una longitud de 500 pb ~ 3 kpb.

La expresiéon "molécula de acido nucleico”, como se usa en el presente documento, pretende incluir moléculas de
ADN (ADNg y ADNc) y ARN. El término "nucleétidos”, que cuando se unen entre si, forman las unidades
estructurales de moléculas de acido nucleico, incluye los analogos de los mismos naturales y los modificados con
azucar o con base.

El bacteriéfago de la presente invencion tiene proteinas estructurales principales con un tamafo que varia de 37 a
40 kDa, de 62 a 65 kDa, de 51 a 54 kDa y de 10 a 13 kDa, y que corresponden preferentemente a tamafos
respectivos de aproximadamente 38 kDa, 63 kDa, 52 kDa y 12 kDa.

Ademas, el bacteriéfago de la presente invencion muestra propiedades bioquimicas de resistencia a acidos, calor y
desecacion.

Con mayor detalle, el bacteriofago de la presente invencion tiene resistencia excelente a acidos y calor de modo que
puede sobrevivir en un amplio intervalo de pH de 3,0 a 11,0 y un intervalo de calor de 37 °C a 70 °C. Con respecto a
la tolerancia a la desecacién del mismo, el bacteriéfago puede permanecer viable incluso a una temperatura elevada
y condicion seca de 120 °C/70 °C. Gracias a la superioridad del mismo en resistencia a acidos, calor y desecacion, el
bacteriéfago de la presente invencion se puede usar en un amplio intervalo de temperaturas y pH, encontrando
aplicaciones en composiciones y productos para la prevencion y tratamiento de enfermedades del ganado y
enfermedades humanas mediadas por ganado.
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El bacteriofago de la presente invencion que se aislé6 de muestras de aguas residuales de mataderos de pollos y se
identifico como en posesion de una actividad bactericida especifica frente a SG, SP, ST y SE vy las caracteristicas
mencionadas anteriormente, se denominé ®CJ7 y se deposito en el Korean Culture Center of Microorganisms (361-
221, Honje 1, Seodaemun, Seul) el 14 de agosto de 2009 con el numero de referencia KCCM11030P.

De acuerdo con un ejemplo de la presente invencion, las muestras de aguas residuales se recogieron de mataderos
de pollos y se usaron para aislar de las mismas bacteriéfagos que pueden lisar el SE de la célula hospedadora.
También se encontré que lisaban SG, SP y ST (FIG. 2 y Tabla 1). Un examen morfolégico con un microscopio
electronico confirmé que el bacteriéfago (PCJ7) pertenece a la familia Siphoviridae del morfotipo B1 (FIG. 1).

Se encontré que el bacteriéfago ®CJ7 de la presente invencion tenia proteinas estructurales de aproximadamente
38 kDa, 63 kDa, 52 kDa y 12 kDa, como se mide con un analisis de patrén de proteinas (FIG. 3).

Ademas, un analisis gendmico mostraba que ®CJ7 tiene un tamafio del genoma total de aproximadamente 44,1-
39,1 kpb (FIG. 4), con las moléculas de acido nucleico de SEC ID N°%: 1 a 4 incorporadas en el mismo (Ejemplo 6).
Ademas, se encontr6 que el bacteriéfago de la presente invencion tenia una similitud genética muy baja con
bacteriéfagos conocidos como se mide mediante la comparacion de similitud genética con otras especies, lo que
indica que el bacteriéfago de la presente invencion es uno nuevo (Tabla 2). Mas particularmente, cuando se realizd
PCR usando los conjuntos de cebador de las SEC ID N°%: 5y 6, SEC ID N°*: 7 y 8, SEC ID N°%: 9y 10, y SEC ID N°*:
11 y 12, que se disefiaron para ®CJ7, los productos de PCR resultantes tenian un tamafio de 500 pb ~ 3 kpb
(FIG. 5).

Ademas, se observo que las placas de fagos (formas claras formadas en un cultivo de cells en agar blando debido a
lisis con fago) que resultan de la infeccion de ®CJ7 en SE, ST, SG y SP tenian el mismo tamafio y turbidez (FIG. 2).

El ®CJ7 se examind para estabilidad en un amplio espectro de pH, temperatura y desecacion. Se observé que el
bacteriofago sobrevivia en un intervalo de pH de 3,0 a 11,0 (FIG. 6) y un intervalo de temperatura de 37 °C a 70 °C
(FIG. 7) ademas de permanecer viable de forma estable incluso después de desecacion a temperatura elevada (120
°C/70 °C) (FIG. 8).

Ademas, también se encontré que las cepas SE, ST, SG y SP de tipo silvestre entraban dentro del intervalo de
célula hospedadora de ®CJ7 (Tabla 3).

Cuando se administran por via oral con ®CJ7, se observo que algunas ratas permanecian sin cambio de peso (FIG.
9), mortalidad, sintomas generales (Tabla 4) y anomalia en érganos (Tabla 5).

Ademas, un ensayo de limpieza muestra que, cuando se usa en granjas de ganado, se encuentra que el
bacteriofago ®CJ7 controlar la Salmonella de forma eficaz (Tabla 7) y tiene actividad bactericida excelente y
coherente frente a cepas de Salmonella en diversas condiciones, en comparacion con agentes de limpieza
convencionales como controles positivos (Tabla 7).

Estos datos implican que el bacteriéfago ®CJ7 de la presente invencion se puede aplicar a diversos productos para
el control de bacterias de Salmonella.

De acuerdo con otro aspecto de la misma, la presente invencién se refiere a una composicién para la prevencion o
tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por una o mas bacterias de Salmonella seleccionadas entre el
grupo que consiste en Salmonella enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Gallinarum, y Salmonella
Pullorum, que comprenden el bacteriéfago de la reivindicacion 1 como un principio activo.

En una realizacién preferente, la composicion puede contener un antibiético.

Al tener actividad bactericida especifica frente a Salmonella enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella
Gallinarum, y Salmonella Pullorum, el bacteriéfago de la presente invencion se puede usar con el fin de prevenir o
tratar las enfermedades causadas por las bacterias. Preferentemente, algunos ejemplos de las enfermedades
infecciosas incluyen salmonelosis e intoxicacion alimentaria por Salmonella con Salmonella enteritidis o Salmonella
Typhimurium, Tifosis Aviar con Salmonella Gallinarum y Pullorosis con Salmonella Pullorum incluyen, pero no se
limitan a los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "samonelosis" se refiere a sintomas después de la infeccién con
Salmonella, tales como fiebre, dolor de cabeza, diarrea y vomitos. Es decir, la salmonelosis es una infeccién con
bacterias del género Salmonella, que va acompafada con dos sintomas representativos: septicemia tal como fiebre
tifoidea; y gastroenteritis aguda tal como intoxicacion alimentaria, enteritis, y bacteriemia aguda.

Como se usa en el presente documento, el término "prevencion” pretende incluir todas las acciones para contener o
retrasar la evolucion de la enfermedad a través de la administracion de la composicion. El término "tratamiento”, en
este contexto, incluye todas las acciones para mejorar o cambiar de forma beneficiosa la condicion del paciente a
través de la administracién de la composicion.
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La composicion de la presente invencion comprende ®CJ7 en una cantidad de 5x10% a 5x10% pfu/ml, y
preferentemente en una cantidad de 1 x 10°a1x 10" pfu/ml.

La composicion de la presente invencién puede comprender adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, y se puede formular junto con el vehiculo en alimentos, medicamentos y aditivos alimentarios.

Como se usa en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un
vehiculo o diluyente que ni causa irritacion significativa a un organismo ni degrada la actividad bioldgica ni las
propiedades del principio activo administrado. Para uso en la formulaciéon de la composicién en una preparacion
liquida, un vehiculo farmacéuticamente aceptable debe ser adecuado para estilizaciéon y biocompatibilidad. Algunos
ejemplos incluyen solucion salina, agua estéril, solucion de Ringer, solucion salina fisiolégica tamponada, solucién
de infusion de albumina, solucién de dextrosa, solucion de maltodextrina, glicerol, y etanol. Se pueden usar solos o
en cualquier combinacion de los mismos. Si fuera necesario, otro aditivo convencional, tal como antioxidantes,
tampones, agentes bacteriostaticos, etc., se pueden afiadir a la composicién. Cuando se combinan adicionalmente
con diluyentes, dispersantes, tensioactivos, aglutinantes y/o lubricantes, la composicién de la presente invencion se
puede formular en inyecciones tales como soluciones acuosas, suspensiones y emulsiones, o pildoras, capsulas,
granulos, o comprimidos.

