wo 2019/092136 A1 |0 00V O 0 R0 0 0

(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE
BREVETS (PCT)

(19) Organisation Mondiale de la
Propriété Intellectuelle
Bureau international

=

—

(43) Date de la publication internationale

‘O 000000 0
(10) Numéro de publication internationale

WO 2019/092136 Al

16 mai 2019 (16.05.2019) WIPO I PCT
(51) Classification internationale des brevets : Publice:
AG1K 35/742 (2015.01) AG61P 31/04 (2006.01) o e

A61K 35/747 (2015.01)

(21) Numéro de la demande internationale :
PCT/EP2018/080670

(22) Date de dépot international :
08 novembre 2018 (08.11.2018)

(25) Langue de dépot : frangais

(26) Langue de publication : francais
(30) Données relatives a la priorité :
17/60496 08 novembre 2017 (08.11.2017) FR

(71) Déposant : NOLIVAI?E [FR/FR] ; 1 rue Nicolle, Parc Ter-
tiaire, 53810 CHANGE (FR).

(72) Inventeurs : LAYUS, Michel ; 3 route de Lann kerenoc,
22560 PLEUMEUR BODOU (FR). BRAME, Alexandre ;
4 rue Julien Geoffroy, 35000 RENNES (FR).

Mandataire : MONNI, Richard ; LLR, 11 boulevard de
Sébastopol, 75001 PARIS (FR).

(74)

Etats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre de
protection nationale disponible) . AE, AG, AL, AM, AO,
AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW, BY, BZ, CA,
CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ,DE, DJ, DK, DM, DO, DZ,
EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR,
HU, ID, IL, IN, IR, IS, JO, JP, KE, KG, KH, KN, KP, KR,
KW,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY, MA, MD, ME, MG,
MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM,
PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SA, SC,
SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN, TR,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

@81)

(84) Etats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre de
protection régionale disponible) . ARIPO (BW, GH, GM,
KE,LR,LS, MW, MZ, NA,RW, SD, SL, ST, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, RU, TJ, TM),
curopéen (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ,DE, DK, EE, ES,
FL,FR, GB, GR,HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV, MC, MK,
MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI, SK, SM, TR), OAPI
(BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, KM, ML,
MR, NE, SN, TD, TG).

avec rapport de recherche internationale (Art. 21(3))

avec une (des) indication(s) relative(s) a du matériel
biologique déposé, fournie(s) selon la regle 13bis,
séparément, et non avec la description (regles 13bis.4(d)(i)
et 48.2(a) (viii))

(54) Title: COMPOSITION FOR IMPROVING THE HEALTH OF LIVESTOCK
(54) Titre : COMPOSITION POUR AMELIORER LA SANTE DES ANIMAUX D'ELEVAGE

(57) Abstract: The invention relates to a composition for the prevention or treatment of infections contracted by newborns of livestock
mammals, said composition comprising a mixture of bacterial strains, and said composition being applied to the perineum and/or the

teat(s).

(57) Abrégé : L'invention concerne une composition pour la prévention ou le traitement des infections contractées par les nouveau-nés
de mammiféres d'élevage, ladite composition comprenant un mélange de souches bactériennes, ladite composition étant appliquée sur

le périnée et/ou sur la ou les mamelles.



WO 2019/092136 PCT/EP2018/080670

Description

[0001]

[0002]

[0003]

[0004]

[0005]

[0006]

Composition pour améliorer la santé des animaux d'élevage
L’invention concerne une composition pour améliorer la santé des
animaux, notamment des mammiféres d’élevage.

Les mammiferes naissent avec un tube digestif stérile. L'apparition de la
flore intestinale dépend donc, essentiellement, de I'environnement et des
particularités physiologiques de chaque espéce. Dans ces conditions,
c’est le colostrum ingéré pendant les premiers jours de vie qui protégera
en principe le nouveau-né contre les infections digestives. Cette protection
n'est possible que si le colostrum maternel est lui-méme qualitativement et
quantitativement adapté et approprié.

La protection immunitaire mammaire prend pour point de départ un
processus immunitaire intestinal ce qui impacte inévitablement la mise en
place de cette immunité. Il en résulte I'apparition possible d'infections
néonatales chez le jeune mammifére dés la 24éme ou 48éme heure de
vie, en raison d'une protection insuffisante et ce jusqu'au 21éme jour, date
d'apparition de l'immunité locale.

L'industrie des aliments pour animaux est de plus en plus considérée
comme ayant un réle a jouer pour assurer |'utilisation responsable des
antimicrobiens alimentaires dans la production animale. Les décideurs
demandent aux producteurs d'aliments pour animaux, aux agriculteurs,
aux vétérinaires et aux organismes de réglementation de travailler
ensemble pour déterminer les meilleures pratiques d'élevage et d'hygiéne
et des alternatives viables, afin de réduire I'utilisation d'antibiotiques chez
les animaux d'élevage et d’améliorer le bien-&tre des animaux.

Pour répondre aux nouvelles exigences de I'agriculture moderne, et tenant
compte des contraintes biologiques des mammiféres, il est nécessaire de
mettre au point une méthode de protection de 'environnement d’élevage
et de la flore intestinale des nouveau-nés.

L’art antérieur propose des applications sur les mamelles des femelles
dans le but de traiter les mammites, par exemple la demande RU2612009.
Toutefois, ces méthodes ont pour objectif de traiter les mamelles des

femelles, mais ne visent pas a améliorer la santé des nouveau-nés.
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[0007]

[0008]

[0009]
[0010]

[0011]

[0012]

[0013]

[0014]

[0015]

[0016]

D’autres méthodes connues de I'état de la technique visent quant a elles a
traiter 'environnement d’élevage des nouveau-nés afin de favoriser leur
croissance et leur bien-étre.

Malgré ces tentatives, le besoin de proposer une amélioration des
conditions favorable au bon développement des nouveau-nés demeure.
L’invention vise a remédier a ce manque.

