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DESCRIPCION
Composicién que comprende Duddingtonia flagrans
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicibn que comprende un aislado biolégicamente puro del
microorganismo Duddingtonia flagrans (D. flagrans) que tiene todas las caracteristicas identificadoras de la cepa
depositada bajo Acceso N° V16/019156 en National Measurement Institute, 1/153 Bertie Street, Port Melbourne,
Victoria 3207, Australia denominada en la presente como “IAH 12977, su produccién por fermentacién en un sustrato
sélido que sea un grano, leguminosa o semilla oleaginosa humedecido, y su utilizacién en un procedimiento de control
de la propagacién de un nematodo parasito en un animal de pastoreo.

Antecedentes de la invencion

Los nematodos parésitos (gusanos intestinales) siguen siendo una amenaza importante para la salud y el bienestar
de los animales de pastoreo (con un aparato digestivo muy adaptado a la alimentaciéon a base de hierba) en todo el
mundo. En particular, los animales de pastoreo estan expuestos a los parasitos con una frecuencia muy elevada. Los
animales de pastoreo se reinfectan después del tratamiento porque adquieren nematodos al pastar en pastos
infectados con larvas de gusano. Estas larvas proceden de los montones de estiércol que contienen un gran nimero
de huevos de nematodos depositados por animales agusanados.

Mas particularmente, como se muestra en la Figura 1, el ciclo vital basico de los nematodos gastrointestinales (GIN)
implica que los gusanos adultos en el lugar de predileccién en el tracto gastrointestinal del huésped producen un gran
namero de huevos que se eliminan del huésped, es decir, se vierten en las heces. En las heces o en la pastura, los
huevos normalmente se desarrollan en dos etapas de alimentacidn (este periodo de desarrollo varia segln las distintas
especies de parasitos y depende de las condiciones ambientales). Las larvas de primer estadio (L1) mudan a larvas
de segundo estadio (L2) y, a continuacién, a larvas de tercer estadio infecciosas no alimentarias (L3). Las larvas L1y
L2 se alimentan de la materia organica de las heces, mientras que las larvas L3 son incapaces de alimentarse debido
a la retencién de la cuticula del estadio L2. La cuticula sirve como vaina protectora frente a condiciones ambientales
extremas y puede prolongar la supervivencia de las larvas hasta que se den las condiciones éptimas para un posterior
desarrollo (Pugh, D.G. et al.,, Comp Cont Educ Pract Vet 20 (1998): S112). Posteriormente, las L3 infecciosas migran
de las heces a la pastura circundantes, donde son ingeridas por otros animales de pastoreo, de este modo se propaga
la infeccién parasitaria. Una vez dentro del huésped, las L3 eclosionan en respuesta a los cambios en la concentracion
de CO,, la temperatura y el pH antes de llegar a su lugar de infeccién. Experimentan dos mudas més (L4 y LS) y
completan su desarrollo hasta convertirse en adultos en su lugar preferido en 15 - 21 dias para las especies mas
comunes (Vlassoff, A. et al,, (2001) New Zealand Veterinary Journal 49: p213- 221).

Durante la migracion y el establecimiento de las larvas/adultos se pueden producir dafios directos en el tracto digestivo.
Los dafios también se pueden deber a la inflamacién en el lugar de la infeccién cuando el huésped responde al parasito
invasor. Varios informes mundiales sugieren que estas enfermedades parasitarias infligen graves pérdidas econdmicas
a la industria ganadera y afectan negativamente a la salud de los animales. Diarrea, anemia, pérdida de peso,
disminucién de la reproduccién, disminucién de la produccidén (por ejemplo, calidad de la lana, produccién de leche,
etc.), y el aumento de la morbilidad y la mortalidad son solo algunos de los devastadores perjuicios que pueden
ocasionar los nematodos gastrointestinales (GIN). Solo en la industria de los pequefios rumiantes domésticos de todo
el mundo, se estima que las pérdidas de produccién ascienden a millones de ddlares cada afio. Es dificil obtener
valores exactos debido a los numerosos factores que influyen en las pérdidas, que incluyen manejo, nutricién, factores
ambientales, estrés, genética y enfermedades concurrentes (Vlassoff, A. et al., (2001) New Zealand Veterinary Journal
49: p213-221). Las pérdidas estimadas en el ganado ovino y bovino solo en Australia ascienden a 1,000 millones de
$A1 y en todo el mundo se extienden a decenas de miles de millones de délares (Roeber et al., (2013) Parasite &
Vectors 6: p153). En otro estudio publicado por Meat & Livestock Australia Limited (Lane et al., (2015) Report
B.AHE.0010 ISBN 9781741918946) las estimaciones de las pérdidas totales anuales en Australia debidas a parasitos
internos fueron:

Ganado vacuno $A93,6 millones ($US70m/SEUB6mM) con pérdidas de producciéon que varian de $0,44 - $3,59 por
animal

Ovejas $A436 millones ($US327m/$SEU305m) con pérdidas de produccion que varian de $1,29 - $28,29 por animal
Cabras $A2,54 millones ($US1,9m/$EU1,8m) con pérdidas de produccidon que varian de $0 - $5,34 por animal.

Las especies de rumiantes exéticos o no domésticos tal como jirafa, antilope, ciervo, oryx, marta, antilope negro,
bongo, okapiy fiu son algunas de las muchas especies de artiodactilos que también presentan infecciones por GIN.
Las infecciones por GIN no son tan graves y numerosas en artiodactilos salvajes en su hébitat natural como en
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artiodactilos cautivos en instalaciones zooldgicas. Los motivos del aumento del nimero de GIN y la gravedad de la
infeccién en los artiodactilos cautivos se deben al estrés, la falta de ramoneo en los recintos, el aumento de la carga
de ganado el riego y la imposibilidad de cerrar las exhibiciones. Las condiciones de estrés causadas por el cautiverio
pueden disminuir la funcién del sistema inmunitario y aumentar la exposicién del organismo a paréasitos y
enfermedades (Fagiolini, M. (2010) et al., Journal of Zoo and Wildlife Medicine, 41(4): p662- 670). En los zoolégicos,
los visitantes deben poder ver a los animales en sus recintos. Por ello, la disponibilidad de ramoneo es menor, lo que
permite que los animales que son ramoneadores naturales en libertad, tal como las jirafas, pasten en su lugar. Sin
embargo, es dificil predecir el alcance de la infecciéon en estos "pastoreadores" forzados en comparacién con los
animales domésticos de pastoreo, ya que dependeria del alcance del pastoreo real en comparacién con el ramoneo
proporcionado en tales condiciones.

Globalmente, los nematodos parasitos gastrointestinales (GIN) méas importantes del ganado incluyen los que
pertenecen a los géneros Haemonchus, Ostertagia, Teladorsagia, Trichostrongylus, Ascaris, Nematodirus,
Strongyloides, Trichuris, Chabertia, Oesophagostomum, Cooperia'y Bunostomum (Yong, W. K. 1992. En: Yong, W. K
(Ed.) Animal Parasite Control Utilizing Biotechnology. pp. 115-134. CRC Press, Florida, USA). Para los rumiantes, las
principales especies son Haemonchus spp., Teladorsagia (Ostertagia) spp., Cooperia spp., y Trichostrongylus spp.
mientras que para los caballos las especies principales son ciatostomas, Strongylus spp., Strongyloides westeri,
Parascarus equorum, Trichostrongylus axei y Dictyocaulis arnfeldi. Los nematodos adultos con preferencia habitaran
en un segmento particular del tracto gastrointestinal del huésped (ver Tabla 1).



10

ES 2975256 T3

Tabla 1 Los nematodos importantes de los animales de pastoreo en Australia, sus nombres comunes y el sitio
anatémico en el que se localizan

Sitio anatémico  [Nombre cientifico [Nombre comun
lAbomaso Haemonchus contortus gusano poste de barbero
[(rumiantes)
H. placei gusano poste de barbero
Teladorsagia gusano estomacal marrdnj
Ipequefio
[(Ostertagia) spp.
Trichostrongylus axei gusano pelo estomacal
Intestino delgado |Cooperia spp. gusano intestinal
Nematodirus spp. gusano intestinal de cuello fino
Trichostrongylus spp. gusano negro
Bunostomum gusano ganchudo
ltrigonocephalum
Strongyloides papillosis gusano hilo
Strongyloides westeri gusano hilo
Parascarus equorum gusanos redondos
Intestino grueso  |Chabertia ovina gusano intestinal de boca grande
Oesophagostomum gusano nodular
columbianum
Oe. Vendosum -
Trichuris avis gusano latigo
ICyathostomins estréngilos pequefios
Strongylus spp. estréngilos grandes
Oxyuris equi oXiuros

De estas especies parasitarias, H. contortus, un parasito del abomaso de los rumiantes, es muy importante desde el
punto de vista del impacto econémico mundial y de la enfermedad clinica, ya que es un parasito hematéfago que
puede causar anemia grave en los animales y es prevalente en todo el mundo donde la temperatura media mensual
es de 18°C y las precipitaciones de 50mm. Este parasito en particular, por ejemplo, es endémico del sudeste de
Estados Unidos, Europa y Australasia, asi como de otras areas con climas de alta temperatura y humedad.

https:/iwww.researchgate.net/publication/6904034_Haemonchus_contortus_parasite_problem_No_1_from_tropics_-

_Polar_Circle_Problems_and_prospects_for_control_based_on_epidemiology.

En la actualidad, el enfoque convencional para el tratamiento de los parasitos intestinales en los animales de pastoreo
es la quimioterapia, es decir, la administracién de agentes quimicos destinados a matar los nematodos parasitos que
causan la enfermedad. Estos productos quimicos se conocen como antihelminticos. Este enfoque se ha utilizado con
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gran éxito en todo el mundo, pero ha llevado a una dependencia excesiva de estos farmacos que, a su vez, ha
provocado el desarrollo de la farmacorresistencia, lo que esta socavando el paradigma del tratamiento.

Las décadas de 1960 y 1970, cuando se establecié el régimen de quimioterapia, fueron un periodo en el que florecieron
la disponibilidad general de farmacos y la aparicién de nuevos farmacos. Sin embargo, las vias de desarrollo se han
agotado y las perspectivas de mas innovaciones en la terapia farmacolégica son desalentadoras (lhler, C. F., (2010)
Acta Veterinaria Scandinavica, 52 (Suppl 1):S24). Por lo general, la resistencia a un nuevo producto quimico se hace
evidente después de solo 5 - 10 afios de uso, como se muestra en la Figura 2.Recientemente ha habido casos en los
que la resistencia se ha desarrollado a un ritmo més rapido. Por ejemplo, en 2013 se informé de que el monepantel
(un nuevo farmaco antihelmintico) se habia vuelto completamente ineficaz contra Teladorsagia circumcincta y
Trichostrongylus colubriformis después de solo dos afios de uso en una granja de cabras en Nueva Zelanda (Scott, |.
et al, (2013) Veterinary Parasitology 198 (1-2) 166-171). Debido al cumplimiento variable de los medicamentos
administrados por via oral, los pesos corporales estimados, asi como los datos farmacocinéticos desconocidos, ha
llevado al uso de dosis subterapéuticas. Esto, junto con el uso excesivo y el mal manejo de la pastura, ha contribuido
al actual problema de resistencia a los antihelminticos en todo el mundo.