Las composiciones profilacticas o terapéuticas de la presente invencién se pueden aplicar por via local a las zonas
afectadas mediante revestimiento o pulverizacion.

Como alternativa, la composicién de la presente invencién se puede administrar a través de vias orales o
parenterales. Las vias parenterales estan disponibles para administracién intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
subcutanea o topica.

Dependiendo de una diversidad de factores que incluyen formulaciones, el modo de administracion, la edad, peso,
sexo, condicion y dieta del paciente o animal que se esta tratando, el tiempo de administracion, la via de
administracion, la tasa de excrecion, y sensibilidad de la reaccion, la dosificacién adecuada de la composicion de la
presente invencién variara cuando se aplica, pulveriza o administra. Para los expertos en la materia sera evidente
que cuando la composicién farmacéutica se administra a pacientes, la dosis diaria total adecuada la puede
determinar un médico o veterinario que tratan a los pacientes dentro del alcance del criterio médico sensato.

Las preparaciones de dosificacion oral de la composiciéon de la presente invencién pueden tomar la forma de
comprimidos, trociscos, pastillas para chupar, suspensiones acuosa o de emulsion, polvos o granulos, emulsiones,
capsulas duras o blandas, jarabes o elixires. Las formas de dosificacion oral tales como comprimidos y capsulas
pueden comprender un aglutinante tal como lactosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidén, amilopectina, celulosa o
gelatina, un excipiente tal como fosfato dicalcico, un agente disgregante tal como almidéon de maiz o almidon de
patata dulce, un lubricante tal como estearato de magnesio, estearato calcico, estearilfumarato sdédico, o cera de
polietilenglicol. Para capsulas, se puede usar adicionalmente un vehiculo liquido tal como lipido.

Para administracion no oral, la composicion de la presente invencion se puede formular inyecciones a través de vias
subcutanea, intravenosa, o intramuscular, supositorios, o pulverizaciones inhalables a través del tracto respiratorio,
tales como aerosoles. Algunas formas de inyeccidon se pueden preparar por disoluciéon o suspension de la
composicion de la presente invencion, junto con un estabilizante o un tampén, en agua y cargando la solucién
suspension en formas unitarias de ampollas o vial. Para pulverizaciones, tales como aerosoles, un agente propulsor
para pulverizacion de un concentrado dispersado en agua o polvo de humectacion se puede usar en combinacion
con un aditivo.

El " antibiético", como se usa en el presente documento, se refiere una sustancia o compuesto que se pueden
administrar a animales para eliminar bacterias o inhibir su crecimiento y pretende incluir agentes antisépticos,
bactericidas y antibacterianos. Los animales son mamiferos incluyendo seres humanos. Gracias a la ventaja de
presentar una especificidad mas elevada para Salmonella con respecto a otros antibidticos convencionales, el
bacteriéfago de la presente invencién puede eliminar los agentes patégenos especificos sin afectar a las bacterias
beneficiosas. Ademas, el bacteriéfago de la presente invencion no induce resistencia a farmacos de modo que se
puede proporcionar como un nuevo antibiético con un ciclo de vida largo.

De acuerdo con un aspecto adicional de la misma, la presente invencion se refiere a un alimento o agua potable
para animales, que comprende el bacteriéfago como un principio activo.

Algunos antibiéticos de aditivos alimentarios usados en la industria de pesca y ganaderia estan destinados a
prevenir infecciones. Sin embargo, la mayoria de los antibiéticos de aditivos alimentarios disponibles en la actualidad
son problematicos porque son aptos para inducir la aparicion de cepas resistentes y se pueden transferir a seres
humanos ya que permanecen en productos de ganado. La absorcién de tales antibidticos residuales puede hacer
que algunos patdgenos humanos se conviertan en resistentes a antibiéticos, dando como resultado la propagacion
de enfermedades. Ademas, muchos tipos de antibidticos de aditivos alimentarios, usados normalmente en
combinacién en alimentos para animales, puede causar la apariciéon de cepas resistentes a multiples farmacos. Por
lo tanto, el bacteriéfago de la presente invencion se puede usar como un antibiético de aditivo alimentario que es lo
suficientemente ecoldgico como para ser una solucion a los problemas.
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El alimento para animales de acuerdo con la presente invencion se puede preparar mediante la adicion del
bacteriéfago directamente o en una forma de aditivo alimentario separada a un alimento para animales. En un
alimento para animales, el bacteriéfago de la presente invencion puede adquirir una forma liquida o una forma seca,
y existe preferentemente en forma de un polvo seco. En este sentido, el bacteriéfago de la presente invencion se
puede secar mediante secado con aire, secado natural, secado por pulverizaciéon o liofilizacién, pero estos
procedimientos de secado no limitan la presente invencion. El bacteriéfago de la presente invencion se puede afhadir
en forma de polvo en una cantidad de un 0,05 % a un 10 % en peso, preferentemente en una cantidad de un 0,1 % a
un numero 2 % en peso, basandose en el peso total del alimento para animales. El alimento para animales puede
comprender otros aditivos convencionales utiles para la conservacion del mismo a largo plazo, ademas del
bacteriofago de la presente invencion.

Al aditivo alimentario de la presente invencion se le puede afadir otro microorganismo no patogeno. El
microorganismo adicional disponible se puede seleccionar entre el grupo que consiste en Bacillus subtilis que puede
producir proteasa, lipasa e invertasa, cepa de Lactobacillus sp. que puede ejercer actividad fisioldégica y una funcion
de descomposicion en condiciones anaerobias, tales como en el estbmago de ganado, hongos filamentosos que
incluyen Aspergillus oryzae (J Animal Sci 43: 910-926, 1976) que aumenta el peso de los animales domésticos,
aumenta la produccién de leche y ayuda a la digestion y capacidad de absorcion de alimentos, y levadura que
incluye Saccharomyce scerevisiae (J Anim Sci 56: 735-739, 1983).

El alimento para animales que comprende ®CJ7 de acuerdo con la presente invencion puede incluir alimentos
basados en plantas, tales como granos, nueces, productos secundarios alimenticios, algas, fibra, productos
secundarios farmacoldgicos, aceite, almidones, harina, productos secundarios de grano, y alimentos de origen
animal tales como proteinas, minerales, grasa, proteinas de células individuales, zooplancton, y desechos de
alimentos, pero no se limita a los mismos.

El aditivo alimentario que comprende ®CJ7 de acuerdo con la presente invencion puede incluir aditivos para
prevenir el deterioro de la calidad, tales como aglutinantes, emulgentes y conservantes, y aditivos para aumentar la
utilidad, tales como aminoacidos, vitaminas, enzimas, probidticos, aromatizantes, nitrégeno no proteico, silicatos,
agentes de tamponamiento, agentes colorantes, extractos, y oligosacaridos, pero no se limita a los mismos.

Cuando se proporciona con agua potable que contiene el bacteriéfago de la presente invencion, la poblacion de
bacterias de Salmonella en el intestino del ganado se puede reducir continuamente en el mismo ganado. Como
resultado, se puede producir ganado sin Salmonella.

De acuerdo con otro un aspecto adicional de la misma, la presente invencion se refiere a un agente de limpieza o un
desinfectante, que comprende el bacteriéfago como un principio activo.

El agente desinfectante que comprende el bacteri6fago como un principio activo es muy util para higiene de
alimentos frente a, por ejemplo, intoxicacion alimentaria. Con detalle, el agente desinfectante se puede usar, no
solamente como un agente o un aditivo alimentario para prevenir la contaminacion con Salmonella, sino también en
la produccién de ganado sin Salmonella. Para eliminar la Salmonella, el agente desinfectante también se puede
pulverizar sobre aguas residuales domésticas y se puede aplicar a granjas avicolas, mataderos, lugares en los que
murié el ganado, espacios de cocina e instalaciones de cocina, y cualquier zona en la que actuen las aves.