Un objet de l'invention est de proposer une méthode de prévention des
risques sanitaires et d’amélioration de la performance de I'élevage de
mammiféres, ainsi qu’une composition microbienne.

Aussi, I'invention concerne une composition comprenant ou consistant

essentiellement en un mélange :

1. d’au moins une souche de bactérie du genre Bacillus, notamment une
souche de Bacillus subfilis, et

2. d’au moins une souche de bactérie lactique,

pour son utilisation dans le cadre de la prévention ou le traitement des

infections contractées par un nouveau-né de mammiféres d’élevage au

moment de la naissance, notamment les infections digestives ou

respiratoires,

ladite composition étant appliquée, sur le périnée et/ou sur la ou les

mamelles de la femelle allant donner ou ayant donné naissance audit

nouveau-né de mammiféres d’élevage, I'application étant réalisée avant

et/ou aprés la mise-bas.

L’invention repose sur la constatation surprenante faite par les inventeurs

que l'utilisation combinée d’au moins une souche de bactérie lactique et

au moins une souche de Bacillus, lorsqu’elles sont appliquées, avant ou

apres la mise bas, sur le périnée et/ou la ou les mamelles de femelles

permettent de protéger, dés le plus jeune age (dés la mise bas), les

nouveau-nés contre les infections néfastes a leur développement, et ainsi

favoriser et améliorer leur croissance.

La composition telle qu’utilisée dans l'invention présente 'avantage d’avoir

une action interne a I'animal et dans son environnement extérieur,

permettant de créer une flore de barriere dés le plus jeune age.
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[0017] Dans l'invention, par « mamelles et/ou périnée », on entend que
I'application se fait soit sur le périnée seul, soit sur une ou plusieurs
mamelles seules, soit en combinant des applications sur le périnée et au
moins sur une mamelle, voire toutes les mamelles.

[0018] Avantageusement, dans l'invention une application sur le périnée peut
couvrir soit une application sur le périnée seul, soit une application intra
vaginale, soit une application a la fois sur le périnée et intra vaginale.

[0019] Avantageusement, dans l'invention, une application sur la ou les mamelles
correspond a une application externe réalisée sur les mamelles des
femelles mammiféres, mais peut aussi correspondre a une application
intra mammaire desdites mamelles desdites femelles de mammiféres.

[0020] Les applications intra mammaires sont réalisées au moyen, par exemple,
de seringues introduites dans le conduit des trayons des mamelles
desdites femelles de mammiféres. L’homme du métier connait les
techniques les plus appropriées pour réaliser de telles applications intra
mammaires.

[0021] Dans linvention il est important que ce soit la femelle qui met bas le
nouveau-né a traiter qui regoive I'application de la composition
susmentionnée. En effet, l'intérét est que le nouveau dés qu’il est expulsé
de l'utérus de la femelle soit en contact avec le périnée traité, et/ou que
ses premieres tétées se fassent sur une mamelle traitée.

[0022] Par « au moins une souche de bactérie du genre Bacillus » on entend
gu’une souche, ou deux souches, ou trois souches ou plus de Bacillus
peuvent étre utilisées dans le contexte de I'invention. De la méme
maniére, par « au moins une souche de bactérie lactique », on entend
gu’une souche, ou deux souches, ou trois souches ou plus, peuvent étre
utilisées dans la composition définie ci-dessus.

[0023] Par souche de bactéries, on entend dans l'invention ’'ensemble des
individus (bactéries) issus de repiquages successifs d'une colonie
bactérienne.

[0024] En d’autres termes, une souche est une partie d'une espéce bactérienne
différente des autres bactéries de la méme espéce par une différence

mineure mais identifiable. Une souche est également définie comme une
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[0025]

[0026]

[0027]

[0028]

[0029]

[0030]

[0031]

[0032]

[0033]

population de bactéries qui descend d'un seul organisme ou de la culture
isolat pur. Les souches d'une méme espéce peuvent différer l€gérement
de l'autre a bien des égards.

L’application sur le périnée et/ou la ou les mamelles est réalisée dans des
conditions ou la totalité ou la quasi-totalité des parties traitées soient
recouvertes par la composition selon l'invention. En effet, il n’est pas
forcément nécessaire que la partie traitée soit complétement recouverte,
I'essentiel est que la quantité de composition soit suffisante pour que le
nouveau-né soit en contact avec suffisamment de bactéries pour le
protéger contre les infections.

L’application de la composition selon I'invention étant réalisée avant et/ou

apres la mise bas, cela signifie que

- la composition est appliquée sur le périnée, avant, aprés ou avant et
apres la mise bas,

- la composition est appliquée sur la ou les mamelles, avant, aprés ou
avant et aprés la mise bas, ou encore

- la composition est appliquée sur le périnée et la ou les mamelles, avant,
apres ou avant et aprés la mise bas.

Les applications mamelles et/ou périnée peuvent étre réalisées

simultanément, séparément ou étalées dans le temps.

Avantageusement, I'invention concerne la composition pour l'utilisation

susmentionnée, dans laquelle la composition bactérienne comprend :

- au moins l'une des trois souches de Bacillus subltilis suivantes : NOLO1,

NOLO2, NOLO3, lesdites souches étant déposées a la CNCM sous les

numeéros respectifs : CNCM | - 4606, CNCM [-5043 et CNCM | - 4607, et

- au moins la souche de bactérie lactique: Lactococcus lactis spp lactis 1

souche NOL11, ladite souche étant déposée a la CNCM sous le numéro

CNCM | - 46009.

L’invention concerne l'utilisation d’au moins une souche choisie parmi les

souches NOLO1, NOLO2 et NOLOS3 et au moins la souche NOL11. Aussi,

I'invention couvre les 7 combinaisons suivantes :

- NOLO1 et NOL11,
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[0034] - NOLO2 et NOL11,

[0035] - NOLO3 et NOL11,

[0036] - NOLO1, NOLO2 et NOL11,

[0037] - NOLO1, NOLO3 et NOL11,

[0038] - NOLO2, NOLO3 et NOL11, et

[0039] - NOLO1, NOLO2, NOLO3 et NOL11.