La administracién de los productos quimicos también da origen a residuos quimicos en la carne y los productos lacteos
obtenidos de los animales receptores. También provoca una contaminacién involuntaria del ambiente a través de los
vertidos y la excrecién en orina y heces. Aunque la resistencia de los parasitos es cada vez mayor, la ganaderia
comercial sigue dependiendo del uso de antihelminticos.

En vista de los problemas mencionados con el uso de antihelminticos, sigue habiendo una necesidad urgente de otros
procedimientos de control en entornos comerciales, por ejemplo, en granjas y/o zoolégicos. Los procedimientos de
control biolégico proporcionan un medio para el control de libre de productos quimicos de los nematodos parasitos,
mediante la utilizacién de las capacidades de los agentes microbianos con propiedades biolégicas adaptadas a este
fin. Los hongos nematéfagos han surgido en los ultimos afios como prometedores agentes de control bioldgico de
nematodos parésitos del ganado (Larsen et al., (1997) Veterinary Parasitology 72: p479-85; Waller and Faedo, (1996)
International Journal for Parasitology 26: p915-925). Muchos estudios han demostrado que Duddingtonia flagrans (D.
flagrans) tiene potencial como agente de control. D. flagrans es un hongo nematé6fago adaptado para atrapar y digerir
las larvas infectantes de especies de nematodos (gusanos) parasitos de los animales de pastoreo. Las esporas del
hongo tienen particularmente paredes gruesas, por lo que, cuando se suministran a los animales de pastoreo, pueden
atravesar intactas sus tractos digestivos y depositarse en su estiércol. En particular, D. flagrans produce clamidosporas
grandes (aprox. 20 um), que sobreviven al paso por el intestino. Como se analizé anteriormente, los animales también
vierten los huevos de sus parasitos en el estiércol. En el estiércol, el hongo prolifera, atrapa y consume las larvas
infectantes que eclosionan de los huevos de los gusanos, como se ilustra en la figura 3. De este modo, se interrumpe
el ciclo de vida de los gusanos y, por lo tanto, se consideré que D. flagrans podia ser Gtil como control biolégico de los
gusanos parasitos de los animales de pastoreo.

A pesar de la vasta investigaciéon que se ha llevado a cabo sobre el uso de D. flagrans en el control biolégico de
gusanos parasitos en los Ultimos 20 afios (Buzatti et al.,, (2015) Experimental Parasitology 159: p1-4; Khan et al,,
(2015) Animal Nutrition and Feed Technology 15(3): p447- 456; Waller et al. (2001) Veterinary Parasitology 102(4):
p321-330; Burke et al. (2005) Veterinary Parasitology 134(1-2): p141-146; US 5643568 A; WO 2014/125154 A1; CN
105343879 A; Anénimo: "Biological Control of Nematode Parasites of Small Ruminants in Asia - Final Proceedings of
FAO Technical Co-operations Project in Malaysia TCP/MAL/0065 (T) 2002", Organizacién de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacién, (2002-09-16), paginas 1- 11.), los resultados en esta area han sido decepcionantes,
hasta el punto de que no ha surgido ningln producto comercial. En particular, una plétora de estudios sobre
alimentacién con diversas dosis de D. flagrans pone de relieve numerosos problemas asociados al desarrollo de un
producto comercial que comprende D. flagrans adecuado para su uso en animales de pastoreo. Un estudio realizado
en 2005 pone de relieve las incoherencias de los resultados obtenidos en los ensayos de campo, que describe una
gran variabilidad de la eficacia obtenida con la ingestiéon voluntaria, que puede acentuar las diferencias de eficacia
entre las dosis y que constituye un obstaculo importante con el uso ambiental a pesar de la eficacia observada
Unicamente en algunos grupos (Paraud et al., Vet Res. (2005) 36: p157-166). Waller et al. Acta. Vet. Scand. (2006)
47: p23-32) describen ensayos realizados en tres granjas comerciales de ovejas en Suecia para evaluar la
administraciéon de D. flagrans en una serie de operaciones ganaderas comerciales y si seria viable o no la aplicacién
comercial de un producto biolégico compuesto por D. flagrans. Estos ensayos mostraron que no hubo ningun beneficio
significativo en el rendimiento de los corderos en el tratamiento fungico para las tres granjas utilizadas en este estudio

Ademas, Terrill et al. (Veterinary Parasitology 186 (2012): p28-37) han informado que el trabajo con hongos
atrapadores de nematodos fue discontinuado por Southern Consortium for Small Ruminant Parasite (SCSRPC)
después de un comienzo alentador debido a la falta de una fuente comercial de las esporas. Ademas, aln se esta por
ver si el uso de D. flagrans es viable en condiciones de pastoreo con una eficacia reproducible constante, junto con
un uso a largo plazo para reducir el nUmero de larvas de nematodos gastrointestinales en la pastura (asi se reducen
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las tasas de infeccién y mejora el rendimiento de los animales). En efecto, otra revisién publicada por Kumar et al (J.
Parasit. Dis. (2013) 37(2): p151-157) indica que existe una necesidad urgente de disefiar una estrategia sostenible de
control del parésito. Ademas, mientras que estudios experimentales recientes describen a D. flagrans como el agente
de control biolégico "méas prometedor" para los nematodos parasitos de los animales de pastoreo, los investigadores
han empezado a estudiar combinaciones de D. flagrans con otros hongos nematéfagos (por ejemplo, ver Da Silva et
al. Biomed Res. Intl. (2015) Article ID 474879). Sin embargo, tales combinaciones alin no se han probado en entornos
de granjas comerciales y/o zoolégicos y es probable que presenten problemas aln mayores de reproducibilidad y
eficacia en las condiciones de campo variables en comparacién con el uso de un solo agente biolégico.

Como se ha analizado anteriormente, el uso de D. flagrans para controlar las larvas infecciosas en la pastura que
muestra una eficacia reproducible constante se ha encontrado con muchas dificultades debido a la alta varianza entre
los resultados obtenidos en condiciones experimentales, los obtenidos en ensayos de campo y en entornos de granjas
comerciales, asi como las dificultades asociadas con la fermentacién y el aumento de escala para producir cantidades
comerciales de un producto utilizable, es decir, las esporas. En consecuencia, a pesar de la existencia de numerosos
estudios que describen el potencial de uso de D. flagrans como agente de control biolégico, ninguna de las cepas
utilizadas ha llevado con éxito a un producto disponible comercialmente. No se dispone de informacién especifica
sobre la cepa |IAH 1297 (por ejemplo, cédmo se obtuvo la cepa o cuales son las propiedades que la caracterizan).
(Anénimo: “BioWorma (Application Summary for Application No 106347)”, Australian Pesticides & Veterinary Medicines
Authority, (2016-07-20), paginas 1-40, Anénimo: “Livamol with BioWorma (Application Summary for Application
No 106348)” Australian Pesticides & Veterinary Medicines Authority, 20 July 2016 (2016-07-20), péginas 1-12,
Anénimo: “BioWorma and Livamol with BioWorma”, EPA NZ Decision APP202832, 3 August 2016 (2016-08-03),
paginas 1-19).Sigue existiendo la necesidad de una composicién que comprenda D. flagrans que proporcione un
control reproducible de la propagacién y la infectividad del ganado y la pastura por nematodos parasitos y que sea
adecuada para la comercializacién y/o aplicable para su uso en una estrategia comercial sostenible de control de
parasitos.

Cualquier discusidn del estado de la técnica a lo largo de la memoria descriptiva n se debe considerar en modo alguno
como una admisién de que dicho estado de la técnica es ampliamente conocido o forma parte del conocimiento general
comun en la materia.

Un objetivo de la presente invencidn es superar o mejorar al menos una de las desventajas de los tratamientos de la
técnica anterior, o proporcionar una alternativa util.

Sumario de la invencién

A pesar de la falta de éxito en la técnica con los intentos de producir un producto de control biolégico que comprenda
D. flagrans, en el trabajo que llevé a la presente invencién, los inventores trataron de identificar un aislado de una cepa
de D. flagrans para su uso en una composicibn de control biolégico adecuada para su aplicacién comercial.
Sorprendentemente, los inventores han hallado una cepa aislada de D. flagrans, denominada en la presente solicitud
"IAH 1297", que tiene caracteristicas adecuadas para su aplicacién comercial. La cepa de D. flagrans de la presente
solicitud proporciona numerosas ventajas sobre las cepas conocidas, como se expone a continuacién.

La presente invencién se refiere a las realizaciones definidas en las reivindicaciones. La presente invencion
proporciona una composicién que comprende un aislado biolégicamente puro del microorganismo Duddingtonia
flagrans (D. flagrans) que tiene todas las caracteristicas identificadoras de la cepa depositada bajo Acceso N°
V16/019156 en National Measurement Institute, 1/153 Bertie Street, Port Melbourne, Victoria 3207, Australia on 2
August 2016 (denominada en la presente como “cepa |IAH 1297”).

La presente invencién también se refiere a una composicién para usar en un procedimiento para controlar la
propagacién de un nematodo parasito en un animal de pastoreo que comprende un aislado biolégicamente puro del
microorganismo Duddingtonia flagrans (D. flagrans) que tiene todas las caracteristicas identificadoras de la cepa
depositada bajo Acceso N° V16/019156 en National Measurement Institute, 1/153 Bertie Street, Port Melbourne,
Victoria 3207, Australia denominada en la presente como “IAH 1297”. Ademés, la presente invencion se refiere a un
procedimiento de produccién de un aislado biolégicamente puro del microorganismo Duddingtonia flagrans (D.
flagrans) mediante la fermentacion del procedimiento que comprende fermentar un aislado de D. flagrans que tiene
todas las caracteristicas identificadoras de la cepa depositada bajo Acceso N° V16/019156 en National Measurement
Institute, 1/153 Bertie Street, Port Melbourne, Victoria 3207, Australia denominada en la presente como “IAH 1297” en
un sustrato sélido, en el que el sustrato sélido es un grano, leguminosa o semilla oleaginosa humedecida.

Sera evidente para un experto en la materia que el término "aislado biolégicamente puro", tal como se utiliza en la
presente, significa que el aislado esta separado de un ambiente de uno o0 mas constituyentes con los que puede estar
asociado si se encuentra en la naturaleza o de otro modo. Los términos "biolégicamente puro" o "aislado” utilizados
en la presente no indican hasta qué punto se ha purificado el microorganismo. En una realizacién, la cepa IAH 1297
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es la Unica cepa de D. flagrans presente en el aislado y, en otra realizacién, la cepa IAH 1297 es el Unico
microorganismo presente en el aislado.