Ademas, el agente de limpieza que comprende el bacteriéfago como un principio activo se puede usar en una zona
corporal de animales vivos, tales como piel, Lomas y similares, ya esta contaminada o potencialmente contaminada
con bacterias de Salmonella.

Ademas, en el presente documento se describe un procedimiento para la prevencién o tratamiento de enfermedades
infecciosas mediadas por Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Gallinarum, o Salmonella
Pullorum, que comprende la administracion de un bacteriéfago, a un animal con necesidad del mismo, que tiene una
actividad bactericida especifica frente a Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Gallinarum, o
Salmonella Pullorum.

Ademas, en el presente documento se describe un procedimiento para la prevencién o tratamiento de enfermedades
infecciosas mediadas por Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Gallinarum, o Salmonella
Pullorum, que comprende la administracién de una composicién, a un animal con necesidad de la misma, para la
prevencion o tratamiento de enfermedades mediadas por Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium,
Salmonella Gallinarum, o Salmonella Pullorum.

La composiciéon de la presente invencion se puede administrar en forma de una formulacién farmacéutica en
animales o se puede ingerir en forma de una mezcla con alimentos o agua potable para animales y preferentemente
en forma de una mezcla con alimentos para animales. En la presente invencion, los animales incluyen ganado,
cerdos, pollo, aves de corral y seres humanos, pero no se limitan a los mismos.

Siempre y cuando alcance los tejidos diana, se puede tomar cualquier via, ya sea oral o parenteral, para la
administracion de la composicion de la presente invencion. Con detalle, la composicion de la presente invencién se
puede administrar a través de las vias oral, rectal, tépica, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intraarterial,

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 562 640 T3

transdérmica, intranasal, e inhalacion.

El procedimiento para el tratamiento de enfermedades comprende la administracién de la composicién de la
presente invencion en una cantidad terapéuticamente eficaz. Para los expertos en la materia es evidente que la
dosis diaria total la deberia determinar un médico veterinario que tratan a los pacientes dentro del alcance del criterio
médico sensato. La cantidad terapéuticamente eficaz para un paciente dado puede variar dependiendo de diversos
factores bien conocidos en la técnica médica, que incluyen el tipo y grado de la respuesta a conseguir, la edad, peso
corporal, estado de salud, sexo y dieta del paciente, tiempo y via de administracion, la tasa de secrecion de la
composicion, el periodo de tiempo de la terapia, composiciones en concreto de acuerdo a si se usan otros agentes
con las mismas o no, etc.

Una mejor comprension de la presente invencion se puede obtener a través de los siguientes ejemplos que
establecen para ilustracion, pero que no se deben interpretar como limitantes de la presente invencion.

Modo para la Invencién

EJEMPLO 1: Aislamiento de Bacteriéfago de Salmonella
1-1. Identificacion sistematica de bacteriéfago y aislamiento de bacteriéfago individual

De un matadero de pollos y una planta de eliminacién de aguas residuales cercana se transfirieron 50 ml de cada
muestra a un tubo de centrifuga, y se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min, seguido de filtracion del
sobrenadante a través de un filtro de 0,45 um. Se mezclaron 18 ml del filtrado de muestra con 150 pl de un medio de
cultivo en agitacion de Salmonella Enteritidis (denominada "SE" en lo sucesivo en el presente documento)
(DO60=2) y 2 ml de 10x de medio de Luria-Bertani (denominado "medio de LB" en lo sucesivo en el presente
documento), 10 g de triptona; 5 g de extracto de levadura; 10 g de NaCl; en un volumen final de 1 I). La mezcla se
cultivd a 37 °C durante 18 horas y a continuacion se centrifugé a 4000 rpm durante 10 min tras lo cual el
sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de 0,2 pm. Por separado, una mezcla de 3 ml de agar al 0,7 % (p/v) y
150 pl de del medio de cultivo en agitacion de SE (DOgoo = 2) se vertié a través de una placa de LB y se permitié que
solidificara. Sobre esta placa se extendieron 10 yl del filtrado de cultivo, seguido de incubacion durante 18 horas a
37 °C (como "agar de cobertura" se usé agar al 0,7 % y la valoracién del lisado de fago se realiz6 en la cobertura de
agar, denominada técnica de superposicion de agar blando).

Una dilucién del medio de cultivo de muestra que contenia el lisados de fago se mezclé con 150 pl de un medio de
cultivo en agitacion de SE (DOggo = 2) y se someti6é a ensayo de superposicion de agar blando para producir placas
individuales. Dado que una placa individual consistia en el mismo bacteriéfago, se tomo una placa y se disolvidé en
400 pl de una solucion de SM (NaCl, 5,8 g; 0,2 g de MgSO47Hy; Tris-Cl 1 M (pH 7,5), 50 ml; H20O, en un volumen
final de 1 1), y se dej6 durante 4 horas a temperatura ambiente para aislar bacteriéfagos individuales. Para amplificar
el bacteriofago aislado, se tomaron 100 pl del sobrenadante de la solucién de bacteriéfago individual, mezclados con
12 ml de agar al 0,7 % y 500 pl de un medio de cultivo en agitacion de SE, y se sometié a un ensayo de
superposicion de agar blando en una placa de LB (150 mm de diametro). Se vertieron 15 ml de una solucién de SM
en una placa en la que se habia completado la lisis, tras lo cual la placa se agité cuidadosamente durante 4 horas a
temperatura ambiente para eluir los bacteriéfagos del agar de cobertura. La solucion de SM que contenia los
bacteriofago eluidos se recuperd, y se afiadio cloroformo en una cantidad que corresponde a un 1 % del volumen
final, y se mezcla bien durante 10 min. Después de centrifugacion a 4000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante
resultante se filtré a través de un filtro de 0,2 uym, y se almacend en el refrigerador hasta su uso.

1-2. Lotes de bacteriéfago a gran escala

El bacteriéfago seleccionados el cultivo a gran escala usando SE. La SE se cultivd con agitacion. Después de
centrifugar una alicuota de 1,5x 10'"° cfu (unidades formadoras de colonias) a 4000 rpm durante 10 min, el
sedimento se volvié a suspender en 4 ml de una solucién de SM. En la suspensiéon se inocularon 7,5 x 10’ pfu
(unidades formadoras de placas) del bacteri6fago a una MOI (multiplicidad de infecciéon) de 0,005), seguido de
incubacion a 37 °C durante 20 min. Esta solucién se inéculo en 150 ml de un medio de LB en un matraz, y se cultivd
a 37 °C durante 5 h. Se afiadio cloroformo en una cantidad correspondiente a 1 % del volumen final antes de agitar
la solucién de cultivo durante 20 min. Se afiadieron DNasa | y RNasa A hasta una concentracion final de 1 pg/ml,
cada una. La soluciéon se dejé a 37 °C durante 30 min. Se afiadieron NaCl y PEG (polietilenglicol) hasta una
concentracion final de 1 My un 10 % (p/v), respectivamente y se dejo a 4 °C durante un periodo adicional de 3 h. La
solucion se centrifugdé a 4 °C y 12.000 rpm durante 20 min para descartar el sobrenadante. Una suspension del
sedimento en 5 ml de una solucion de SM se dej6 a temperatura ambiente durante 20 minutos y se mezcla bien con
4 ml de cloroformo. Después de centrifugacion a 4 °C y 4000 rpm durante 20 min, el sobrenadante se filtré a través
de un filtro de 0,2 pm y a continuacién se sometié a ultracentrifugacion usando un gradiente de densidad de glicerol
para purificar ®CJ7 (densidad: 40 %, glicerol al 5 % a 35.000 rpm y 4 °C durante 1 h). El ®CJ7 purificado se volvio a
suspender en 300 pl de una solucién de SM, seguido de valoracion. El @CJ7 se deposité en el Centro de Cultivos de
Microorganismos Coreano (361-221, Honje 1, Seodaemun, Seul) el 14 de agosto de 2009 con el numero de
referencia KCCM11030P.
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EJEMPLO 2: Examen sobre Infecciéon de ®CJ7 de Salmonella

Para analizar el bacteriofago seleccionado para actividad litica en especies de Salmonella distintas de SE, se
realizaron intentos de infeccién cruzada con otras especies de Salmonella. Como resultado, ®CJ7 no infectaba a SC
(Salmonella Choleraesuis), SD (Salmonella Derby), SA (Salmonella arizonae), ni SB (Salmonella bongori), pero
infectaba a SE (Salmonella Enteritidis), ST (Salmonella Typhimurium), SG (Salmonella Gallinarum) y SP (Salmonella
Pullorum) (véase el Ejemplo 11). Los resultados en resumen en la Tabla 1, que sigue a continuacion y se muestran
en la FIG. 2.