[0040] Toutes ces souches ont été déposées a la collection nationale des
microorganismes (CNCM) a l'Institut Pasteur a Paris, selon le traité de
Budapest.

[0041] Plus avantageusement, I'invention concerne la composition pour son
utilisation susmentionnée, ladite composition comprenant de 104 & 101
colonies bactériennes de Bacillus et de 10* & 1011 colonies bactériennes
de bactérie lactique, les colonies bactériennes étant par mL ou g de
composition.

[0042] En d’autres termes, dans ce mode de réalisation avantageux, si la
composition selon l'invention est sous forme liquide, ladite composition
comprendra de 104 & 101! colonies bactériennes de Bacillus par mL de
composition et de 104 & 1011 colonies bactériennes de bactérie lactique
par mL de composition.

[0043] Si par contre la composition est sous forme non aqueuse, voire
déshydratée, ladite composition comprendra de 10% & 10" colonies
bactériennes de Bacillus par g de composition et de 10* & 10" colonies
bactériennes de bactérie lactique par g de composition.

[0044] Dans linvention, de 10% 2 10" colonies bactériennes signifie : environ 104
, environ 5. 104, environ 105, environ 5.105, environ 106, environ 5.106,
environ 107, environ 5.107, environ 108, environ 5.108, environ 109,
environ 5.109, environ 1019, environ 5.101 ou environ 10" colonies
bactériennes.

[0045] Une application particuliére pour la femelle mammifére est de 10° & 101"
colonies bactériennes par femelle, pour chacune des applications.
C’est-a-dire que chaque bactérie sera présente de 10° a 10" colonies
bactériennes par femelle pour I'application périnée, et de 10° a 10711

colonies bactériennes par femelles pour I'application mamelle.
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[0046]

[0047]

[0048]

[0049]

[0050]

[0051]

L’homme du métier sait aisément comment déterminer ce nombre de
bactéries, notamment par comptage soit manuel (en utilisant une lame de
Malassez) ou en utilisant un compteur de cellule automatique, ou par
dilution puis ensemencement sur gélose et comptage des colonies.
Encore plus avantageusement, I'invention concerne l'utilisation telle que
définie préecédemment, ou ladite au moins une souche de Bacillus est
sous forme sporulée et/ou sous forme végétative.

Les bactéries lactiques sont quant a elles toujours sous forme végétatives.
Aussi la composition selon I'invention comprend au moins une souche de
Bacillus sous forme sporulée et au moins une souche de bactérie lactique
sous forme végétative, ou comprend au moins une souche de Bacillus
sous forme végétative et au moins une souche de bactérie lactique sous
forme végétative.

De maniéere avantageuse, I'invention concerne une composition pour son
utilisation telle que définie ci-dessus, ladite composition étant appliquée,
sur le périnée et/ou sur la ou les mamelles de la femelle allant donner ou
ayant donné naissance audit nouveau-né de mammiféres d’élevage,
I'application étant réalisée avant et/ou aprés la mise bas, ladite femelle
étant dans un environnement préalablement traité avec ladite composition.
Dans l'invention, il est avantageux qu’avant I'application sur la ou les
mamelles et/ou le périnée des femelles, 'environnement d’élevage
desdites femelles soit traité avec la composition selon l'invention avant
que lesdites femelles soient introduites dans ledit environnement ou le jour
méme de leur arrivée.

L’application dans I'environnement permet de contréler et/ou d’orienter la
flore bactérienne de I'environnement des femelles en diminuant la
pression pathogene. Elle peut se faire en nébulisation ou pulvérisation des
batiments d’élevage, incorporation a la litiere... On observe moins de
contamination des animaux car il y a moins de foyers pathogénes. Une
telle application joue sur les pathogénes vivants ou survivants dans
I'environnement. Les modes d’épandage dans I'environnement sont la
pulvérisation, la nébulisation, le recouvrement des surfaces par des

mousses ou encore le saupoudrage de poudre de composition selon
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[0052]

[0053]

[0054]

[0055]

[0056]

[0057]

[0058]

invention.

De maniere avantageuse, I'invention concerne la composition pour
I'utilisation susmentionnée, ladite composition consistant essentiellement
en

- les trois souches de Bacillus subtifis suivantes : NOLO1, NOL02, NOLO3,
lesdites souches étant déposées a la CNCM sous les numéros respectifs :
CNCM | - 4606, CNCM |-5043 et CNCM | - 4607, et

- la souche de bactérie lactique: Lacfococcus lactis spp lactis 1 souche
NOL11, ladite souche étant déposée a la CNCM sous le numéro CNCM |
- 4609.

Il est particulierement avantageux que la composition comprenne les trois
souches de bactéries Bacillus subtilis susmentionnées, sous forme
végeétative ou sporulée, et la souche de bactérie lactique susmentionnée,
sous forme végétative.

De maniere encore plus avantageuse, l'invention concerne la composition
susmentionnée pour son application susmentionnée, ou lesdites infections
sont des infections intestinales notamment les diarrhées néonatales, les
entérites, la salmonellose, des infections respiratoires et en particulier la
rhinite, la pasteurellose, la bordetellose, les infections cutanées et en
particulier les ulcéres, les épidermites, les nécroses, et les infections au
niveau du systéme locomoteur notamment les boiteries infectieuses,
notamment les différentes formes d’arthrite.

En effet, la flore que constitue la composition selon l'invention, comme
illustré dans les exemples ci-dessous, sera ingérée par les nouveau-nés et
permettra de contréler et/ou d’orienter la flore présente dans les systémes
digestifs et/ou respiratoires en diminuant la pression pathogéne existante
ou entrante (les systémes digestif et respiratoire étant des voies d’entrée
possibles de pathogenes responsables de pathologies liées a d’autres
systémes de I'organisme). Un autre effet sera la stimulation des défenses
naturelles des animaux. La flore joue également directement sur la santé
digestive des animaux et limite les entrées d’autres pathogéenes, ce qui est
avantageux tant que le nouveau-né n’a pas acquis son immunité définitive.