Seré evidente para el destinatario experto que la presente invencion se refiere a una composicién que comprende la
cepa |IAH 1297 en cualquiera de sus formas de vida (ver la discusién anterior sobre las diversas etapas del ciclo de
vida de D. flagrans). Preferiblemente, la cepa |IAH 1297 esta en forma de espora y més preferiblemente en forma de
clamidospora.

La composicion de acuerdo con la invencién puede comprender cualquier parte funcional de la cepa IAH 1297 del
microorganismo D. flagrans, tal como se describe en la presente, que incluye una espora. Preferiblemente, la
composicién comprende una espora de dicha cepa IAH 1297 y, mas preferiblemente, la espora esta en forma de
clamidospora.

La presente invencién proporciona una composicién que comprende una cepa de D. flagrans aislada IAH 1297 y/o
una espora de dicha cepa de D. flagrans aislada (preferentemente una clamidospora de dicha cepa de D. flagrans
aislada), en la que dicha composicidn interrumpe el ciclo vital de un nematodo parasito en un animal de pastoreo,
controla la propagacién del nematodo en un animal de pastoreo y es adecuado para la aplicacién comercial.

Las composiciones de la presente invencidén son Utiles como composiciones de control biolégico para interrumpir el
ciclo vital de un nematodo parasito que infecta un animal de pastoreo. Las composiciones de control biolégico controlan
la propagacién del nematodo y son adecuadas para la aplicacién comercial.

Sin estar vinculado a ninguna teoria en particular, se cree que cuando una composicién de la presente invencion se
administra a un animal de pastoreo, la espora de pared gruesa de D. flagrans (preferentemente la clamidospora)
permanece inerte, resiste la digestién y pasa a través del tracto digestivo y finalmente se desprende en el estiércol.
Las esporas de D. flagrans de la composicién germinan en el estiércol y forman 6rganos atrapadores que atrapan las
larvas del nematodo parasito y las matan, de este modo se interrumpe el ciclo vital del nematodo paréasito en un animal
de pastoreo. De este modo se controla la propagacioén del nematodo desde el estiércol a la pastura al reducir el nUmero
de larvas que emergen del estiércol. Al controlar la emergencia de las larvas del estiércol, la composicién de la
invencién controla la propagacién de los nematodos parésitos de los animales de pastoreo, asi se reduce la infectividad
del nematodo parasito. Las larvas incluyen, por ejemplo, larvas L1, L2 y/o L3. Preferiblemente, la composicién reduce
las larvas L3 que emergen del estiércol y/o de la pastura. Por consiguiente, sera evidente para el experto en la materia
que el término "controla la propagacién del nematodo"” incluye el control de la propagacidn de los nematodos parasitos
de los animales de pastoreo. También se entenderd que controlar la propagacién de un parasito en un animal de
pastoreo significa reducir la infectividad por el nematodo parésito por lo que la poblacién del patégeno esta por debajo
de un nivel umbral en el que se reducen los problemas clinicos y/o las pérdidas econdmicas del ganado (los animales
de pastoreo).

Por ejemplo, la composicién de acuerdo con la invencidn interrumpe el ciclo vital de un nematodo paréasito en un animal
de pastoreo y controla la propagacion del nematodo cuando la reduccidn de larvas en el estiércol y/o en la pastura se
reduce en el intervalo de 30% a 100%, o0 35% a 100%, o0 40% a 100%, 0 45% a 100%, o 50% a 100%, o0 55% a 100%,
0 60% a 100%, 0 5% a 100%, o 70% a 100%, o 75% a 100%, o0 80% a 100%, o 85% a 100%, o 90% a 100%, o0 95%
a 100%, o aproximadamente 100%. Preferentemente, la composicién de acuerdo con la invencién interrumpe el ciclo
vital de un nematodo parasito en un animal de pastoreo y controla la propagacién del nematodo cuando la reduccién
de larvas en el estiércol y/o en la pastura se reduce en el intervalo de 50% a 100%, mas preferentemente en el intervalo
de 70 a 100%, incluso mas preferentemente en el intervalo de 80 a 100%. En un ejemplo, la composiciéon de acuerdo
con la invencién interrumpe el ciclo vital de un nematodo parasito en un animal de pastoreo y controla la propagacion
del nematodo cuando la reduccién de larvas en el estiércol y/o en la pastura se reduce en el intervalo de
aproximadamente 50%, o0 55%, 0 60%, 0 65%, 0 70%, 0 75%, o0 80%, 0 85%, o0 90%, 0 95%, o 100%.

La composicidn de la invencién también es adecuada para la aplicacién comercial, es decir, la aplicacién a los animales
mantenidos en una granja, incluidas las grandes granjas comerciales, y/o animales mantenidos en un recinto y/o
zoolégico. Por consiguiente, se entenderd que la composiciéon de la invencién es adecuada para su aplicacion
comercial y se puede administrar directamente al animal de pastoreo y/o mezclarse con el alimento y/o proporcionar
con un suplemento alimenticio, o la composicién de la invencién también se puede formular y administrar como
alimento para animales, suplemento alimenticio, bolo o composicién medicinal veterinaria. El alimento para animales
o suplemento de alimento se puede presentar en cualquier forma adecuada para alimentar a los animales de pastoreo,
que incluyen, pero sin limitacién, una mezcla suelta, un alimento suplemento liquido, un pellet o un bloque para lamer.

Es preferible que la composicién de la invencién sea un producto comercial que tenga al menos una o mas de las
siguientes caracteristicas:

Caracteristica 1: Capaz de producirse en cantidades suficientemente grandes para permitir su utilizacién en sistemas
de pastoreo comerciales.
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Caracteristica 2: Eficacia después de la produccidén a gran escala y rendimiento en granja y/o animales mantenidos
en un recinto y/o zoolégico de acuerdo con las declaraciones de la etiqueta.

Caracteristica 3: Seguridad para los animales receptores y las personas que los manipulan.

Caracteristica 4: Estabilidad y vida util. Preferentemente, el producto de control biolégico tiene una vida Util de al menos
12 meses, 0 al menos 18 meses 0 més a temperatura ambiente (hasta 30 °C).

Caracteristica 5. Forma fisica adecuada. La forma fisica del producto debe ser adecuada para el uso final previsto, es
decir, de flujo libre y facil de mezclar con el alimento para animales.

Caracteristica 6: Palatabilidad — Debido a que los productos se destinan a la administracién oral rutinaria en la
alimentacién, el sabor y la textura deben ser aceptables para los animales receptores.

Caracteristica 7: Envaseftamafio de los envases - es conveniente que el envase sea robusto, facil de manipular en la
granja y que el tamafio de los envases sea apropiado para el uso final.

Caracteristica 8: Pureza - los agentes microbianos se deben producir en una forma suficientemente pura para que su
administracién a los animales sea segura.

Caracteristica 9: Adecuacién para su uso en situaciones de alimentacién individual o en grupo. Algunas veces, los
animales de pastoreo seran alimentados individualmente. Méas generalmente, los animales de pastoreo son
alimentados en una situacién de alimentacién grupal, tal como un comedero compartido. Esto puede llevar a
situaciones en las que se inhibe la ingesta de alimento de los animales timidos y los animales mas agresivos pueden
consumir mas de lo que les corresponde.

A pesar de las importantes investigaciones realizadas con D. flagrans, hasta la presente invencién, no se ha
proporcionado un producto comercial que tenga al menos las caracteristicas 1 y 2 anteriores. En una forma de
realizacion, la composicién comprende al menos dos, 0 al menos tres, o al menos cuatro, o al menos cinco, o al menos
seis, 0 al menos siete, 0 al menos ocho o al menos nueve de las caracteristicas 1 a 9 anteriores.

Preferentemente, la composicion comprende cada una de las caracteristicas anteriores 1, 2, 3, 6 y 7. Incluso més
preferentemente, la composicién comprende cada una de las caracteristicas anteriores 1 a 9.

La eficacia después de la produccién a gran escala y el rendimiento en granjas y/o animales mantenidos en un recinto
y/o zoolbgico de acuerdo con las declaraciones de la etiqueta se relaciona en parte con la cantidad de esporas viables
de D. flagrans en la composicién. Como tal, la composicién de acuerdo con la invencién puede comprender un recuento
de esporas viables de O. flagrans de al menos aproximadamente 1 x 10? esporas viables por gramo de composicion.

En una realizacién, la composiciéon de acuerdo con la invencién puede comprender un recuento de esporas viables de
D. flagrans en el intervalo de 1 x 102 a 1 x 100 esporas viables por gramo de composicion. Por ejemplo, la composicion
de acuerdo con la invencién puede comprender un recuento de esporas viables de D. flagrans de:

1X 10?2 a 1 X 10° esporas viables por gramo de composiciéon o

1X 10° a 1 10* esporas viables por gramo de composiciéon o

1X 10* a 1 10° esporas viables por gramo de composiciéon o

1X 10° a 1 10° esporas viables por gramo de composiciéon o

1X 107 a 1 108 esporas viables por gramo de composiciéon o

11X 102 a 1

X
X
X

1X 100 a 1 X 107 esporas viables por gramo de composiciéon o
X
X 10° esporas viables por gramo de composicién o
X

1X 10° a 1 10 esporas viables por gramo de composicion o

Preferentemente, la composiciéon de acuerdo con la invencién puede comprender un recuento de esporas viables de
D. flagrans en el intervalo de 1 x 102 a 1 x 108 esporas viables por gramo de composicion.

En otra realizacion, la composicién de acuerdo con la invencién puede comprender un recuento de esporas viables de
D. flagrans de
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a) 1X 102 a 5 X 10° esporas viables por gramo de composicidn 0
1 X 10° a 1 X 10° esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10° a 1 X 10° esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10° a 5 X 10° esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10* a 5 X 10° esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10* a 1 X 10° esporas viables por gramo de composicion 0
(b) 1 X 10* a 1 X 108 esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10* a 5 X 107 esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10* a 1 X 107 esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10° a 5 X 10° esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10° a 1 X 10° esporas viables por gramo de composicion 0
(¢)01 X 10° a 1 X 108 esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10° a 5 X 107 esporas viables por gramo de composicion 0
1 X 10° a 1 X 107 esporas viables por gramo de composicion 0

En otro ejemplo, la composicién de acuerdo con la invencién puede comprender un recuento de esporas viables de
D. flagrans de

(a) aproximadamente 1 x 102, o aproximadamente 1,5 x 102, o aproximadamente 2 x 10?, o aproximadamente
2,5 x 102 o aproximadamente 3 x 102, o aproximadamente 3,5 x 102 o aproximadamente 4 x 102 o
aproximadamente 4,5 x 102, o aproximadamente 5 x 102, o aproximadamente 5,5 x 102, o aproximadamente
6 x 10% o aproximadamente 6,5 x 102, o aproximadamente 7 x 102 o aproximadamente 7,5 x 102 o
aproximadamente 8 x 102, o aproximadamente 8,5 x 102, o0 aproximadamente 9 x 102, o aproximadamente
9,5x 102 o;