Tabla 1

[Tabla 1]
[Tabla]
Infeccion de ®CJ7 de Salmonella

Serotipo | Nombre de la cepa | Formacién de placa| Serotipo | Nombre de la cepa| Formacién de placa
SE SGSC 2282 O SA ATCC 13314  [X
ST ATCC 14028  |O SB ATCC 43975  |X
SG SGSC 2293 O SC ATCC 10708  |X
SP SGSC 2295 O SD ATCC 6960  |X

* ATCC : El Centro de Biorrecursos Globales
* SGSC : Centro de Reserva Genética de Salmonella

EJEMPLO 3: Morfologia del Bacteriéfago ®CJ7

El ®CJ7 purificado se diluyé en una solucion de gelatina al 0,01 %, y a continuacion se fij6 en una solucion de
glutaraldehido al 2,5 %. La muestra se deposité otra gota en una placa de mica revestida con carbono (aprox. 2,5 X
2,5 mm), se adaptd durante 10 min, y se lavé con agua destilada estéril. Una pelicula de carbono se monté en una
rejilla de cobre, se tifid con acetato de uranilo al 4 % durante 30-60 segundos, y se secd. El examen con un
microscopio electrénico de transmision JEM-1011 (a 80 kV, aumento de X 120.000 ~ X 200.000), como se muestra
en la FIG. 1, observo que el purificado ®CJ7 consistia morfolégicamente en una capside isométrica y una cola no
contractil larga, lo que indica que pertenece a la familia Siphoviridae del morfotipo B 1.

EJEMPLO 4: Analisis de Patréon de Proteina de ®CJ7

Se mezclaron 15 pl de una solucién purificada de ®CJ7 a una titulacion de 1012 pfu/ml con 3 pl de una solucién de
muestra de SDS 5X, y se calent6 durante 5 min. La proteina total de ®CJ7 se desarrollé en un gel Bis-Tris NuPAGE
al 4 ~ 12 % (Invitrogen). A continuacién, el gel se tifd con azul de Coomassie durante 1 h a temperatura ambiente.
Las bandas principales se detectaron a aproximadamente 38 kDa, 63 kDa, 52 kDa y 12 kDa, como se muestra en la
FIG. 3.

EJEMPLO 5: Tamaiio Total del ADN Genémico de $CJ7

El ADN genomico de ®CJ7 se aislé usando ultracentrifugacion. En este sentido, a un cultivo de ®CJ7 purificado se
afadieron EDTA (acido etilendiamintetraacético (pH 8,0)), proteinasa K, y SDS (dodecil sulfato sédico) a una
concentracion final de 20 mM, 50 ug/ml, y un 0,5 % (p/v), respectivamente, seguido de incubacion a 50 °C durante 1
h. Un volumen igual de fenol (pH 8,0) se afadié y se mezcloé bien. Después de centrifugacion a 12.000 rpm y
temperatura ambiente durante 10 min, el sobrenadante se mezclé bien con un volumen igual de PCI
(fenol:cloroformo:alcohol isoamilico = 25:24:1). Otra centrifugacion a 12.000 rpm y temperatura ambiente durante
10 min produjo un sobrenadante que se mezcld a continuacion con un volumen a 1/10 de acetato sédico 3 M y dos
volimenes de etanol frio al 95 %, y se dej6 a -20 °C durante 1 h. Después de centrifugacion a 0 °C y 12.000 rpm
durante 10 min, el sobrenadante se retiré completamente, y el sedimento de ADN se disolvié en 50 ul de TE (Tris-
EDTA (pH 8,0)). EI ADN extraido se diluyé 10 veces y la absorbancia se midi6 a DOy para determinar su
concentracién. Se cargdé 1 pug del ADN gendmico total sobre gel de agarosa PFGE al 1 % (electroforesis en gel de
campo pulsado) y se sometié a electroforesis a temperatura ambiente durante 20 horas con la ayuda de un
programa 7 de sistema de PFGE de BIO RAD (intervalo de tamafio de 25-100 kpb; amp del dispositivo de
temporizacion 0,4-2,0 segundos, forma lineal; tension directa 180 V; tension inversa 120 V). Como se muestra en la
FIG. 4, el ADN gendmico de ®CJ7 tenia una longitud de aproximadamente 39,2 44,1 kb.

EJEMPLO 6: Analisis Genético de ®CJ7

El analisis genético del dCJ7 purificado comenzé con doble digestion de 5 ug del ADN gendmico de ®CJ7 con las
enzimas de restriccion Stul y Nrnl, Afel y HinCll, y SnaBl y Pvull. El vector pCL1920 (Promega) se digiri6 con Sma |,
y se tratdo con CIP (fosfatasa alcalina de intestino de ternero). También se usé un vector romo en forma de T
(Sogent). EI ADN gendmico digerido se mezcld a una proporcion de 3:1 con el vector, y se ligd a 16 °C durante 2 h.
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El vector recombinante resultante se transformé en DH5a de E.coli que a continuacién se sembrd en una placa de
LB que contenia especinomicina o kanamicina y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopirandsido) a la
seleccion de color azul/ blanco. Las colonias seleccionadas se cultivaron durante 16 horas en un medio de cultivo
que contenia el antibidtico con agitacion. A continuacion, los plasmidos se extrajeron usando un kit de purificacion de
plasmido (Promega).

La clonacion de los plasmidos se confirmé por PCR usando conjuntos de cebador de FRT135 y FRT136 (SEC ID
N°%: 13 y 14) y M13 directo y M13 inverso (SEC ID N°%: 15 y 16), y solamente se realizd seleccion de fragmentos de
inserto con un tamafo de 1 kb o superior. Sus secuencias de bases se analizaron usando los conjuntos de cebador.
Las secuencias de bases obtenidas de este modo se proporcionaban en las SEC ID N°°: 1 a 4, respectivamente,
cada una teniendo una longitud de 500 bp ~ 3 kpb, y se analizaron para similitud de secuencias con la ayuda de un
programa blastx de NCBI, y los resultados se resumen en la Tabla 2, a continuacion.

Tabla 2
[Tabla 2]
[Tabla]
Similitud de Secuencias entre ®CJ7 y Otros bacteriéfagos
N° [Organismo Proteina Blastx
Busqueda |Sujeto |(ldentidad |valor de e
1 Fago KS7 proteina hipotética 118-567 17-166  |146/150 6e-84
de Salmonella (97 %)
Fago SETP3 proteina de tipo enolasa 567-103 1-155 145/155 5e-76
de Salmonella 1 (93 %)
Bacteriofago MB78 proteina hipotética 659-297 1-120 113/121 2e-60
(93 %)
2 Fago SETP3 proteina hipotética 618-472 75-123 |40/49 8e-31
de Salmonella (81 %)
Fago T1 supuesta endonucleasa 108-479 |261-38 |123/124 5e-60
de Enterobacteria 4 (99 %)
Fago Era 103 proteina hipotética 498-119 1-119 69/119 1e-31
de Erwinia (57 %)
3 Escherichia coli hipoxantina fosforribosiltransferasa |489-268 109-18 (73/74 1e-33
2 (98 %)
Shigella flexneri hipoxantina-guanina 285-506 126-19 (73/74 1e-65
fosforribosiltransferasa 9 (98 %)
4 Fago de Salmonella KS7 |proteina hipotética 103-113 3-346 349/371 0e-00
1 (94 %)
1128-25 [212-58 |161/166 3e-93
1 (96 %)

EJEMPLO 7: Diseiio de Secuencias de Cebador Especificas de ®CJ7

Para identificar a ®CJ7, se disefiaron cebadores especificos de ®CJ7 basandose en las SEC ID N°%: 1 a 4. La PCR
se realizé usando cada conjunto de cebador de las SEC ID N°*: 5y 6, SEC ID N°*: 7y 8, SEC ID N°*: 9y 10, y SEC
ID N°: 11 y 12. Se afiadieron 0,1 pug del ADN genomico de bacteriéfago y 0,5 pmol de cada cebador a una mezcla
previa (Bioneer), y el volumen final se ajusté a 20 ul. La PCR se realizé con 30 ciclos de desnaturalizacion; 94 °C 30
segundos, hibridacion; 60 °C 30 segundos, y polimerizacion; 72 °C, 1,5 min. Los productos de PCR obtenidos de
este modo tenian una longitud de aproximadamente 500 bp ~ 3 kpb, con los conjuntos de cebador de las SEC ID
N°*: 5y 6, SEC ID N°*: 7y 8, SEC ID N°*: 9y 10, y SEC ID N°°: 11 y 12. Los resultados se muestran en la FIG. 5.