De maniere avantageuse, l'invention concerne l'utilisation susmentionnée,
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[0059]

[0060]

[0061]

[0062]

[0063]

[0064]

[0065]
[0066]

[0067]

ou ladite composition est appliquée sur le périnée et/ou la ou les mamelles
par pulvérisation, étalement, saupoudrage ou trempage.

L’homme du métier, selon le mode d’application utilisé, saura choisir le
matériel le plus approprié, et notamment préférera une composition liquide
pour la pulvérisation ou le trempage et favorisera une composition
déshydratée pour une application par saupoudrage.

Il est également prévu une méthode de prévention ou de traitement des
infections contractées par un nouveau-né de mammiféres d’élevage au
moment de la naissance, notamment les infections digestives, la méthode
comprenant une étape d’application sur le périnée et/ou sur la ou les
mamelles de la femelle allant donner ou ayant donné naissance audit
nouveau-né de mammiféres d’élevage, 'application étant réalisée avant
et/ou aprés la mise bas, d’une dose efficace d’'une composition

comprenant, ou consistant essentiellement en un mélange :

1. d’au moins une souche de bactérie du genre Bacillus, notamment une
souche de Bacillus subfilis, et

2. d’au moins une souche de bactérie lactique.

En particulier, il est prévu une méthode telle que définie ci-dessus, ou

ladite composition comprend

- au moins l'une des trois souches de Bacillus subltilis suivantes : NOLO1,

NOLO2, NOLO3, lesdites souches étant déposées a la CNCM sous les

numeéros respectifs : CNCM | - 4606, CNCM [-5043 et CNCM | - 4607, et

- au moins la souche de bactérie lactique: Lactococcus lactis spp lactis 1

souche NOL11, ladite souche étant déposée a la CNCM sous le numéro

CNCM | - 4609,

et en particulier ou ladite composition comprend

- les trois souches de Bacillus subtifis suivantes : NOLO1, NOL02, NOLO3,

lesdites souches étant déposées a la CNCM sous les numéros respectifs :

CNCM | - 4606, CNCM 1-5043 et CNCM | - 4607, et

- la souche de bactérie lactique: Lacfococcus lactis spp lactis 1 souche

NOL11, ladite souche étant déposée a la CNCM sous le numéro CNCM |

- 4609.
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[0068]

[0069]

[0070]

[0071]

[0072]

[0073]

[0074]

Dans la méthode décrite ci-dessus, les quantités de bactéries
mentionnées plus haut sont applicables.

L’invention concerne en outre un kit de prévention des infections
digestives, respiratoires ou autres, des nouveau-nés de mammiféres
d’élevage comprenant essentiellement :

- au moins une composition telle que définie précédemment, et

- au moins un moyen d’application de ladite composition sur le périnée
et/ou la ou les mamelles de la femelle ayant donné ou allant donner
naissance audit nouveau-né de mammiféres d’élevage.

Le kit selon l'invention peut se composer d’'un mélange prédéfini de
bactéries tel que défini ci-dessus, ou de plusieurs flacons ou sachets
séparés comprenant une ou plusieurs souches bactériennes selon
invention.

Les moyens d’applications contenus dans le kit susmentionné peuvent
étre des pinceaux pour une application par étalement, des cartouches a
utiliser pour une pulvérisation, un pulvérisateur, un outil de trempage ou
tout autre moyen permettant une application telle que définie ci-dessus
notamment la pulvérisation, I'étalement, le saupoudrage ou le trempage.
L’invention sera mieux comprise et illustrée a la lecture des exemples et

des figures suivantes :

Bréve description des dessins

[0075]

[0076]

est un graphique montrant la probabilité de survenue d’une diarrhée chez
les porcelets dans une case, en fonction du temps (en jours) aprés la
naissance (t=0), sur les lots 1 & 3 (courbes A a C) traités avec un
antibiotique, et le lot 4, traité seulement avec la composition selon
I'invention (courbe D).

est un graphique montrant la probabilité de mortalité (a I'exclusion de la
mortalité éliminés « petits ») chez les porcelets dans une case, en fonction
du temps (en jours) aprés la naissance (t=0), sur les lots 1 a 3 (courbes A
a C) traités avec un antibiotique, et le lot 4, traité seulement avec la

composition selon I'invention (courbe D).

EXEMPLES

Exemple 1
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[0077]

[0078]
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L’objectif de cet essai est de réduire I'utilisation des antibiotiques en
élevage. Cette volonté s’accompagne d’un fort investissement de
développement de toutes les solutions alternatives : vaccination, conduite
d’élevage, biosécurité et produits de substitution... Agir sur les
écosystémes bactériens qui interagissent avec I'animal est donc une voie
prometteuse et I'utilisation de flores de barriére s’inscrit dans cette
démarche.

Cet essai montre les résultats obtenus chez un éleveur déja utilisateur de
flores de barriére en péri mise-bas et qui souhaitait réévaluer son
protocole (une nouvelle formulation de la flore de barriere (NOLO1,
NOLO2, NOLO3, NOL 11) ainsi qu’un rythme d’application allegé).