(b) aproximadamente 1 x 10%, o aproximadamente 1,5 x 10% o aproximadamente 2 x 103, o aproximadamente
2,5 x 103 o aproximadamente 3 x 10% o aproximadamente 3,5 x 103 o aproximadamente 4 x 103 o
aproximadamente 4,5 x 103, o aproximadamente 5 x 103, o aproximadamente 5,5 x 103, o aproximadamente
6 x 103 o aproximadamente 6,5 x 10° o aproximadamente 7 x 10% o aproximadamente 7,5 x 103 o
aproximadamente 8 x 103, o aproximadamente 8,5 x 10%, o aproximadamente 9 x 103, o aproximadamente
9,5 x 103 o;

(c) aproximadamente 1 x 10, o aproximadamente 1,5 x 104 o aproximadamente 2 x 10*, o aproximadamente
2,5 x 10% o aproximadamente 3 x 10 o aproximadamente 3,5 x 10% o aproximadamente 4 x 10% o
aproximadamente 4,5 x 104 o aproximadamente 5 x 104 o aproximadamente 5,5 x 104 o aproximadamente
6 x 10% o aproximadamente 6,5 x 10% o aproximadamente 7 x 10% o aproximadamente 7,5 x 10% o
aproximadamente 8 x 10, o aproximadamente 8,5 x 104 o aproximadamente 9 x 10*, o aproximadamente
9,5x10% o

(d) aproximadamente 1 x 10°, o aproximadamente 1,5 x 10°, o aproximadamente 2 x 10°, o aproximadamente
2,5 x 10°% o aproximadamente 3 x 105 o aproximadamente 3,5 x 10% o aproximadamente 4 x 10° o
aproximadamente 4,5 x 105, o aproximadamente 5 x 105, o aproximadamente 5,5 x 10%, o aproximadamente
6 x 10°% o aproximadamente 6,5 x 10° o aproximadamente 7 x 10% o aproximadamente 7,5 x 10° o
aproximadamente 8 x 10°, o aproximadamente 8,5 x 105 o aproximadamente 9 x 10°, o aproximadamente
9,5x10% o

(e) aproximadamente 1 x 10°, o aproximadamente 1,5 x 108, o aproximadamente 2 x 10°, o aproximadamente
2,5 x 10° o aproximadamente 3 x 108 o aproximadamente 3,5 x 10° o aproximadamente 4 x 10° o
aproximadamente 4,5 x 108, o aproximadamente 5 x 108, o aproximadamente 5,5 x 10°, o aproximadamente
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6 x 10° o aproximadamente 6,5 x 108, o aproximadamente 7 x 10% o aproximadamente 7,5 x 10° o
aproximadamente 8 x 10°, o aproximadamente 8,5 x 108, o aproximadamente 9 x 10°, o aproximadamente
9,5x 108, o

(f) aproximadamente 1 x 107, o aproximadamente 1,5 x 107,0 aproximadamente 2 x 107, o aproximadamente
2,5 x 107, o aproximadamente 3 x 107, o aproximadamente 3,5 x 107, o aproximadamente 4 x 107, o
aproximadamente 4,5 x 107, o aproximadamente 5 x 107, o aproximadamente 5,5 x 107, o aproximadamente
6 x 107, o aproximadamente 6,5 x 107, o aproximadamente 7 x 107, o aproximadamente 7,5 x 107, o
aproximadamente 8 x 107, o aproximadamente 8,5 x 107, o aproximadamente 9 x 107, o aproximadamente
95x107, 0

(g) aproximadamente 1 x 108, o aproximadamente 1,5 x 108, o aproximadamente 2 x 10%, o aproximadamente
2,5 x 108 o aproximadamente 3 x 108 o aproximadamente 3,5 x 108 o aproximadamente 4 x 108 o
aproximadamente 4,5 x 108, o aproximadamente 5 x 108, o aproximadamente 5,5 x 108, o aproximadamente
6 x 108 o aproximadamente 6,5 x 10° o aproximadamente 7 x 10° o aproximadamente 7,5 x 108 o
aproximadamente 8 x 108, o aproximadamente 8,5 x 108, o aproximadamente 9 x 10%, o aproximadamente
9,5x 108, 0

(h) aproximadamente 1 x 10°, o aproximadamente 1,5 x 10° o aproximadamente 2 x 10°, o aproximadamente
2,5 x 10° o aproximadamente 3 x 10° o aproximadamente 3,5 x 10° o aproximadamente 4 x 10° o
aproximadamente 4,5 x 10°, o aproximadamente 5 x 10°, o aproximadamente 5,5 x 10°, o aproximadamente
6 x10° o aproximadamente 6,5 x 10° o aproximadamente 7 x 10° o aproximadamente 7,5 x 10° o
aproximadamente 8 x 10°, o aproximadamente 8,5 x 10° o aproximadamente 9 x 10°, o aproximadamente
9,5x 10°, o aproximadamente 1 x 10'° esporas viables por gramo de composicion.

Més preferentemente, la composicién de acuerdo con la invencién puede comprender un recuento de esporas viables
de D. flagrans de

(a) aproximadamente 1 x 10%, aproximadamente 3 x 10% o aproximadamente 1 x 10° esporas viables por gramo
de composicién; o

(b) aproximadamente 1 x 10°, aproximadamente 5 x 10° o aproximadamente 1 x 10° esporas viables por gramo
de composicién; o

(¢) aproximadamente 1 x 108, aproximadamente 3 x 10° o aproximadamente 1 x 107 esporas viables por gramo
de composicién; o

(d) aproximadamente 3 x 108, aproximadamente 1 x 107 o aproximadamente 1 x 108 esporas viables por gramo
de composicién.

La composicidn se prepara de acuerdo con cualquier procedimiento adecuado para producir la cepa de D. flagrans
IAH 1297 ylo esporas de dicha cepa de D. flagrans aislada. Ademas, la presente invencién proporciona un
procedimiento de produccién de un aislado biolégicamente puro del microorganismo Duddingtonia flagrans (D.
flagrans) por fermentacion, el procedimiento que comprende fermentar un aislado de D. flagrans que tiene todas las
caracteristicas identificadoras de la cepa depositada bajo Acceso N° V16/019156 en National Measurement Institute,
1/153 Bertie Street, Port Melbourne, Victoria 3207, Australia denominada en la presente como “IAH 1297 sobre un
sustrato sélido, en el que el sustrato sélido es un grano, leguminosa o semilla oleaginosa humedecida.
Preferentemente, la espora es una clamidospora. Preferentemente, el procedimiento es un procedimiento de
fermentacién que proporciona las esporas viables de D. flagrans por gramo de composicién de acuerdo con la
invencién. En un ejemplo, la cepa de D. flagrans y/o esporas de dicha cepa de D. flagrans aislada se produce mediante
un procedimiento de fermentacién del sustrato sélido, en el que el sustrato sélido es un grano integral, leguminosa o
semilla oleaginosa humedecidos. El grano integral utilizado puede ser cualquier grano integral adecuado y util para tal
fin, que incluye, pero sin limitacién, cebada, centeno, mijo, arroz, trigo, sorgo, triticale, avena, trigo sarraceno,
amaranto, maiz, quinoa, teff o lupin. El sustrato sélido también puede incluir leguminosas himedas, que incluyen, pero
sin limitacién garbanzos, habas, arvejas, lentejas, lupines o porotos mungo; o el sustrato puede ser semillas
oleaginosas, que incluyen soja, canola, cartamo, girasol y sésamo. Por ejemplo, el procedimiento se puede describir
en los Ejemplos 2y 3.

También se entendera que la composiciéon puede estar en cualquier forma tal que la composicién sea adecuada para
su aplicacién comercial tal como se describe en la presente. Por ejemplo, la composicién se puede presentar en forma
de concentrado de esporas que incluya micelio de D. flagrans y/o esporas de D. flagrans, en que preferentemente las
esporas son clamidosporas. Por ejemplo, cuando se utiliza la fermentacién en sustrato sélido, el grano entero se puede
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secar y moler para producir la composiciéon de la invencidn, en la que el grano entero incluye micelio de D. flagrans
y/o esporas de D. flagrans, en las que preferentemente las esporas son clamidosporas.

También se contempla que la composicién de acuerdo con la invencién, que incluye el concentrado de esporas
descripto en la presente, se pueda mezclar o preparar como alimentos para animales, suplemento alimenticio, bolo o
composicidbn medicinal veterinaria. El alimentos para animales o suplemento alimenticio se puede presentar en
cualquier forma adecuada para la alimentacién de animales de pastoreo, que incluyen pero sin limitaciéon: una mezcla
suelta, un alimento/suplemento para animales liquido, un pellet o un bloque para lamer.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona el uso de la composiciéon de acuerdo con la invencién en fabricacion
de un alimento para animales de cualquier forma, suplemento alimenticio, bolo o composicién medicinal veterinaria
para controlar la propagacién de un nematodo parasito en un animal de pastoreo.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso de la composicién de acuerdo con la invencién para controlar
la propagacién de un nematodo parasito en un animal de pastoreo.

La composicion de acuerdo con la invencién también se puede formular para una administracion que proporcione
facilmente una cantidad de esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia. En
una realizacién, la composicién se puede formular para una administracibn que proporcione al menos
aproximadamente 1 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia. En
otra realizacion, la composicién se puede formular para una administracién que proporcione 1 x 10% a 5 x 108 esporas
viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1x10%a 2,5 x 108 esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1x 10%a 1 x 108 esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1x10%a 5 x 107 esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1x10%a 2,5 x 107 esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1x10%a 1 x 107 esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1 x 103 a 5 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1x10%a 2,5 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1x 103 a 1 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1 x 103 a 5 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1x10%a 2,5 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1 x 103 a 1 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1 x 103 a 5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1x10%a 2,5 x 10% esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1 x 103 a 1 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1 x 10% a 9 x 108 esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia.

Preferentemente la composicion se puede formular para una administracién que proporcione 1 x 10* a 1 x 10° esporas
viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia.

Por ejemplo, la composicién se puede formular para una administraciéon que proporcione:

aproximadamente 1 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
aproximadamente 1,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
aproximadamente 2 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
aproximadamente 2,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
aproximadamente 3 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
aproximadamente 3,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
aproximadamente 4 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
aproximadamente 4,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
aproximadamente 5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
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aproximadamente 5,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 6 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 6,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 7 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 7,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 8 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 8,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 9 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia.
aproximadamente 1 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia.

O O O 0O OO0 OO0

Més preferentemente, la composicién se puede formular para una administracién que proporcione aproximadamente
1 x 10%, aproximadamente 3 x 10* o aproximadamente 1 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal
del animal de pastoreo por dia. Con maxima preferencia, la composicién o producto de control biolégico se puede
formular para una administracién que proporcione una cantidad de esporas viables de D. flagrans de aproximadamente
3 x 10* esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia. También se entendera que la
composicién de la invencién se puede formular para una administracién que proporcione una cantidad estandar, segun
sea deseado, de la composicién en la que se proporcionan las cantidades anteriores de esporas viables por dia.