EJEMPLO 8: Estabilidad del pH del Bacteriofago

Para determinar si ®CJ7 sobrevive al entorno de pH bajo el estdmago de pollo, el ®CJ7 se sometié a ensayo a la
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estabilidad en un intervalo de pH amplio (pH 2,1, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 5,5, 6,4, 6,9, 7,4, 8,2, 9,0, 9,8, y 11,0). Se
prepararon varias soluciones de (tampon de acetato sodico (pH 4,0, pH 5,5, y pH 6,4), tampdn de citrato sddico (pH
2,5, pH 3,0, y pH 3,5), tampdn de fosfato sodico (pH 6,9 y pH 7,4) y Tris-HCI (pH 8,2, pH 9,0, pH 10,0 y pH 11,0))
para que tuvieran una concentracién de 0,2 M. Se mezclaron 180 ul de cada solucién de pH con 20 pl de una
solucién de bacteriéfago (1,0 X 10" pfu/ml) para dar cada solucion de pH a una concentracion de 1 M, seguido de
incubacion a temperatura ambiente durante 2 h. La solucién de reaccion se diluy6 en serie, y se cultivaron 10 pl de
cada dilucién a 37 °C durante 18 horas con un procedimiento de superposicion de agar blando para determinar las
titulaciones de los lisados de fago. Los cambios de la titulacién con el pH se midieron para determinar la estabilidad
del bacteriéfago con respecto al pH en comparacion con las titulaciones de ®CJ7 a 0 h. Los resultados mostraban
que el bacteriéfago no perdia su actividad y permanecia estable a pH inferior a 3,0. Sin embargo, perdia su actividad
a pH 2,5 o inferior. Los resultados se muestran en la FIG. 6.

EJEMPLO 9: Estabilidad al Calor del Bacteriofago

Para uso como un aditivo alimentario, el bacteriéfago se sometié ensayo para estabilidad al calor generado durante
un procedimiento de formulacion. En este sentido, se incubaron 200 pl de una solucién de ®CJ7 con una titulacion
de 1,0 X 10" pfu/ml a 37 °C, 45 °C, 53 °C, 60 °C, 70 °C, o 80 °C durante 0 min, 10 min, 30 min, 60 min y 120 min. La
solucion se diluyé en serie, y 10 pl de cada dilucion se cultivaron a 37 °C durante 18 horas con un procedimiento de
superposicion de agar blando para determinar las titulaciones de los lisados de fago. Los cambios en la titulacion con
la temperatura y el tiempo de exposicion se midieron para determinar la estabilidad del bacteriéfago al calor en
comparacion con las titulaciones a 0 h y 37 °C. Los resultados mostraban que el bacteriéfago no perdia su actividad
a 70 °C hasta 2 horas, perdia su actividad en menor medida cuando se exponia a 80 °C durante 10 min, pero perdia
su actividad completamente cuando se exponia a 80 °C durante mas de 10 min. Los resultados se muestran en la
FIG. 7.

EJEMPLO 10: Tolerancia a la Desecacion del Bacteriéfago

Para uso como un aditivo alimentario, el bacteriéfago se sometié a ensayo para tolerancia a la condicién seca
establecida para un procedimiento de formulaciéon. Basandose en los resultados obtenidos a partir del ensayo de
estabilidad al calor, se realizé un ensayo de desecaciéon usando una secadora por pulverizacién (Lab Plant).

Se afiadieron dextrina y azucar, sirviendo ambas como agentes estabilizantes, en una cantidad de un 40 % y un 2 %
(p/v), respectivamente, a 50 ml de una solucion de ®CJ7 con una titulacién de 1,0 X 10" pfu/ml. La solucion
resultante se pulverizé dentro de una secadora por pulverizacion en la que la entrada y la salida se mantuvieron a
120 °C y 70 °C, respectivamente. 0,3 g del polvo obtenido de este modo se volvieron a suspender en 2 ml de una
solucion de SM y se midi6 para valores de titulacion. Después de desecacion, la actividad del bacteriéfago no
disminuy6 en absoluto, en comparacion con las titulaciones de secado previo. Los resultados se muestran en la
FIG. 8.

EJEMPLO 11: Espectro de Cepas de Células Hospedadoras de Tipo Silvestre a las Que Infecta el
Bacteriofago

Se evalud la actividad litica de ®CJ7 frente a Salmonella Enteritidis (36 cepas), Salmonella Typhimurium (22 cepas),
Salmonella Gallinarum (56 cepas), Salmonella Pullorum (19 cepas), Salmonella Choleraesuis (2 cepas), Salmonella
Derby (4 cepas) y Salmonella Arizona (1 cepa), y Salmonella Bongori (1 cepa) de tipo silvestre de Corea, obtenidas
en el Laboratorio de Enfermedades Aviares, Colegio de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional de Seul, y
Servicio Nacional Veterinario de Investigacion y Cuarentena y los Centros de Corea para Control y Prevencion de
Enfermedades, ademas de las cepas usadas en la presente invencion, SE (SGSC SE2282), ST (ATCC ST14028),
SG (SGSC SG2293), y SP (SGSC SP2295). Se mezclaron 150 pl de cada medio de cultivo en agitacion de cepa
(DOeo=2), y se cultivaron 10 pl de solucion de ®CJ7 (10" pfu/ml) a 37 °C durante 18 horas usando un
procedimiento de superposicion de agar blando para controlar la formaciéon de placas. Se observd que el
bacteriofago ®CJ7 presentaba una actividad litica de un 94 % frente a todas las cepas de SE, ST, SG y SP. Los
resultados en resumen en la Tabla 3, a continuacion.

Tabla 3
[Tabla 3]
Actividad Litica de ®CJ7 frente a Cepas SE, ST, SG, y SP de Tipo Silvestre de Corea
Serotipo |Nombre de la Formacion de Placas |Serotipo Nombre de la cepa [Formacion de Placas
cepa de ®CJ7 de ®CJ7
SNU SG1 0] SNU ST1 0]
SNU SG2 0] SNU ST2 0]
SNU SG3 0] SNU ST3 0]
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(continuacion)

Actividad Litica de ®CJ7 frente a Cepas SE, ST, SG, y SP de Tipo Silvestre de Corea

Serotipo |Nombre de la Formaciéon de Placas |Serotipo Nombre de la cepa [Formacion de Placas
cepa de ®CJ7 de ®CJ7
SNU SG4 0] SNU ST4 0]
SNU SG5 0] SNU ST7 0]
SNU SG6 0] SNU ST8 0]
SNU SG7 0] SNU ST11 0]
SNU SG8 0] SNU ST12 0]
SNU SG9 0] SNU ST13 X
SNU SG10 0] SNU ST14 0]

SG SNU SG11 ) ST SNU ST17 )
SNU SG12 0] SNU ST18 0]
SNU SG13 0] SNU ST19 X
SNU SG14 0] SNU ST20 0]
SNU SG15 0] SNU ST25 0]
SNU SG16 0] SNU ST26 0]
SNU SG17 0] SNU ST37 0]
SNU SG18 0] SNU ST38 0]
SNU SG19 0] SNU ST41 0]
SNU SG20 0] SNU ST42 0]
SNU SG21 0] ATCC UK1 0]
SNU SG22 0] ATCC 14028S 0]
SNU SG23 0] SGSC STM1412 0]
SNU SG24 0] SGSC STM260 0]
SNU SG25 0] SGSC STM 0]