Matériel et méthodes

[0079] L’élevage suivi est un élevage de 700 truies naisseur engraisseur en
sélection multiplication (5 bandes de 120 truies). L’'essai s’est déroulé sur
2 bandes a l'intérieur desquelles 3 lots de 40 truies ont été constitués en
respectant une répartition homogéne des rangs de portée. Le protocole
d’application comprend la pulvérisation de la composition selon I'invention
dans I'environnement, sur les mamelles et le périnée des truies ainsi
gu’une administration probiotique aux truies via la machine a soupe.
[0080] Le tableau 1 résume les protocoles de pulvérisation appliqués. L’ensemble
des truies a recu une dose de probiotiques a 'auge de J-3 a J1 par rapport
a la mise bas.
[0081] Tableau 1 : Protocoles de pulvérisation des flores
[0082]
Lot 1 -témoin Lot2-témoin Lot 3-témoin Lot 4 essai
Rythme Ancien Ancien Nouveau Nouveau
d'application allégé allégé
Formule Ancienne Nouvelle Nouvelle Nouvelle
Bande 1+2 1 1+2 2
Antibiotique oui oui oui non
sur
porcelets
J-3 Environneme  Environneme  Environneme  Environneme




WO 2019/092136 PCT/EP2018/080670
11

nt nt nt nt

J-2

J-1 Mamelles et Mamelles et Mamelles et Mamelles et
périnée périnée périnée périnée

JO : Mise

bas

J1 Mamelles et Mamelles et Mamelles et Mamelles et
périnée périnée périnée périnée

J4 Mamelles et Mamelles et
périnée périnée

[0083] Pour les lots 1 a 3, I'éleveur a réalisé une injection d’antibiotique aux
porcelets au moment des soins il s’agit donc des lots témoins ; il a accepté
de suspendre cette administration sur une partie des porcelets
correspondant au lot 4, il s’agit donc du lot test. En effet, I'antibiotique a un
effet sur la composition selon I'invention et annule donc son effet potentiel.
Les lots 1 a 3 représentent donc les lots témoins positifs (traités aux
antibiotiques) et le lot 4, le lot essai, représente une application sur les

mamelles et le périnée.

[0084] On réalise ensuite un enregistrement quotidien sur les critéres suivants :

[0088]

- Notation des féces : 0 Normales, 1 Molles (dégradé), 2 Bouses, 3
Liquides,

- Propreté des porcelets : 0 souillés <20%, 1 souillés entre 20 et 50%, 2
souillés a plus de 50%

- mortalité et causes

- traitements et motifs.

[0086] Les analyses statistiques ont été réalisées sous le logiciel R (logiciel de
référence en libre accés ; R Development Core Team (2008). R: A
language and environment for

[0087] statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria). Le modele utilisé est le modéle logistique.

Résultats

[0088] 1) Diarrhées des porcelets
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[0089]

[0090]

[0091]
[0092]

[0093]

[0094]

[0095]

[0096]

[0097]
[0098]

[0099]

[0100]
[0101]
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Dans un premier temps, juste aprés la naissance, 'émergence de diarrhée
chez au moins un porcelet par case est évaluée. Les résultats sont
montrés a la Figure 1.

La modélisation statistique montre que le risque d’apparition de diarrhées
chez le nouveau-nég, dans une case, est donc significativement réduit chez
les porcelets ayant été en présence de la composition selon linvention
appliqguée sur le périnée et les mamelles de leur mére, compareé aux
mémes porcelets traités avec un antibiotique.

Le risque est ici réduit de 50%.

On notera que dans le cadre du lot 4, I'éleveur a réalisé 30% de
traitements médicamenteux en moins pour soigner les animaux.

2) Mortalité des porcelets

Différentes causes de mortalité ont été identifiées : éliminés « petits »
(autour de 7% des porcelets), mortalité pour cause digestive (environ 2%),
mortalité par écrasement (environ 2%) et autres causes (environ 4%).
Pour 'analyse des résultats, les inventeurs n’ont pas retenu la cause «
éliminés petits » considérant qu’elle n’est pas impactée par I'application de
la composition selon l'invention en péri mise bas. La modélisation
représente le risque de mortalité toutes autres causes confondues a
I’échelle d’'une case (Figure 2).

L’évolution du risque de mortalité du lot 4 est significativement différente
des 3 autres lots (p-value =0.067).

Discussion

Cette étude montre une équivalence de résultats entre les deux
formulations et rythmes d’application des flores de barriére.

Des différences positives significatives ont été mises en évidence avec le
protocole sans injection d’antibiotique aux porcelets sur I'apparition de
diarrhées et la mortalité globale. Cette amélioration est liée a 'absence
d’inhibition potentielle de I'antibiotique sur les flores.

Conclusion

Les observations faites sur le lot sans antibiotique montrent clairement
I'efficacité sur la santé des porcelets (moins de diarrhées et de mortalité)

de la composition selon I'invention lorsque le porcelet est en contact
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immédiatement a la naissance avec la composition selon I'invention.

Exemple 2

[0102]

[0103]

[0104]

[0105]

[0106]

[0107]

[0108]

[0109]

[0110]

Cet essai a pour but de confirmer l'intérét de 'application de flores
(NOLO1, NOLO2, NOLO3, NOL 11) en maternité directement sur les
mamelles et périnée des truies dans un objectif damélioration de la santé

des porcelets, et notamment la réduction des diarrhées néonatales.

1. Protocole

L’essai a eu lieu dans une maternité collective porcine, sur 2 bandes
consécutives, avec pour chague bande, une salle témoin et une salle
essai d’environ 18 places chacune. L’essai s’est déroulé de I'entrée des

truies en maternité jusqu’au sevrage des porcelets a 21 jours.

1. Planning d’essai et applications :

Avant le lancement de 'essai, un cycle de nettoyage-désinfection de 2
jours a été réalisé dans toutes les salles, témoins et essais, avant 'arrivée
des truies en maternite.

A larrivée des truies en maternité a J-3, JO étant le jour de la 1ere
mise-bas, 'environnement d’élevage, a savoir 'ensemble des parois, sols
et matériels (cloisons, nourrisseurs, ...) des salles essais a été traité par
pulvérisation de la solution selon I'invention (NOLO1, NOLO2, NOLO3, NOL
11).

A partir de J-1, une application de la solution selon l'invention telle que
préparée selon le protocole b- ci-dessous a été réalisée par pulvérisation
sur les mamelles et périnée des truies essais. Cette double application
mamelles et périnée a ensuite été renouvelée de fagon journaliere jusqu’a
la mise-bas.