También se contempla la posibilidad de afiadir "componentes adicionales" a la composicién de la invencién que
también controlen la propagacién de un parésito en un animal de pastoreo, por ejemplo, componentes que
proporcionen un efecto de "doble ataque". Dichos componentes adicionales incluyen, pero sin limitacién,
antihelminticos (tales como abamectina, ivermectina, pamoato de pirantel, sulfato de pelletierina) que son eficaces
contra los nematodos; o tales como benzimidazoles (BZ), que también son ovicidas (con actividad contra los huevos
que pasan los nematodos intestinales y las tenias), lactonas macrociclicas (ML), imidazotiazoles y tetrahidropirimidinas
(LV), salicilanilidas, nitazoxanida, praziquantel, octadesipéptidos (por ejemplo, emodepside), derquantel (espiroindol)
y derivados de aminoacetonitrilo (AAD) que son eficaces contra otros gusanos, otros hongos nematéfagos (tales como
Purpureocillium lilacinum, Stopharia rugosoannulata o Coprinus comatus), taninos, minerales, tierra de diatomeas,
hierbas, subproductos de la agricultura, vacunas o particulas de alambre de 6xido de cobre (COWP) o combinaciones
de los mismos. La invencién proporciona una composicién que puede comprender ademéas uno 0 mas componentes
del siguiente grupo: uno o mas antihelminticos, uno o mas hongos nematéfagos, particulas de alambre de 6xido de
cobre (COWP), un tanino, un mineral, tierra de diatomeas, una hierba, un subproducto agricola, una o mas bacterias
0 una vacuna. Las dosis adecuadas de estos componentes adicionales estaran claras para el destinatario experto
sobre la base de la bibliografia cientifica y comercial disponible (especifica del producto), asi como en los
conocimientos generales del destinatario experto. En una realizacién, la composicién comprende ademas COWP. Por
ejemplo, el COWP puede estar presente en la composicién de la invencién en una cantidad adecuada para la
administracién a un animal en una dosis de aproximadamente 10 g por 100 kg de peso corporal del animal a tratar.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién para usar en un procedimiento para controlar la
propagacién de un nematodo parasito en un animal de pastoreo que comprende administrar la composiciéon de la
invencidén en una cantidad y durante un tiempo suficiente para reducir la carga de nematodo paréasito (gusano) en la
pastura en al menos aproximadamente 30%. Por ejemplo, la composicién se puede administrar en una cantidad y
durante un tiempo suficiente para reducir la carga de nematodo parasito (gusano) on pasture en el intervalo de 30% a
100%, o 35% a 100%, 40% a 100%, 0 45% a 100%, o0 50% a 100%, o 55% a 100%, 0 60% a 100%, 65% a 100%, o
70% a 100%, 0 75% a 100%, 0 80% a 100%, o0 85% a 100%, 0 90% a 100%, 95% a 100%, o aproximadamente 100%.
Preferentemente, la composicién se puede administrar en una cantidad y durante un tiempo suficiente para reducir la
carga de nematodo parasito (gusano) on pasture en el intervalo de 50% a 100%, mas preferentemente en el intervalo
de 60 a 100%.

Sera evidente para el profesional experto que el tiempo suficiente para reducir la carga de nematodos paréasitos
(gusanos) en la pastura puede variar en funcién del tipo de animal de pastoreo, su estado de salud y/o peso, y/o las
condiciones de la pastura, la época del afio, la temperatura y/o el clima, y serd determinado por el usuario o sus
asesores técnicos.

Debido al desarrollo de resistencias y multirresistencia a los productos quimicos antihelminticos, los cientificos de todo
el mundo recomiendan utilizar el recuento de huevos en heces (FEC) para indicar qué animal de pastoreo necesita
desparasitacién y cudndo. También se recomienda realizar ocasionalmente una prueba de reduccién del recuento de
huevos en heces (FECRT) para comprobar si los antihelminticos que se estan utilizando son eficaces y/o para
identificar las especies de gusanos mediante cultivos de larvas en heces (FLC)

is. pios.org/plosone/article?id=10,1371/journal.pone,0037327.

Por ejemplo, el tiempo suficiente para reducir la carga de nematodos parasitos (gusanos) en la pastura puede ser al
menos una semana, o al menos 2 semanas, o al menos 3 semanas, o al menos 4 semanas, o al menos 5 semanas,
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o al menos 6 semanas, o al menos 7 semanas, o al menos 8 semanas, 0 al menos 9 semanas, o al menos 10 semanas,
o en el intervalo de 1 a 26 semanas, 0 1 a 15 semanas, 0 1 a 10 semanas, 0 1 a 8 semanas, o0 1 a6 semanas, 0 1a
5 semanas, 0 1 a 4 semanas, 0 1 a 3 semanas, 0 2 a 15 semanas, 0 2 a 10 semanas, 0 2 a 8 semanas, 02 a6
semanas, 0 2 a 5 semanas, 0 2 a 4 semanas, 0 2 a 3 semanas. Preferentemente, el tiempo suficiente para reducir la
carga de nematodos parasitos (gusanos) en las pasturas puede estan en el intervalo de 2 a 26 semanas. En una
realizacién de la invencion, el tiempo puede estar en el intervalo de 12 a 20 semanas, y en particular 12 a 16 semanas.

Se contempla que la composicién de la invencidén se puede administrar durante cualquier periodo de tiempo, incluso
después de que se reduce la carga de nematodos parésitos (gusanos) en las pastura. Por ejemplo, la composicién se
puede administrar durante al menos una semana, o se puede continuar indefinidamente.

También sera evidente para el profesional experto que una cantidad suficiente para reducir la carga de nematodos
parasitos (gusanos) en la pastura de acuerdo con la composicién de uso de la invencién puede ser una cantidad de
esporas viables de D. flagrans contenidas en la composicién que se administra al animal de pastoreo y variara segun
el peso del animal, y serd determinada por el usuario o sus asesores técnicos.

En una realizacién, de acuerdo con la composicién de uso de la invencién, la cantidad administrada puede comprender
esporas viables de D. flagrans de al menos aproximadamente 1 x 10° esporas viables por kg de peso corporal del
animal de pastoreo por dia. En otra realizacién, de acuerdo con la composicién de uso de la invencién, la cantidad
administrada puede comprender esporas viables de D. flagrans en el intervalo de

1 x 103 a 5 x 108 esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1x10%a 2,5 x 108 esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, 0, 1 x 103 a 1 x 108 esporas
viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1x 10%a 5 x 107 esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1x10%a 2,5 x 107 esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, 0, 1 x 103a 1 x 107 esporas
viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1 x 103 a 5 x 10° esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
1 x 103 a 5 x 10° esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1x10%a 2,5 x 10° esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, 0, 1 x 103 a 1 x 10° esporas
viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1 x 10% a 5 x 10° esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1 x 10% a 2,5 x 10° esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o, 1 x 10° ato 5 x 10*
esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o

1x 10%a 2,5 x 10* esporas viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, 0 1 x 10%a 1 x 10* esporas
viables por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia.

Por ejemplo, de acuerdo con la composicién de uso de la invencidn, la cantidad administrada puede comprender
esporas viables de D. flagrans de

aproximadamente 1 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 1,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 2 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 2,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 3 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 3,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 4 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 4,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 5,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 6 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 6,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 7 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 7,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 8 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
aproximadamente 8,5 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia,
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aproximadamente 9 x 10* esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia, o
aproximadamente 1 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia.

Preferentemente, de acuerdo con la composicién de uso de la invencién, la cantidad administrada puede comprender
aproximadamente 1 x 10* a 1 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por
dia. Mas preferentemente, la cantidad administrada puede comprender aproximadamente 1 x 104, aproximadamente
3 x 10* o aproximadamente 1 x 10° esporas viables de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por
dia. Con méxima preferencia, la cantidad administrada puede comprender aproximadamente 3 x 10* esporas viables
de D. flagrans por kg de peso corporal del animal de pastoreo por dia. |

En otro aspecto, la presente invencién proporciona la composicién para uso de la invencién administrada como parte
de un programa integrado de control de paréasitos (IPM) para controlar la propagacién de un nematodo parésito de
animales de pastoreo, en el que el programa IPM comprende lo siguiente

a) Tratar el animal de pastoreo con un antihelmintico eficaz contra el nematodo parasito;

b) Transferir el animal de pastoreo a un pasto limpio, si es posible, que esté minimamente infectado o libre de
larvas del nematodo parasito; y

c) Administrar la composicién de la invencién al animal de pastoreo.

Sera evidente para el destinatario experto que cualquier antihelmintico Gtil en el tratamiento del nematodo parasito se
puede utilizar en el tratamiento del animal de pastoreo. En particular, por ejemplo, abamectina, ivermectina, pamoato
de pirantel y sulfato de pelletierina son antihelminticos utiles en la presente invencién. Después de la introduccidén de
las fenotiazinas en la década de 1950, el control de los parasitos gastrointestinales se ha conseguido utilizando
antihelminticos quimicos y se basa predominantemente en el tratamiento con parasiticidas de amplio espectro
pertenecientes a tres clases quimicas principales: los benzimidazoles (BZ), las lactonas macrociclicas (ML) y los
imidazotiazoles/tetrahidropirimidinas (LV). Aunque se han desarrollado antihelminticos que incluyen derquantel
(espiroindol) y monepantel (un derivado aminoacetonitrilo, AAD), el éxito en el descubrimiento de nuevos
antihelminticos ha sido limitado en las dos Ultimas décadas. Los antihelminticos mencionados se pueden administrar
en combinacién con uno o varios de ellos. Las dosis adecuadas del antihelmintico estaran claras para el destinatario
experto y dependeran de los parametros habituales, tales como la naturaleza del antihelmintico, la especie animal, el
peso corporal del animal, el estado de resistencia quimica del animal o del grupo y las condiciones climaticas, etc.

Seré evidente para el profesional experto que un pasto limpio en b) del aspecto anterior se puede preparar segun
cualquier procedimiento. Preferiblemente, si es posible, el pasto limpio en b) se prepara sin pastorear el pasto con la
misma especie durante un periodo de aproximadamente 6 semanas o mas.

El destinatario experto entendera que "control bioldgico" significa el control de una plaga mediante la introduccién de
un enemigo o depredador natural.

En el contexto de la presente invencion, el término "composicién de control biolégico" incluye, pero no se limita a,
bioplaguicidas agricolas.

incluye, pero no se limita a, bioplaguicidas agricolas, productos bioquimicos veterinarios, aditivos para alimentos para
animales y productos Utiles para el control de plagas agricolas.

En consonancia con los ejemplos y el texto de la presente solicitud, el destinatario experto comprendera que en el
contexto de la presente invencion, cuando se haga referencia a la forma singular de un sustantivo, por ejemplo, una
espora, también se contempla el plural. Especificamente, por ejemplo, una composicién que comprende una espora
incluye una composicién que comprende muchas esporas. Como ejemplo adicional, la referencia al tratamiento de un
animal incluye el tratamiento de un rebafio 0 manada de animales o cualquier otro grupo colectivo.