SA2197
SNU SG26 0] SGSC SE2282 0]
SNU SG27 0] SGSC SE2377 0]
SNU SG28 0] PT4 S1400194 0]
SNU SG30 0] PT4 LA52 0]
SNU SG31 0] NVRQS SE004 0]
SNU SG32 0] NVRQS SE00S 0]
SNU SG33 0] KCDC SE00 0]
SNU SG34 0] KCDC SE00 0]
SNU SG36 0] KCDC SEO01 0]
SNU SG37 0] KCDC SEO01 0]
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(continuacion)

Actividad Litica de ®CJ7 frente a Cepas SE, ST, SG, y SP de Tipo Silvestre de Corea

Serotipo |Nombre de la Formacién de Placas |Serotipo Nombre de la cepa [Formacion de Placas
cepa de ®CJ7 de ®CJ7
SNU SG38 0] KCDC SEO01 0]
SNU SG39 0] KCDC SEO01 0]
SNU SG40 0] KCDC SEO01 0]
SNU SG41 KCDC SEO01 0]
SNU SG42 0] KCDC SEO01 0]
SNU SG43 0] KCDC SEO01 0]
SNU SG44 0] KCDC SE01 0]
SNU SG45 0 SE KCDC SEO1 0
SNU SG46 0] KCDC SE02 0]
SNU SG47 0] KCDC SE02 0]
SNU SG48 0] KCDC SE02 0]
SNU SG49 0] KCDC SE02 0]
SNU SG50 0] KCDC SE02 0]
SGSC 0] KCDC SE02 0]
SG9184
SGSC 0] KCDC SE02 0]
SG2292
SGSC 0] KCDC SE02 0]
SG2293
SGSC 0] KCDC SE02 0]
SG2744
SGS 0] KCDC SE02 0]
SG2796
SNU SP1 0] KCDC SE03 0]
SNU SP4 0] KCDC SE03 0]
SNU SP5 0] KCDC SE03 0]
SNU SP8 0] KCDC SE03 0]
SNU SP11 0] KCDC SE03 0]
SGSC SP2294 0] KCDC SE03 0]
SGSC SP2295 0] KCDC SE03 0]
SGSC SP2737 0] KCDC SE03 0]
SGSC SP2739 0] ATCC SC10708 X

SP SGSC SP2742 0] sc ATCC SC2929 X
SGSC SP2743 0] ATCC SD6960 X
SGSC SP2745 0] sSD ATCC SD2466 0]
SGSC SP2751 0] ATCC SD2467 0]
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(continuacion)

Actividad Litica de ®CJ7 frente a Cepas SE, ST, SG, y SP de Tipo Silvestre de Corea

Serotipo |Nombre de la Formacién de Placas |Serotipo Nombre de la cepa [Formacion de Placas
cepa de ®CJ7 de ®CJ7
SGSC SP4663 0] ATCC SD2468 X
SGSC SP4664 SA ATCC SA13314 X
SGSC SP4665 SB ATCC SB43975 X

SGSC SP4666
SGSC SP4667
SGSC SA1684 o

O| O| Of ©

* SNU : Laboratorio de Enfermedades Aviares, Colegio de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional de Seul
* SGSC : Centro de reserva genética de Salmonella

* NVRQS : Servicio Nacional Veterinario de Investigacion y Cuarentena

* KCDC : Centros Coreanos para Control y Prevencion de Enfermedades

EJEMPLO 12: Ensayo de Toxicidad de Bacteriofago

Para uso seguro en la prevencion de la salmonelosis, intoxicacion alimentaria por Salmonella, tifosis aviar y
pullorosis, el bacteri6fago se sometié a ensayo in vivo para toxicidad. El ensayo de toxicidad se realizd con
dosificaciones orales individuales. En este ensayo, las ratas se administraron por via oral con una sola dosis de
®CJ7 y se controlaron para toxicidad aguda para determinar concentraciones letales aproximadas de ®CJ7. En este
sentido, en primer lugar, cada una de 10 ratas macho y hembra (SD) sin patégeno especifico (SPF) de 7 semanas
de edad, se mantuvieron en ayunas durante 24 horas antes de la administracion de ®CJ7. El dia de la
administracion, cinco machos y cinco hembras se administraron por via oral a una dosis de 10 ml/kg con ®CJ7 con
una titulacién de 1 X 10" pfu/ml usando una sonda oral a la vez que cinco controles se administran por via oral con
una mezcla de Tris-HCI 20 mM y MgCl, 2 mM. Cuatro horas después de la administracion oral, se proporcionaron
alimentos a las ratas. El control se realizé cada hora durante 4 horas, partiendo de 30 min después de la
administracion del dia de la administracion. A partir de ese momento, se controlaron una vez al dia durante 14 dias
para sintomas generales. Ninguna de ellas muri6. No se generaron y sintomas téxicos ni sintomas clinicos
observables con ®CJ7. Los resultados se resumen en las Tablas 4 y 5, que siguen a continuacién. Los pesos
corporales se registraron antes de la administracién y alos 1 3, 7, 10 y 14 dias después de la administracion. No se
observaron cambios significativos en el peso corporal, lo que indica que ®CJ7 no causa una reaccion toxica
suficiente para reducir el apetito ni para cambiar el peso corporal. Estos resultados se muestran en la FIG. 9. No se
encontraron anomalias observables en ninglin érgano examinado con la autopsia ni a simple vista. Por lo tanto, el
nuevo bacteriéfago PCJ7 no es tdxico.

Tabla 4
[Tabla 4]
[Tabla]
Ensayo de Toxicidad Oral de ®CJ7 en Términos de Mortalidad y Sintomas Generales
Sexo Pfu/kg Dado Mortalidad Final Signos Clinicos
Macho Hembra Macho Hembra
Macho Control 0/5 0/5 0/5 0/5
10" 0/5 0/5 0/5 0/5
Hembra Control 0/5 0/5 0/5 0/5
10" 0/5 0/5 0/5 0/5
Tabla 5
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[Tabla 5]
[Tabla]
Ensayo de Toxicidad Oral de ®CJ7 en Términos de Anomalia en Organos
Sexo Pfu/kg Dado Hallazgo global Frecuencia
N.A.D? 5/5

Macho |Control N.A.D 5/5

10" N.AD 5/5
Hembra |Control N.A.D 5/5

10" N.AD 5/5
a: no se detectan anomalias.

EJEMPLO 13: Eficacia del Bacteriéfago

Para evaluar la eficacia de ®CJ7 para uso en la prevencion y tratamiento de enfermedades mediadas por
Salmonella, el bacteriéfago se evalud para su capacidad para controlar Salmonella en una granja de los pollos en la
que 20.000 aves ponedoras se reprodujeron con una condicion estricta frente a infeccion por Salmonella.

Se proporcion6 agua potable que contenia ®CJ7 a una concentracion de 10° pfu/l durante un periodo de tiempo total
de 25 dias. En primer lugar, se proporcioné durante 17 dias. A continuacion, el agua potable sin ®CJ7 se
proporcioné durante 10 dias antes de volver a comenzar con el suministro de agua potable que contenia ®CJ7
durante 8 dias. Antes y después del suministro de ®CJ7, el control de Salmonella se realizé para entornos de lechos
de paja y polvo y para muestras de desarrollo de polluelos, plumas y cascaras de huevo. Antes del suministro de
®CJ7, la Salmonella se detecto en las plumas de las incubadoras y los polluelos, lo que indica que es dificil controlar
la Salmonella en una granja grande aunque las instalaciones para control de Salmonella se hagan funcionar en el
mismo sitio. Por el contrario, después del suministro de ®CJ7, no se detectd ninguna bacteria de Salmonella en los
entornos y en las muestras de desarrollo. Por lo tanto, el suministro de ®CJ7 en forma de agua potable era eficaz
para la prevencion de descarga de Salmonella y el control de Salmonella. Los resultados se resumen en la Tabla 6,
a continuacion.