Aprés mise-bas, seule I'application sur mamelles a été renouvelée tous les
jours jusqu’a J5 dans les salles essais.

Dans les premiers jours de sa vie et ce, jusqu’au sevrage, le porcelet se
nourrit exclusivement du lait maternel (aucun autre aliment, ni liquide ni
solide). Le porcelet va donc téter regulierement les mamelles de sa mere.

Ainsi, une application de la solution selon l'invention sur les mamelles des
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[0115]
[0116]

[0117]
[0118]

[0119]
[0120]

[0121]

[0122]

[0123]

[0124]
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meres permet I'ingestion des flores par les porcelets.
Aprés mise-bas, les porcelets et I'état des cases ont éteé surveillés

jusqu’au sevrage, soit 3 semaines (21 jours).

1. Mise en ceuvre de la solution selon l'invention :

Une dose de la solution selon l'invention est conditionnée dans deux
flacons distincts de 20 ml chacun :

* Un flacon B contenant des Bacillus (NOLO1, NOLO2 et NOLO3)

* Un flacon L contenant les Lactococcus (NOL11)

Les flacons sont apportés congelés en élevage.

Préparation d’une solution meére :

Une solution mére a été préparée apres décongelation d’'une dose de la
solution selon l'invention (1 flacon B et un flacon L) pendant 1h a
température ambiante ou 5 min dans de 'eau froide. Cette dose
décongelée a été ajoutée a 310 mL d’eau potable non traitée dans un
bidon doseur auquel on fait subir une homogénéisation par agitation. La
solution mére ainsi préparée a été conservée au réfrigérateur jusqu’a la fin
des applications (J5).

Préparation pour pulvérisation :

Chaque jour de I'essai (de J-1 a J5), 50 mL de la solution meére ont été
prélevés et versés dans le réservoir d’'un pulvérisateur n’ayant pas
contenu de désinfectant, auxquels sont ajoutés 500 mL d’eau potable non
traitée. Cette nouvelle préparation a ensuite été pulvérisée sur les
mamelles et le périnée des truies des salles essai selon le protocole a-

décrit ci-dessus.

1. Mesures

Les parametres zootechniques suivants ont été relevés pendant toute la
durée de la maternité, jusqu’au sevrage des porcelets a 21 jours, dans
chacune des cases essai et témoin :

- Croissance : poids individuel des porcelets (relevé hebdomadaire
pendant toute la période de maternité, soit 3 fois) ;

- Diarrhées : nombre de cases avec présence de diarrhées et proportion



WO 2019/092136 PCT/EP2018/080670

15

estimée de porcelets touchés par case ;

[0125] - Mortalité digestive : nombre de porcelets morts par case du fait d’'une
pathologie digestive ;

[0126] - Antibiotiques : nombre de traitements antibiotiques appliqués par case,
et nature du traitement.

[0127]

1. Résultats

[0128] Une validation a posteriori de la mise en lot a été réalisée par 'analyse
des poids des porcelets a la naissance, du nombre de porcelets par truie
et par lot, de la date de la mise-bas et du rang de portée.

[0129]

Bande 1 Bande 2
Lot Essai Témoin Essai Témoin
Diarrhées (% du nombre de 60%°? 85%P 85% 85%
cases touchées)
Traitements 0,62 2,4b 1,98 3,3P
antibiotiques(nombre par case)
Mortalité digestive(nombre de 0,5 0,8 0,72 2,0°
morts par case)
Poids individuel(en kg, a 17j) 4,584 4,010 4,02 4,20

[0130] a, b : différences statistiquement significatives intra-bandes (Anova lll,
p<0,05)

[0131] Observations :

[0132] Sur la bande 1, on observe significativement moins de diarrhées
néonatales dans le lot essai par rapport au lot témoin. De méme pour le
nombre de traitements antibiotiques par case sur les 21 jours d’essai et
d’observation. Le poids moyen des porcelets est supérieur de +570g pour
les porcelets du lot essai par rapport au lot témoin, cette différence étant
statistiguement significative.

[0133] Surla bande 2, malgré un pourcentage identique de cases touchées par

des diarrhées entre le lot essai et le lot témoin, on note une diminution du
nombre de traitements antibiotiques chez le lot essai et une baisse de la

mortalité liée aux troubles digestifs, toutes deux statistiquement
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[0134]

[0135]

[0136]

[0137]

[0138]

[0139]
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significatives. Cela signifie que méme si les animaux essais ou témoin de
la bande 2 présentent le méme pourcentage de diarrhées, on note un
avantage chez les animaux ayant regu la composition selon I'invention (les

diarrhées sont moins violentes).

1. Conclusions

Les résultats de cet essai permettent de confirmer I'intérét d’'une
application de la solution selon l'invention sur les mamelles et le périnée
des truies par rapport a 'absence d’application : ainsi, si on favorise
'ensemencement interne (via ingestion par succion des mamelles) et
externe (via contact avec le périnée de la mére) de flores positives chez le
porcelet dés la mise-bas, on améliore la santé de ces jeunes animaux, et
notamment la santé digestive ce qui se traduit par une réduction
significative du nombre de traitements antibiotiques et/ou des diarrhées

néonatales, voire de la mortalité digestive.

1. Observations post-essai

L’éleveur impliqué dans cet essai a souhaité poursuivre les applications
sur les 8 bandes suivantes (bandes 3 a 10).

Le méme protocole a été suivi, mais uniquement avec des salles essais.
Les résultats sont trés satisfaisants et il a été observé une réduction des
diarrhées néonatales significatives selon I'éleveur.

Cette poursuite de I'essai a conduit I'éleveur a modifier sa gestion des
pathologies des jeunes porcelets, notamment en arrétant les traitements
antibiotiques systématiques, et en limitant I'utilisation de produits tels que

les asséchants.