El término "animal de pastoreo" segun cualquier aspecto, ejemplo o realizacién del presente documento incluye
cualquier animal de pastoreo exético (no doméstico) o doméstico e incluye pero sin limitacién rumiantes exéticos (no
domésticos) y domésticos. Por ejemplo, el animal de pastoreo doméstico se selecciona del grupo que consiste en,
pero no se limita a, caballo, cabra, oveja, bovino, ciervo y camélidos (tales como alpacas y llamas). En otro ejemplo,
el animal no doméstico o exético se selecciona entre especies de artiodactilos que incluyen, pero no se limitan a, jirafa,
antilope, ciervo, oryx, antilope sable, antilope negro, bongo, okapi y fiu. Preferiblemente, el animal exético de acuerdo
con la invencién es uno que se mantiene en cautiverio dentro de un recinto, por ejemplo, en una instalacién zoolégica.
En otro ejemplo, el animal de pastoreo se selecciona de animales que incluyen, pero no se limitan a, animales
monograstricos, rumiantes, camélidos y pseudorrumiantes (domésticos o no domésticos o exéticos). En otro ejemplo,
el animal de pastoreo se selecciona entre animales domésticos o salvajes.
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También se entendera que el término "nematodo parasito" de acuerdo con cualquier aspecto, ejemplo o realizacion
del presente documento incluye cualquier nematodo parasito conocido o descubierto posteriormente que infecte a un
animal de pastoreo. Por ejemplo, el nematodo parasito es uno o mas de los nematodos del género Strongylus spp.,
Cyathostomum spp., Triodontophorous spp., Trichonema spp., Oesophagodontus spp., Gyalocephalus spp.,
Cylicocylus spp., Cylicodonotophorus spp., Cylicostephanus spp., Gongylonema spp., Habronema spp., Mecistocirrus
spp., Oxyuris spp., Parascaris spp., Skrjabinema spp., Strongyloides spp., Toxocara spp., Dictyocaulis spp., Muellerius
spp., Protostrongylus spp., Onchocerca spp., Parafilaria spp., Setaria spp., Stephanofilaria spp., Thelazia spp.,
Trichostrongylus spp., Coopertia spp., Bunostomum spp., Teladosagia spp., Oesophagostomum spp., Nematodirus
spp., Haemonchus spp., Chabertia spp., Trichuris spp., ylo Ostertagia spp.

Preferentemente, el nematodo parasito de acuerdo con cualquier aspecto, ejemplo o realizacién de la presente es uno
0 mas de gusano poste de barbero o gusano de alambre (Haemonchus spp.), gusano del pelo o gusano pelo estomacal
(Trichostrongylus spp.), gusano intestinal o gusano intestinal pequefio (Cooperia spp.) y gusano ganchudo
(Bunostomum spp.), gusano negro ( Trichostrongylus spp.), gusano pequefio y gusano marrdn estomacal (Teladosagia
(Ostertagia) spp.), gusano nodular (Oesophagostomum spp.), gusano de pelo estomacal (Trichostrongylus spp.),
gusano hilo (Strongyloides spp.), gusano intestinal de boca grande (Chabertia spp.), gusano latigo (Trichuris spp.),
gusano intestinal de cuello fino o gusano de cuello roscado (Nematodirus spp.), gusanos rojos o estréngilos grandes
(incluidos Strongylus spp., Triodontophorus spp. y Oesophagodontus spp.) y/o Ciatostomas/Estréngilos pequefios
(incluidos Cyathostomum spp., Trichonema spp., Gyalocephalus spp., Cylicocyclus spp., Cylicodontophorus spp. y
Cylicostephanus spp.), Ascéridos (Parascaris spp.) y/u Oxiuros (Oxyuris spp.).

En una o mas realizaciones, la composicion y el uso de la misma de la presente invencién proporciona las siguientes
ventajas:

. D. flagrans |1AH 1297, no es absorbido por el animal huésped.
. D. flagrans |1AH 1297, sobrevive al pasaje a través del intestino y en el estiércol.
. D. flagrans |1AH 1297, permanece en forma de espora como clamidospora hasta que las condiciones

ambientales son adecuadas en coincidencia con los nematodos que se vuelven activos, luego germinan en el estiércol
donde las larvas de gusano son atrapadas, paralizadas y consumidas.

. D. flagrans IAH 1297, contiene pocos o ningln metabolito indeseable. Presenta niveles muy bajos de
flagranona A, niveles indetectables de flagranona B y niveles indetectables de flagranona C. En consecuencia, el
organismo se sitla por debajo de los actuales umbrales europeos de seguridad para este tipo de sustancias.

. Utilizado segun la presente invencion, D. flagrans |1AH 1297, rompe eficazmente el ciclo de vida de los
gusanos.
. D. flagrans |1AH 1297, utilizado segln la presente invencién, es eficaz contra gusanos resistentes a los

antihelminticos y multirresistentes.

A menos que el contexto requiera claramente lo contrario, en toda la descripcidn y las reivindicaciones, las palabras
non

"comprende", "que comprende" y similares se deben interpretar en un sentido inclusivo en contraposicién a un sentido
exclusivo o exhaustivo; es decir, en el sentido de "incluyendo, pero no limitado a".

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que se indique especificamente lo contrario o que el contexto requiera
de otro modo, se entendera que la referencia a una etapa Unica, composicién de materia, grupo de etapas o grupo de
composiciones de materia abarca una y una pluralidad (es decir, una o més) de dichas etapas, composiciones de
materia, grupos de etapas o grupo de composiciones de materia.

Los expertos en la materia apreciaran que la invencién incluye todas las etapas, caracteristicas, composiciones y
compuestos mencionados o indicados en esta memoria descriptiva, individual o colectivamente, y todas y cada una
de las combinaciones o dos 0 més de dichas etapas o caracteristicas.

El alcance de la presente invencién no debe limitarse a las realizaciones especificas descritas en la presente, que
estan destinados Unicamente para el fin de ejemplificacidén. Productos, composiciones y procedimientos
funcionalmente equivalentes estan claramente dentro del alcance de la invencién, tal como se describe en la presente.

Lista de abreviaturas
GIN — Nematodos gastrointestinales

EP — Producto de usuario final
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MP — Mili producto

TGAI - Ingrediente activo de grado técnico

LOQ — Limite de cuantificacién

LOD - Limite de deteccidn

HPLC - cromatografia liquida de alto rendimiento

UV - ultravioleta

IPM — Tratamiento de plagas integrado

FEC — Recuento de huevos fecales

FECRT — Prueba de reduccion de recuento de huevos fecales

FLC - Cultivos larvales fecales

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1: Diagrama esquematico que muestra el ciclo vital basico de los nematodos gastrointestinales en animales de
pastoreo.

Figura 2: Diagrama esquematico que muestra el desarrollo de la resistencia quimica. El diagrama indica el afio de
introduccién de los distintos productos quimicos y la R indica el afio en que se registré la primera resistencia Waller,
PJ., Acta Tropica 56(1994)233-243. Antimicrobianos: SULHPA; sulfonamidas, PEN, penicilina; STREP,
estreptomicina. Insecticidas: DDT, dicofano; CYCLO, ciclodienos; OP, organofosforados; SP, piretroides sintéticos.
Fungicidas: AH, hidrocarburos aromaticos; DOD, dodina; BZ, benzimidazoles; DCB, dicarboxamidas. Antihelminticos:
BZ, benzimidazoles; LEV, levamisol; AVM, avermectinas.

Figura 3: Diagrama esquemético que muestran una larva de nematodo capturada por D. flagrans. La larva es capturada
en una red pegajosa formada por varias areas resistentes. En la parte de contacto, el cuerpo del parasito es penetrado
y las hifas fungicas se extienden hacia fuera para crecer y llenar el cuerpo del nematodo y destruirlo. Los érganos
internos son finalmente disueltos y absorbidos. Las lineas de puntos muestran el micelio flngico en el interior del
parasito.

Figura 4a: Procedimiento de medicién del recuento de huevos en heces (FEC).
Figura 4b: Procedimiento para la prueba de reduccién del recuento de huevos en heces (FECRT)
Figura 5: Informacién sobre el producto Livamol

Figura 6: Representacién grafica de los resultados del ensayo de campo en ganado vacuno (Ensayo en ganado vacuno
1) utilizando la composicién de la invencién descrita en el Ejemplo 7 y en la Tabla 3.

Figura 7: Representacion gréfica de los resultados del ensayo de campo en ganado vacuno (Ensayo en ganado vacuno
2) usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 3.

Figura 8: Representacién gréafica de los resultados de los ensayos de campo con cabras ( Ensayo con cabras 1)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 3.

Figura 9: Representacién gréafica de los resultados de los ensayos de campo con cabras ( Ensayo con cabras 2)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 3.

Figura 10: Representacién gréafica de los resultados de los ensayos de campo con cabras ( Ensayo con cabras 3)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 3.

Figura 11: Representacién grafica de los resultados de los ensayos de campo con caballos (Ensayo con caballos 1)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 3.

Figura 12: Representacidn grafica de los resultados de los ensayos de campo con caballos (Ensayo con caballos 2)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 3.
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Figura 13: Representacidn grafica de los resultados de los ensayos de campo con caballos (Ensayo con caballos 3)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 4.

Figura 14: Representaciéon gréfica de los resultados de los ensayos de campo con ovejas (Ensayo con ovejas 1)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 4.

Figura 15: Representaciéon gréfica de los resultados de los ensayos de campo con ovejas (Ensayo con ovejas 2)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 4.

Figura 16: Representaciéon gréfica de los resultados de los ensayos de campo con ovejas (Ensayo con ovejas 3)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 4.

Figura 17: Representacién grafica de los resultados de los ensayos de campo con ovejas ( Ensayo con ovejas 4)
usando la composicién de la invencién como se describe en el Ejemplo 7 y en la Tabla 4.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La presente invencion se describira ahora con méas detalle con referencia a ejemplos especificos pero no limitantes
que describen composiciones y procedimientos de uso especificos. Se debe entender, sin embargo, que la descripcién
detallada de procedimientos, composiciones y procedimientos especificos se incluye Unicamente con el fin de
ejemplificar la presente invencién. No se debe entender en modo alguno como una restricciéon a la descripcién amplia
del concepto inventivo expuesto anteriormente.

EJEMPLO 1
Aislamiento, cultivo y caracterizacion de D. flagrans

Los inventores trataron de identificar un aislado de D. flagrans que fuera util para seguir trabajando en el desarrollo de
una composicién o producto de control biolégico. Sin estar ligado a ninguna teoria en particular, es deseable que un
aislado adecuado muestre un crecimiento relativamente rapido y abundante, produzca grandes cantidades de
clamidosporas para facilitar su aumento de escala, tenga una gran capacidad depredadora para lograr la maxima
eficacia en el momento de la liberacién, sea facil de controlar en el momento de la liberacién como agente de control
biolégico, no tenga efectos negativos en organismos no objetivo

Se examinaron veinticinco aislados y se observé que D. flagrans IAH 1297 tenia una buena tasa de crecimiento y
producciéon de clamidosporas, una alta eficacia de captura y un buen crecimiento en un sustrato de grano en
comparacién con los demas. Sobre la base de estas caracteristicas, el aislado de D. flagrans IAH 1297 se depositdé
en el National Measurement Institute, 1/153 Bertie Street, Port Melbourne, Victoria 3207, Australia, el 2 de agosto de
2016, de conformidad con los requerimientos del Tratado de Budapest.