Tabla 6
[Tabla 6]
[Tabla]
Efecto de Desinfeccion de ®CJ7 en Salmonella
dia Entorno Muestra de desarrollo
Antes del suministro Lecho de paja|Polvo Polluelo Pluma Cascara de huevo
-30 |- - - + -
21 |+ + - + -
-16 |- - + - -
-13 |- - - + -
Suministro primario de ®CJ7 0 - - - - -
2 |- - - - -
4 |- - - - -
6 |- - - - -
8 |- - - - -
10 |- - - - -
12 |- - - - -
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(continuacion)

[Tabla]

Efecto de Desinfeccion de ®CJ7 en Salmonella

dia Entorno Muestra de desarrollo

14 |- - - - -

16

Interrupcién del Suministro -10 |- - - - -

o
]
]
1
1
1

Suministro secundario de ®CJ7

o B N
]
]
1
1
1

EJEMPLO 14: Eficacia del Bacteriéfago como un Agente de Desinfeccion

Para evaluar la eficacia del bacteri6fago como un agente de limpieza frente a Salmonella. Para comparacion, se usé
Harasol (Yuhan Corporation, hipoclorito sédico al 4,6 %, un agente de desinfeccion para granjas de aves de corral,
bancos y agua potable) como un control en la condiciéon de agua ligera, materiales organicos, y leche.

Se prepararon ®CJ7 con una titulacion de 10° pfu/ml, Harasol (hipoclorito sddico al 4,6 %), y cepa de SE s. Después
de su crecimiento a D.O. = 0,5, la SE se diluy6é 5 veces en agua ligera para dar D.O. = 0,1. Se prepararon dos
matraces de 250 ml, cada uno con 50 ml de agua ligera, una dilucion de material organico, o una dilucién de leche al
20 % en agua ligera. El bacteriofago se afiadié en una cantidad de 10’ pfu a un matraz a la vez que se afadia al otro
una dilucidn del Harasol a 1/240. A cada matraz se le afiadieron 2 ml del cultivo bacteriano con D.O. = 0,1, seguido
de incubacion a 37 °C y 200 rpm con toma de muestras a las 0,5 h, 2,5 h, 6 h, y 10 h. Las muestras se diluyeron en
serie se extendieron sobre las placas de LB. Después de incubacion a 37 °C durante 18 horas, se hizo recuento de
las células para determinar la actividad bactericida. Cuando se usaba agua ligera, la actividad antibacterianos del
agente de desinfeccion convencional fluctuaba en gran medida de acuerdo con las condiciones. Por el contrario, €l
bacteridfago ejercia actividad antibacteriana uniforme incluso en diversas condiciones. Los resultados se muestran
en la FIG. 10.

EJEMPLO 15: Eficacia del Bacteriéfago como un Agente de Limpieza

Para uso como un agente de limpieza para productos carnicos, el bacteriéfago se sometié a ensayo para capacidad
para controlar bacterias de Salmonella en comparacién con un agente de limpieza convencional (Hipoclorito sédico
al 4~6 %). En este sentido, se adquirieron 50 g de cortes de pechuga de pollo en una tienda. Un cultivo con agitacion
de SE (D.O. = 2) se ajusté a una concentracion de 10° cfu/ml y se extendié de forma uniforme en una cantidad de
200 pl sobre los cortes de pechuga de pollo que a continuacién se secaron a temperatura ambiente durante 12 min.
El bacterlofago CDCJ? cargado estaba contenido en los respectivos pulverizadores a una concentracion de 10° pfull,
10" pfull, y 10" pfu/l y 50 ppm y el cloro como agente de limpieza estaba contenido en un pulverizador a una
concentracion de 50 ppm. Se pulverizaron a una tasa de una pulsacién/segundo durante 10 segundos. Los cortes de
pechuga de pollo tratados se colocaron en sus respectivos envases higiénicos a los que se afiadieron a continuacién
30 ml de un tampoén de SM. Los envases se agitaron con un patrén semicircular. EIl WCR (aclarado de toda la
carcasa) obtenido de este modo se diluyd en serie y las diluciones se extendieron sobre medios de LB, seguido de
incubacién a 37 °C durante 18 horas para determinar el nimero de SE. Inmediatamente después del tratamiento con
el mismo, se encontré que el agente de limpieza dejaba bacterias de Salmonella. Sin embargo, se identificé que el
bacteriofago ®CJ7 era muy eficaz. Ademas, con el lapso de tiempo, el bacteriéfago mostraba una actividad de
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limpieza coherente, en comparacion con el agente quimico. Los resultados en resumen en la Tabla 7, a
continuacion.

Tabla 7
[Tabla 7]
[Tabla]
Comparacion de Eficacia de Limpieza entre ®CJ7 y Agente de Limpieza
Tiempo (min) |Sustancia Tasa de Reduccion de Salmonella (%)
0 Tampoén de SM
PHI 10° pfu/l 3,70
PHI 10" pfu/l 1,27
PHI 10" pfu/l 48,09
Cloro 50 ppm (+14,50)
30 Tampoén de SM
PHI 10° pfu/l 21,31
PHI 10" pfu/l 22,45
PHI 10" pfu/l 68,71
Cloro 50 ppm 9,52
200 Tampoén de SM
PHI 10° pfu/l 36,00
PHI 10" pfu/l 43,75
PHI 10" pfu/l 49,63
Cloro 50 ppm 12,59
1440 Tampoén de SM
PHI 10° pfu/l 24,39
PHI 10" pfu/l 60,58
PHI 10" pfu/l 73,33
Cloro 50 ppm 13,33

Aplicabilidad Industrial

Al tener una actividad bactericida especifica frente a una o mas bacterias de Salmonella seleccionadas entre el
grupo que consiste en Salmonella Enteritidis (SE), Salmonella Typhimurium (ST), Salmonella Gallinarum (SG), y
Salmonella Pullorum (SP) sin afectar a las bacterias beneficiosas, ademas de presentar tolerancia a acido, calor y
desecacion excelentes, como se ha descrito hasta el momento, el nuevo bacteriéfago de la presente invencion se
puede usar ampliamente como un principio activo para agentes terapéuticos, alimentos animales o agua potable,
agentes de limpieza y desinfectantes para prevenir y tratar las enfermedades infecciosas causadas por Salmonella
Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella Gallinarum o Salmonella Pullorum que incluyen salmonelosis,
intoxicacion alimentaria por Salmonella, Tifosis Aviar, y Pullorosis.

<110> CJ Cheilijedang Corporation
<120> Nuevo bacteriéfago y composicion antibacteriana que comprende al mismo
<130> OPA10064/PCT

<150> US61/239.748
<151> 03-09-2009

<160> 16
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<213> Bacteriofago KCCM11030P

<400> 1
cctatagtat
geeggtggeg
accctggteg
ggaggggett
gttactctaa
ttcacggcca
aatctgcccg
ggagtgtace
tagaagcegge
cecctggagat
acttgaccgce
ccaagaacgc
tgcttaatat
aattcatctt
tatatgaatt
ccatgettaa
gagggatact
ccgtaattgt
gttcgatgta
taaaggtett
acatcegaggg
tgagetggeg

ggagattgaa

gttaaacgtt

<210> 2
<211>672
<212> ADN

cgaaaggcta
gagttegeoca
tatcacegtt
ccagtttetg
catoctacgtg
cagccgagaa
acttatatgg
aaactacatt
ataceggegt
atcccacect
tactctagag
cgccaacaat
actggacgag
ceggegttac
gcaaacacte
ccaacgaget
gacatcgtga
tggcaccacg
acaagcccaa
aggegagtge
cggatagtgt
tocagacagy

ttttggcget

ateg

ctcgatgacg
ggggegtgat
ggggcggeaa
gatgaaacac
gaacgagtoc
atcaccattc
atgctacggce
coectegaate
aagctggegt
cttetttega
acgggtgagy
aacgatatgg
gaaatggacc
gtgagcacgg
acacaagaga
accggaatce
atattaacga
tccgcaacgt
cggcaataga
ttactecgea
ggcacgetgg
ttagactgga