WO 2019/092136 PCT/EP2018/080670
17
PCT
0-1 Formulaire PCT/RO/134
Indications relatives a des micro-
organismes ou autre matériel
biologique déposés (régle 13bis du
PCT)
0-1-1 Préparée avec ePCT-Filing
Version 4.3.015 MT/FOP 20181031/1.1
0-2 Demande internationale n° PCT/EP2018/080670
0-3 Référence du dossier du déposant ou BR100794-RIM
du mandataire
1 Les indications ci-dessous ont trait
au micro-organisme ou autre matériel
biologique visé dans la description :
141 page 3,4,5,6,7,14,15
1-2 ligne 35
1-3 Identification du dépét
1-3-1  |Nom de l'institution de dépot CNCM Collection nationale de cultures de micro-organismes
1-3-2  |Adresse de linstitution de dépot Collection nationale de cultures de micro-organismes (CNCM)
Institut Pasteur
28, rue du Dr Roux
75724 Paris Cedex 15
France
1-3-3  |Date du depot 14 mars 2012 (14.03.2012)
1-3-4  |Numéro d'ordre CNCM 1-4606
1-4 Indications supplémentaires NOLO01 les numéros de ligne ne peuvent étre mentionné la
remise a un expert est requise
1-5 Etats désignés pour lesquels les De toutes les désignations
indications sont données
1-6 Indications fournies séparément
Ces indications seront fournies
ultérieurement au Bureau international
2 Les indications ci-dessous ont trait
au micro-organisme ou autre matériel
biologique visé dans la description :
2-1 page 3,4,5,6,7,14,15
2-2 ligne 35
2-3 Identification du dépét
2-3-1  |Nom de I'institution de depot CNCM Collection nationale de cultures de micro-organismes
2-3-2  |Adresse de linstitution de dépot Collection nationale de cultures de micro-organismes (CNCM)
Institut Pasteur
28, rue du Dr Roux
75724 Paris Cedex 15
France
233 |Date du dépot 21 janvier 2016 (21.01.2016)
2-3-4  |Numéro d'ordre CNCM 1-5043
2-4 Indications supplémentaires NOLO2 - les huméros de ligne ne peuvent étre mentionnés - la
remise a un expert est requise
2-5 Etats désignés pour lesquels les De toutes les désignations
indications sont données
2-6 Indications fournies séparément

Ces indications seront fournies
ultérieurement au Bureau international

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



WO 2019/092136 PCT/EP2018/080670
18
PCT
3 Les indications ci-dessous ont trait
au micro-organisme ou autre matériel
biologique visé dans la description :
3-1 page 3,4,5,6,7,14,15
3-2 ligne 35
3-3 Identification du dépét
3-3-1 |Nom de linstitution de dépot CNCM Collection nationale de cultures de micro-organismes
3-3-2  |Adresse de I'institution de depot Collection nationale de cultures de micro-organismes (CNCM)
Institut Pasteur
28, rue du Dr Roux
75724 Paris Cedex 15
France
3-3-3  [Date du depot 14 mars 2012 (14.03.2012)
3-3-4  [Numéro d'ordre CNCM 1-4607
3-4 Indications supplémentaires NOLO3 - les numéros de ligne ne peuvent étre mentionnés - la
remise a un expert est requise
3-5 Etats désignés pour lesquels les De toutes les désignations
indications sont données
3-6 Indications fournies séparément
Ces indications seront fournies
ultérieurement au Bureau international
4 Les indications ci-dessous ont trait
au micro-organisme ou autre matériel
biologique visé dans la description :
4-1 page 3,4,5,6,7,14,15
4-2 ligne 37
4-3 Identification du dépét
4-3-1  |Nom de I'institution de depot CNCM Collection nationale de cultures de micro-organismes
4-3-2  |Adresse de l'institution de depot Collection nationale de cultures de micro-organismes (CNCM)
Institut Pasteur
28, rue du Dr Roux
75724 Paris Cedex 15
France
4-3-3  |Date du dépot 14 mars 2012 (14.03.2012)
4-3-4  |Numéro d'ordre CNCM 1-4609
4-4 Indications supplémentaires NOL11 - les numéros de ligne ne peuvent étre mentionnés - la
remise a un expert est requise
4-5 Etats désignés pour lesquels les De toutes les désignations
indications sont données
4-6 Indications fournies séparément
Ces indications seront fournies
ultérieurement au Bureau international
RESERVE A L'OFFICE RECEPTEUR
0-4 Cette feuille a été recue en méme
temps que la demande internationale : yes
(oui ou non)
0-4-1  [Fonctionnaire autorisé Kuiper-Cristina, Nathalie

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



WO 2019/092136 PCT/EP2018/080670
19

PCT

RESERVE AU BUREAU INTERNATIONAL

0-5 Cette feuille est parvenue au Bureau
international le :

0-5-1 Fonctionnaire autorisé

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



WO 2019/092136 PCT/EP2018/080670

20

Revendications

1.

Composition comprenant ou consistant essentiellement en un mélange :

a- d’au moins une souche de bactérie du genre Bacillus, notamment une
souche de Bacillus subftilis, et

b- d’au moins une souche de bactérie lactique,

pour son utilisation dans le cadre de la prévention ou le traitement des
infections contractées par un nouveau-né de mammiféres d’élevage au
moment de la naissance, notamment les infections digestives ou respiratoires,
ladite composition étant appliquée, sur le périnée et/ou sur la ou les mamelles
de la femelle allant donner ou ayant donné naissance audit nouveau-né de
mammiféres d’élevage, I'application étant réalisée avant et/ou aprés la
mise-bas.

Composition pour son utilisation selon la revendication 1, dans laquelle la
composition bactérienne comprend :

- au moins l'une des trois souches de Bacillus subtilis suivantes : NOLO1,
NOLO2, NOLO3, lesdites souches étant déposées a la CNCM sous les
numéros respectifs : CNCM | - 4606, CNCM 1-5043 et CNCM | - 4607, et

- au moins la souche de bactérie lactique: Lactococcus lactis spp lactis 1
souche NOL11, ladite souche étant déposée a la CNCM sous le numéro
CNCM | - 46009.