A modo de ejemplo no limitante, se utilizaron los siguientes ensayos para determinar estos parametros.

Aislados flngicos

Los aislados flungicos se obtuvieron a partir de cultivos originales derivados de un estudio de campo para detectar la
presencia de hongos nematéfagos en muestras fecales, de compost y suelo de acuerdo con los procedimientos
descriptos en Larsen et al., 1994 (Veterinary Parasitology 53:275-281) y posteriores adiciones a la coleccién de cultivos
de CSIRO. Los subcultivos se tomaron de patrones originales y se mantuvieron en agar de dextrosa de papa (PDA)
para comprobar su pureza y viabilidad mediante el procedimiento descrito a continuacion.

Procedimiento de cultivo

Los cultivos a largo plazo se mantuvieron en frascos inclinados McCartney con PDAI 100%. Estos se prepararon
utilizando PDA Difco™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se dispensaron 10 ml de mezcla de PDA en
frascos McCartney. Se colocaron sin apretar las tapas en los frascos y se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante
21 min. Mientras estaban calientes, se ajustaron las tapas, se colocaron los frascos en un angulo de 45° y se dejaron
enfriar y solidificar. A continuacion, se transfiri6 el inéculo de esporas de los cultivos madre a la superficie de agar del
frasco McCartney utilizando un ansa estéril para bacterias. Los frascos McCartney se etiquetaron de acuerdo con el
tipo de medio, la ID del cultivo fingico y la fecha de inoculacién, y se almacenaron en un refrigerador a 4 °C para su
uso futuro.

Los cultivos a corto plazo derivados de los cultivos a largo plazo, se mantuvieron en placas de PDA (6 cm de didmetro).
El agar dextrosa de papa se preparé como se ha indicado anteriormente y se esterilizé en autoclave en un frasco
pyrex de 1 L a 121°C durante 21 minutos. Mientras aln estaba caliente, se afiadieron 2 ml del agente antibacteriano
ENGEMYCIN® (que contiene 100 mg/ml de clorhidrato de oxitetraciclina) al agar y se mezclaron por inversiéon. A
continuacién, las placas se vertieron en una cabina de flujo laminar, lo que asegura una cobertura completa de la placa
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de Petri hasta una profundidad de aproximadamente 6 mm. A continuacién, se dejaron enfriar y solidificar antes del
almacenamiento a 4 °C hasta su uso. Con una cuchilla quirtrgica estéril, se cortaron secciones de 3 mm x 3 mm del
agar que contiene el cultivo fungico y se colocaron en el centro de una nueva placa de PDA. Las placas se sellaron
con Parafiim® para evitar la desecacién y se incubaron a 27 °C durante 7-10 dias. Las placas se etiquetaron con la
identificacién del hongo y se fecharon.

Temperatura

Se evaluaron aislados de D. flagrans. Se probaron cinco regimenes de temperatura constante: 12 °C, 17 °C, 22 °C,
27 °C y 32 °C. Se inocularon tres placas replicadas de agar papa-dextrosa (PDA) 1% para cada tratamiento (6 cm de
didmetro) con tapones de agar de 2 mm x 2 mm cortados con una hoja de bisturi estéril del margen de la colonia de
cultivos fungicos de 1-2 semanas cultivados en PDA 1% y colocados en el centro de las placas de agar de prueba.
Cada tratamiento se incubd durante 14 dias (o los dias que se indiquen a continuacién en la presente) en una
incubadora Gallenkamp de temperatura controlada que se habia calibrado a la temperatura deseada. A lo largo de los
experimentos, la temperatura dentro de cada cabina varié en +/- 2°C. Las mediciones del crecimiento radial y el
recuento de clamidosporas se calcularon diariamente.

Crecimiento radial

El crecimiento radial se midié diariamente con un microscopio estereoscopico de disecciéon con aumento 10 X. El
crecimiento radial se calculd mediante la medicién de la distancia (mm) desde el borde del tapén de agar hasta el
borde del crecimiento micelial dos veces en direcciones opuestas. Una de estas direcciones se eligi6 aleatoriamente.
La tasa de crecimiento se calculé respecto del nUmero de dias que tardé el micelio en alcanzar el perimetro exterior
de la placa

Enumeracién de clamidosporas

El nimero de clamidosporas se determiné diariamente mediante la colocacion de una cuadricula de 6 cm? dividida en
cuadrados de 2 mm? debajo de la placa de agar bajo un microscopio estereoscopico de diseccién de aumento 10 X.
La cuadricula contenia cinco cuadrados de 2 mm? marcados aleatoriamente que estaban aproximadamente a 12-14
mm del tapén central y se contd el nimero de clamidosporas en estas cinco areas y se calculd el nimero de
clamidosporas por cm?.

Analisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza con la prueba post hoc de Tukey utilizando el software Statgraphic (Statgraphics
Centurion XV, 2006) a cada temperatura para evaluar las diferencias entre el nimero de dias necesarios para alcanzar
el perimetro de la placa de Petri y también para determinar las diferencias entre la tasa de crecimiento entre los
aislados. El mismo proceso se utilizé para determinar las diferencias entre la tasa de produccioén de esporas entre los
aislados, ademas del nimero de dias transcurridos hasta la primera produccién de esporas.

Eficiencia de atrapamiento

Inéculo fungico para la medicién de eficiencia de atrapamiento

Los aislados fungicos de D. flagrans se obtuvieron a partir de cultivos originales derivados de un estudio de campo
(Larsen et al., 1994 Veterinary Parasitology 53:275-281), y de posteriores adiciones al CSIRO. Se tomaron subcultivos
de la cepa original y se mantuvieron en agar de dextrosa de patata (PDA) siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente. El material de esporas utilizado se cultivé en sustrato de cebada como se describe méas adelante en el
Ejemplo 2 y se afiadi6 a los cultivos fecales a una concentracién de 1 x 10° clamidosporas/g de heces.

Cultivos fecales

Se recolecté materia fecal de ovejas libres de gusanos e infectadas con Trichostrongylus colubriformis, mantenidas en
las instalaciones de animales del CSIRO en F.O. McMaster Laboratory-Chiswick, Armidale, NSW, con el fin de
mantener patrones de helmintos. Las heces se recogieron en una bolsa sujeta al extremo posterior de la oveja
mediante un arnés de recoleccién de heces y se dejaron durante la noche. Las ovejas fueron alimentadas con 800
g/dia de pellets de alimentos para animales con una composicion de (g/kg): alfalfa 500, trigo 100, harinillas 200,
salvado 175, sal 20 y cloruro de amonio 5. A las ovejas infectadas se les administré una Unica dosis oral de 20,000
larvas de T. colubriformis de tercer estadio. A las ovejas infectadas se les administré6 semanalmente 0,25-0,5 mg por
cada 10 kg del corticosteroide "llium Trimedexil®, Troy Laboratories Pty Ud" mediante inyeccién intramuscular, para
suprimir parcialmente el sistema inmunitario y ayudar a mantener la infeccién del gusano.

El recuento de huevos fecales se estimé mediante una técnica McMaster modificada (Whitlock, 1948 Journal of the
Council for Scientific and Industrial Research 21:177-180). Las heces que contenian huevos de gusanos se mezclaron
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con heces libres de gusanos para crear una mezcla fecal con un recuento de huevos de aproximadamente 2,500
huevos/g.

Veinticinco gramos de heces se mezclaron en vasos de espuma de poliestireno con aproximadamente 7-10 g de
vermiculita (de acuerdo con la consistencia fecal inicial) para crear una textura desmenuzable himeda y esta mezcla
de heces de oveja luego se transfirié a frascos de cultivo de 500 g (M.R. Knoxpers. com.). Para cada aislado, se
utilizaron cinco frascos de cultivo replicados y se afiadieron clamidosporas del aislado a cada uno de los frascos de
cultivo replicados que contienen la mezcla de heces de oveja. Después de mezclar completamente, la mezcla fecal se
comprimié ligeramente para obtener una consistencia uniforme. A continuacién, se afiadieron aproximadamente 10 ml
de agua destilada a cada frasco para mantener la humedad. Del mismo modo, se prepararon cinco cultivos de control
replicados sin afiadir material con esporas. Los frascos de cultivo se incubaron a 20 °C durante 10 dias.

Después de la incubacién, se llenaron los frascos de cultivo con agua destilada y se colocé una placa de Petri de 20
cm de diametro en la parte superior del frasco. A continuacion, se invirtieron los frascos, se llend la placa de Petri hasta
la mitad con agua destilada y se dejé a temperatura ambiente durante 48 horas. A continuacidn, se recolectaron las
larvas del tercer estadio All (L3) mediante la decantacién del agua de las placas de Petri en tubos de recoleccién de
50 ml y se completé hasta un volumen de 50 ml. Se afiadié6 formalina a una concentracién final del 1-2% vy, a
continuacién, la solucién de larvas de 50 ml se calenté a 55-57 °C durante aproximadamente 1 minuto para matar las
larvas (Van Wyk et al. 2004 Veterinary Parasitology 119:277-306). Las larvas se enumeraron tomando 5 alicuotas
replicadas de 100 pl de cada muestra en un portaobjetos de microscopio y se contaron con un aumento de 100x. Si el
namero de larvas contadas fue menor de 10 por alicuota de 100 pl, se dejaron reposar las larvas durante un minimo
de 3 horas antes de retirar el exceso de liquido, se concentraron en un volumen de 5 ml y repetir la enumeracién como
se ha descrito.

EJEMPLO 2
Procedimiento/analisis de fermentacién del sustrato sélido

A modo de ejemplo no limitante, D. flagrans se puede producir utilizando el siguiente procedimiento de fermentacion
en sustrato sélido

Preparacion del indculo liguido para los sustratos de grano

Se preparé un caldo liquido con extracto de levadura 1 %, KHoPO4 0,5 %, NaNO3 0,1 %, MgS040,05 %, HoO y almidén
soluble 2 %. El pH se ajustd a 6,5 con HCI 0,1M y se esterilizd en autoclave en condiciones estdndar para liquidos. A
continuacién, se dej6 enfriar el caldo hasta aproximadamente 25 °C. Una vez frio, se inocularon 250 ml del caldo
contenido en un matraz cénico de 1,5 L con 8 trozos iguales de una placa de % (10 cm de didmetro) de un cultivo PDA
de 7 dias de D. flagrans y se incubaron en un agitador orbital a 200 rpm durante 7 dias a 28°C.