agtaattcac

<213> Bacteriofago KCCM11030P

cgaggtaaca
acatactttg
gcattcctea
gacttgggte
accgacgacg
caggaagccg
gattgtcttg
tgggacecaa
ccaatcecga
agegetggtt
ttgttacatt
accagaccgc
gcatccctta
acctgteata
aaggagtgtt
tgatgacgee
ttacactgge
cocgggctgac
tgcagcttte
gaattttgac
ggtatattac
tagtetggaa

tacacacgaa

20

acgtgtggcg

atatgttece
gtttcatgga
agggtatega
ggaagaactyg
gcagcgecty
gtgaatttct
tgcaatgagt
tggegagatg
gettgtgege
cgagggtacyg
ctctttctet
tgataataag
cecatgegat
cacageggaa
ggaggagatt
ctgccgtatg
gcggggttat
gatgacggcc
gecgttetace
gaagggatgg
gacettaaag

acgaagacgg

agtagacctg
gattaacgtt
gaaggtagac
ggattaccag
ggtaataact
tcttaaccag
taaaacttac
caggaatcag
gattttatta
ggggctaacy
ccgatggagg
ttgccggatg
gaattgccca
gggecggtygy
acaggtacac
cctttactte
acttccgeeg
caactccaat
attcagaccc
teggtgtgaa
ttagecactg
atacttattce

cacatttgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

€40

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1394
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<400> 2

aaccgggagyg
cacgggcatt
atgtacggge
aaagagacta
tctagtaaag
tacggggagy
tcaacatact
ggegtectat
geegggagtt
aggtctaggy
cacaccaacc

gacaacatgyg

<210>3
<211> 581
<212> ADN

tgtegeegta
gttctaactt
agtgtaagtt
atcttctaat
goggttatta
tgtcccgeat
aaaatgtagg
actggaaagt
tgtgtaaaaa
tggtgtatga
atgatacctg

tt
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ttatgegtat
tactaaagta
cacatatgte
tgttgagcaa
ttcaggtaga
aagtatacct
tgaaaggatg
caaatcatgt
cggetattgg
gatgttctca

tgacgacaga

<213> Bacteriofago KCCM11030P

<400> 3

gacggatgge
gcgtaccgtce
catgeeggat
cgatatacgg
catcogegggat
tatccagcag
ctttcgacag
gatatcttca
gtagetggag

cgccataaac

<210> 4
<211> 1008
<212> ADN

ttgctgcegtg
acgggatttc
gcaacacate
cagatgacgyg
cgagaaaceg
cgtacaaatc
tgtatcccceg
tccagatctt
geggtcataa

ataaatgage

atctggatgt
caacctcaag
cggcaactte
taacgetgtg
ataaattcta
gccagcgact
agtcgatgat
tgaggatttt
agtcgactte

cacgcageaa

<213> Bacteriofago KCCM11030P

<400> 4

aagttcgggy
gagcagteta
catacgggte
caccagacat
agcgcaaatg
gttgaaatgec
gattggagty
cgoecgtaacy
tatgtcatgt

ggtaagattc

attgaaaacc

gttctccacg
ctgaaacacg
acacttacte
cgtaatcaat
ccegggacgtt
tecggttcegeg
atcttcaaca
cacatcatgg
atgagatace

ggcateggte

21

attgtatgat
taataggtaa
acctacacca
tagcggctaa
tgattacata
tgcgagacat
aggtttttag
atgtgaatgt
teggtaaceg
caaaaggatt

tgtcatgcaa

tccggactgy
ccaaccacaa
gteccagcaga
gecgtaacee
cacttcacga
caggcttaag
atcagcacgt
gtggtggaca
tgaactteac

a

ttecagcacat
gtatcgggag
cegggeggtt
agatgagtat
ccataaacgt
aaaccccaaa
ctacaaaaac
aggggatgtyg
taagtttaaa
tgtcatagac

atccagaagg

ccttgccetg
ataaaaatgc
atcactttge
accacaaact
cgggacggtt
atctcacgca
ccttgccacg
tgcecgctace

ggcacaggte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

672

60

120

180

240

300

360

420

480

540

581
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acaggcaatt
aacgtttaca
aaacgttcgce
acggtaaget
gttacgtett
accgactgtg
cacaccgaag
ggcgacatca
gatagcgcecy
atcegtgtetg
attaacgtta
gacetgtttg
atgccecgeca
ttcectgttct
accgacctgg
tgtgoggeoca

tcacttgega

<210>5
<211> 18
<212> ADN

tagcatactc
ccacgaccte
gocggaacec
ctaccggtaa
cateecctgge
agatggtgeg
aagcgccgceyg
tocegeatceg
ggttcaccct
aaagtageeg
ceggtgette
aagagttoge
cgccggagea
gttggccgeg
tagctacggg
ceggettace

cgaagaagac

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 5

cctatagtat cgaaaggc 18

<210>6
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 6

cgataacgtt taacgtcaaa tg 22

<210>7
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador

ES 2 562 640 T3

atggtcgegt
cggcacctgg
caagacagac
agaagcogece
ctatgeocegac
cgagtcacgt
ctaccgcgtce
gtacggecty
gtcgcagect
catgattacg
tgattataaa
ttttgaatte
cgocgeccaa
cgacggcttce
cgggatgaag
ttttgacegt

ctggacgacy

cgcaatcgcce
gatgagtttg
coccggctaca
gaaggtatgt
gtggacageg
tacgcaatga
gttatgcctg
ttggcacact
atgtaccgce
gegageaage
gttecggagy
ggcggacgta
tacactaccg
gagcgaccca
cctggcggac
gtggagtgee

agaccaccag

22

gtgaggaacyg
ttgaacttat
ttaccgeoege
tetategetg
cgacgcocgga
tgetcetacac
tacgcactccec
tccttaaagy
cgocggtagy
ttatggagga
gtgaacaate
tgaccgaceg
gcgaacctaa
acgttaccct
gggatatgtyg

gettgggtgg

caccacaa

cgctgacatt
gcaaccgett
ttgtaccgcece
caatgegtet
agagttegea
cacggcatee
ggtaaccggt
tcgtgacgtg
aagccaggte
agttectgaa
cgaattaacce
cggectgcaa
gcaggacgac
gtaccacgat
ggcttacget

gcggaggggy

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1008
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<400>7
aaccgggagg tgtcgecg 18

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
aaccatgttg tcccttctgg 20

<210>9

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
gacggatggc ttgctgcg 18

<210> 10

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
tgaccgatgc cttgctge 18

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
acaggcaatt tagcatactc 20

<210> 12

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 12
ttgtggtgct ggtggttctt cg

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 13
cgggcctctt cgctattacg 20

22
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<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
aggcttaccc gtcttactgt 20

<210> 15

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15
gtaaaacgac ggccagt 17

<210> 16

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
aacagctatg accatg 16
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REIVINDICACIONES

1. Un bacteriéfago aislado que tiene una actividad bactericida especifica frente a una o mas bacterias de Salmonella
seleccionadas entre el grupo que consiste en Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Salmonella
Gallinarum y Salmonella Pullorum, que esta depositado con el numero de acceso KCCM11030P.

2. Una composicion para prevencion o tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por una o mas cepas de
Salmonella seleccionadas entre el grupo que consiste en Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium,
Salmonella Gallinarum y Salmonella Pullorum, que comprende el bacteriéfago de la reivindicacion 1 como un
principio activo.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en la que las enfermedades infecciosas son salmonelosis e
intoxicacion alimentaria por Salmonella cuando las producen Salmonella enteritidis o Salmonella Typhimurium,
Tifosis aviar cuando la produce Salmonella Gallinarum y pullorosis cuando la produce Salmonella Pullorum.

4. Una composicion para su uso como un antibiético, que comprende el bacteriéfago de la reivindicacion 1 como un
principio activo.

5. Un alimento o agua potable para animales, que comprende el bacteriéfago de la reivindicacion 1 como un principio
activo.

6. Un agente desinfectante o de limpieza, que comprende el bacteriéfago de la reivindicacion 1 como un principio
activo.
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[Fig. 2]
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[Fig. 3]
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[Fig. 4]
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[Fig. 6]
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[Fig. 8]
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