Composition pour son utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2,
ladite composition comprenant de 10% a 10'! colonies bactériennes de
Bacillus et de 10* & 10" colonies bactériennes de bactérie lactique, les
colonies bactériennes étant par mL ou g de composition.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
3, ou ladite au moins une souche de Bacillus est sous forme sporulée et/ou
sous forme végétative.

Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
4, ladite composition étant appliquée, sur le périnée et/ou sur la ou les
mamelles de la femelle allant donner ou ayant donné naissance audit
nouveau-né de mammiféres d’élevage, I'application étant réalisée avant et/ou
aprés la mise bas, ladite femelle étant dans un environnement préalablement

traité avec ladite composition.
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6. Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
5, ladite composition consistant essentiellement en
- les trois souches de Bacillus subfilis suivantes : NOLO1, NOL0O2, NOLO3,
lesdites souches étant déposées a la CNCM sous les numéros
respectifs :CNCM | - 4606, CNCM 1-5043 et CNCM | - 4607, et
- la souche de bactérie lactique : Lactococcus lactis spp lactis 1 souche
NOL11, ladite souche étant déposée a la CNCM sous le numéro CNCM | -
46009.

7. Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
6, ou lesdites infections sont des infections intestinales notamment les
diarrhées néonatales, les entérites, la salmonellose, des infections
respiratoires et en particulier la rhinite, la pasteurellose, la bordetellose, les
infections cutanées et en particulier les ulceres, les épidermites, les nécroses,
et les infections au niveau du systeme locomoteur notamment les boiteries
infectieuses

8. Composition pour son utilisation selon 'une quelconque des revendications 1 a
7, ou ladite composition est appliquée sur le périnée et/ou la ou les mamelles
par pulvérisation, étalement, saupoudrage ou trempage.

9. Kit de prévention des infections digestives, respiratoires ou autres, des
nouveau-nés de mammiféres d’élevage comprenant essentiellement :

- au moins une composition selon 'une quelconque des revendications 1 a 8,
et

- au moins un moyen d’application de ladite composition sur le périnée et/ou la
ou les mamelles de la femelle ayant donné ou allant donner naissance audit

nouveau-né de mammiféeres d’élevage.
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Demande internationale n°

PCT/EP2018/080670

A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE

INV. A61K35/742 A61K35/747
ADD.

A61P31/04

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB

B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

A61K A61P

Documentation minimale consultée (systéme de classification suivi des symboles de classement)

recherche

Documentation consultée autre que la documentation minimale dans la mesure ot ces documents relévent des domaines sur lesquels a porté la

recherche utilisés)

Base de données électronique consultée au cours de la recherche internationale (nom de la base de données, et si cela est réalisable, termes de

EPO-Internal, EMBASE, CHEM ABS Data, WPI Data, BIOSIS, Sequence Search

C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie” | Identification des documents cités, avec, le cas échéant, I'indication des passages pertinents

no. des revendications visées

5 décembre 2013 (2013-12-05)
le document en entier

X DATABASE WPI
Week 201543

AN 2015-241592
XP002783772,

Y abrégé

Thomson Scientific, London, GB;

& RU 2 546 880 C2 (ECOLOGY & EVOLUTION
INST) 10 avril 2015 (2015-04-10)

X WO 2013/178947 Al (NOLIVADE [FR]) 1-9

1-8
-/--

Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents

Les documents de familles de brevets sont indiqués en annexe

* Catégories spéciales de documents cités:

"A" document définissant I'état général de la technique, non
considéré comme particuliérement pertinent

"E" document antérieur, mais publié a la date de dép6ét international
ou aprés cette date

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de
priorité ou cité pour déterminer la date de publication d'une
autre citation ou pour une raison spéciale (telle qu'indiquée)

"O" document se référant a une divulgation orale, a un usage, a
une exposition ou tous autres moyens

"P" document publié avant la date de dépét international, mais
postérieurement a la date de priorité revendiquée

"T" document ultérieur publié aprés la date de dépét international ou la
date de priorité et n'appartenenant pas a I'état de la
technique pertinent, mais cité pour comprendre le principe
ou la théorie constituant la base de l'invention

"X" document particulierement pertinent; l'invention revendiquée ne peut
étre considérée comme nouvelle ou comme impliquant une activité
inventive par rapport au document considéré isolément

"Y" document particulierement pertinent; l'invention revendiquée
ne peut étre considérée comme impliquant une activité inventive
lorsque le document est associé a un ou plusieurs autres
documents de méme nature, cette combinaison étant évidente
pour une personne du métier

"&" document qui fait partie de la méme famille de brevets

Date a laquelle la recherche internationale a été effectivement achevée
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Date d'expédition du présent rapport de recherche internationale
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Catégorie* | Identification des documents cités, avec, le cas échéant, I'indication des passages pertinents

no. des revendications visées

Y

MANEEWAN C ET AL: "Development of
Bacillus subtilis MP and effective
utilization on productivity and
microorganisms in feces of suckling
piglets",

INTERNATIONAL JOURNAL OF APPLIED RESEARCH
IN VETERINARY MEDICINE, VETERINARY
SOLUTIONS, US,

vol. 9, no. 4, 1 janvier 2011 (2011-01-01)
, pages 382-387, XP002688379,

ISSN: 1559-4602

le document en entier

WO 20147151837 Al (BAYER CROPSCIENCE LP
[US]) 25 septembre 2014 (2014-09-25)

le document en entier

LEE D J ET AL: "Evaluation of probiotic
treatment in a neonatal animal model.",
PEDIATRIC SURGERY INTERNATIONAL 2000,
vol. 16, no. 4, 2000, pages 237-242,
XP055499223,

ISSN: 0179-0358

le document en entier

1-9

1-9

1-9
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