Preparacion y fermentacién de sustratos sélidos

Para cada sustrato, se pesaron muestras friplicadas de grano de 50 g en matraces Erlenmeyer de 250 ml. A
continuacién, las muestras se humedecieron con agua a razén de 1/3 del volumen total necesario para alcanzar una
humedad del sustrato del 40 % (Ver las Figuras 3,1, 3,2 y 3,3) y se mezclaron bien. Las muestras se dejaron reposar
a temperatura ambiente durante toda la noche (16 horas). Después de 16 horas, se taparon los matraces con lana de
algoddn y se cubrieron con papel de aluminio. A continuacién, los matraces se esterilizaron en autoclave en
condiciones estandar para liquidos. A continuacién, se transfirieron a una cabina de flujo laminar y se enfriaron a
temperatura ambiente. Una vez frios, los matraces se inocularon con el volumen final de in6culo liquido para alcanzar
el 40 % de humedad del sustrato utilizando cilindros de medicién esterilizados. En el caso del mijo, se traté de 24 mi
de inéculo liquido; para los lupines fue de 24 ml de inéculo liquido mas 1 ml de H>O estéril; y en el de la cebada, de
24 ml de in6culo liquido mas 4 ml de H-O estéril. La adiciéon de H-O estéril al inéculo para los lupines y la cebada tenia
por objeto asegurar que cada frasco tuviera la misma cantidad de in6culo fungico afiadido, manteniendo al mismo
tiempo la humedad del sustrato en el 40 %. Los cultivos inoculados se dejaron reposar antes de mezclarlos
suavemente después de 24 horas para asegurar que los granos hubieran absorbido toda la humedad libre. Después
de una semana de incubacién, los sustratos se rompieron agitando enérgicamente los matraces. Se incubaron de
nuevo durante 25 dias a 20°C

Procedimiento de secado

Después de la incubacién, los granos fermentados se rompieron mediante agitacién completa en el matraz. En la
cabina de flujo laminar, los granos fermentados se transfirieron a pequefias bandejas de espuma de poliestireno poco
profundas, y se combinan los cultivos replicados una vez que se determiné que no habia contaminacién. Los
aglomerados de sustrato restantes se rompieron asépticamente. Los cultivos se secaron durante 10 dias en una sala
con temperatura controlada ajustada a 22 °C para alcanzar un contenido de humedad <10 % (determinado mediante

19



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2975256 T3

analisis de humedad en estufa de una submuestra de 5 g después del secado durante 2 h a 130 °C). La agitacién
periddica y suave de las bandejas durante este periodo de secado asegurd un secado rapido y uniforme. Las muestras
secas se almacenaron en recipientes de 250 ml con tap6n de rosca herméticamente cerrados a 20°C para su posterior
analisis.

Enumeracién de clamidosporas

Después de secado, las muestras se molieron utilizando un molinillo de café pre-limpiado. Se pesaron muestras
triplicadas de 0,1 g de cultivos secos y molidos en tubos de digestién de 50 ml. Las muestras se digirieron durante 72
horas con agitacién constante en una solucién salina isoténica que contiene pepsina 1 % (1:2500 Pepsina A; Sigma
chemicals, Sydney) y &cido clorhidrico 1,7 % (grado AR). Las clamidosporas se contaron utilizando un hemocitémetro
Spencer Brightline TM y el rendimiento de esporas se calculd como clamidosporas por gramo de material de cultivo
seco y molido.

Evaluacién de viabilidad — procedimiento de tincion MTT

A partir de las muestras anteriores, se suspendieron 5 g de material de esporas molido en 50 ml de tampén fosfato de
potasio 10 mM estéril (pH 6,9). Esta suspensidén se utilizé para el anélisis de placas. Se dispensaron alicuotas
triplicadas de 1,0 ml de la suspensién diluida de esporas en viales de 5 ml. A cada vial se afiadié 1,0 ml de bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) (2 mg/ml) esterilizado por filtro y 2 gL de solucién de cloruro de
cobalto 2,5 mM. Los viales se taparon herméticamente y se incubaron a 27 °C durante 24 - 36 horas. Después de la
incubacién, se contaron las esporas viables con un hemocitdmetro. Las esporas viables se tifien de rojo o azul hasta
azul/negro y las esporas no viables no se tifien. Se contaron como viables solo las esporas que mostraron una tincién
citoplasmatica completa (Meier and Charvat, 1993 American Journal of Botany 80:1007-1015).

Analisis estadistico

Las diferencias en esporas viables/g se estimaron mediante ANOVA y la prueba post hoc de Tukey (Statgraphics
Centurion XV., 2006).

EJEMPLO 3
Aumento de escala de produccién para la aplicacién comercial

A modo de ejemplo no limitante Gnicamente, el D. flagrans de la composicién segun cualquier aspecto, realizaciéon o
ejemplo del presente documento se puede aumentar de escala para su aplicacién comercial del siguiente modo. A
continuacién, en el contexto de los presentes ejemplos no limitantes, se utilizan los siguientes términos:

Ingrediente activo de grado técnico (TGAI): se refiere a la materia prima desecada que contiene clamidosporas de la
cepa |IAH 1297 de D. flagrans, que es el producto del procedimiento descrito en el presente ejemplo, el Ejemplo 3.
Normalmente, este producto puede contener 1 x 10° 0 méas esporas viables por gramo.

Producto de usuario final (EP): se refiere a un producto que comprende TGAI mezclado con ingredientes para
alimentos para animales, que incluyen, pero no limitado a, harinas proteicas, aceites, grasas, carbohidratos,
antioxidantes, conservantes, vitaminas, minerales y colorantes. El EP esté destinado a ser utilizado por los ganaderos
como suplemento alimenticio para animales o para mezclarlo con los alimentos para animales.

Producto Mili (MP): se refiere a un producto compuesto por TGAI mezclado con ingredientes para alimentos para
animales, que incluyen, pero no limitado a harinas proteicas, aceites, grasas, carbohidratos, antioxidantes,
conservantes, vitaminas, minerales y colorantes. MP esta destinado a la venta a terceros fabricantes, tales como, pero
sin limitacién, fabricantes de alimentos para animales, veterinarios u otros, que pueden utilizarla como ingrediente en
sus propios productos de marca, que incluyen suplementos y alimentos para animales. En el contexto del presente
ejemplo no limitante, MP comprende aproximadamente 15 veces mas TGAI que EP.

TGAI purificada: se refiere a un producto derivado de TGAI en el que la densidad de clamidosporas de D. flagrans es
mayor que la de la TGAI de la que se deriva.

Se produjo un concentrado de esporas secas. Como se ha indicado anteriormente, el concentrado de esporas
desecado se denominé ingrediente activo de grado técnico (TGAI). EI TGAI se produjo de la siguiente manera:

Esquema 1 Fabricacion D. flagrans
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a. El D. flagrans se cultivo utilizando un procedimiento estandar de fermentaciéon en sustrato sélido
como en el Ejemplo 2. El D. flagrans se cultivd en un grano entero humedecido; se afladieron medios de
crecimiento adicionales, que contienen una fuente de energia, una fuente de nitrégeno, asi como nutrientes

b. El proceso de produccién es un proceso de dos etapas que comprende la esterilizacién del grano
humedecido mediante calor o irradiacién gamma, la inoculacién del grano humedecido con caldo liquido que
contiene el hongo y que puede incluir alguno o todos los constituyentes enumerados en (a). La inoculaciéon
se realiza en condiciones estériles y se deja que la fermentacién tenga lugar durante varias semanas, en
general aproximadamente 4 semanas. La etapa de fermentacién se lleva a cabo a una temperatura controlada
de 20-28 grados centigrados y el contenido de humedad varia de como minimo 20% a aproximadamente 40-
60%. Durante la etapa de fermentacién, las esporas se desarrollan de forma natural; en esta etapa no se
utilizan procedimientos especificos de iniciacién para inducir la formacién de esporas.

C. Actualmente se utilizan dos tipos de procesos de fermentacién. En un proceso, se utilizan bandejas
de acero inoxidable para contener el sustrato de crecimiento y se hace circular aire u oxigeno en el espacio
de cabeza durante la fermentacidén. En el otro proceso, el sustrato de crecimiento esta contenido en paquetes
de almohadilla que comprenden una bolsa de plastico con una banda de respiracién, y se permite que el
proceso de fermentacién tenga lugar en un estante, por lo que no se utiliza la circulacién forzada de aire u
oxigeno. El proceso de fermentacidén esta disefiado para excluir la introduccién de organismos extrafios y
permitir el escape de diéxido de carbono y la entrada de aire.

d. La segunda etapa consiste en secar el grano fermentado mediante la exposicién al aire. Esto se
hace lo méas rapidamente posible a baja temperatura hasta un contenido de humedad menor de 10%. Las
esporas de D. flagrans no se separan del grano porque el D. flagrans produce esporas que forman parte
integrante del grano. Una vez seco, el grano que incluye las esporas produce la materia prima del concentrado
de esporas. El concentrado de esporas contiene micelio seco que incluye esporas. El recuento de esporas
viables por gramo obtenido varia entre 1 x 10° y 1 x 10'° esporas/g.

€. Una vez finalizado el secado, el producto (TGAI) se envasa en bolsas selladas, se envasa y se envia
para su posterior fabricacién.

EJEMPLO 4
Producto de usuario final (EP) y Mili Producto (MP)

Solo a modo de ejemplo no limitante, el TGAI se preparé como se describe en el Ejemplo 3 y se formulé para obtener
una composicion de acuerdo con la invencién. Se prepararon dos productos, un producto de usuario final (EP)y un
producto Mili (PM), tal como se ha descrito anteriormente.

Como se ha indicado anteriormente, para producir el EP y el MP, el TGAI se mezclé con ingredientes de alimentos
para animales que incluyen, pero no estar limitado, ingredientes que comprenden harinas proteicas, aceites, grasas,
carbohidratos, antioxidantes, conservantes, vitaminas, minerales y colorantes. En el presente ejemplo no limitante, el
MP comprende aproximadamente 15 veces o mas TGAI que el EP. Una vez mezclada, la mezcla se molié para romper
los granulos de esporas y asegurar la homogeneidad. Los productos acabados se envasaron en bolsas o recipientes
a granel. Tipicamente, los productos (tanto el EP como el MP) proporcionan un minimo de 3 x 10* esporas viables por
Kg de peso corporal por dia cuando estan en uso (segln lo medido, por ejemplo, en el procedimiento de viabilidad del
Ejemplo 5).

EJEMPLO 5
Prueba de recuento de huevos en heces (FEC)

Los procedimientos para el recuento de huevos fecales (FEC) son bien conocidos en la técnica. Existen ejemplos de
técnicas ampliamente disponibles. En la figura 4a se proporciona un ejemplo de instrucciones para el FEC. El
destinatario experto conocera muchas otras fuentes de metodologias.

EJEMPLO 6
Prueba de reduccién del recuento de huevos en heces (FECRT)

Los procedimientos para la prueba de reduccién del recuento de huevos en heces (FECRT) son bien conocidos en la
técnica. Los ejemplos de técnicas estdn ampliamente disponibles. En la Figura 4b se proporciona un ejemplo de
instrucciones para la FECRT. El destinatario experto conocera muchas otras fuentes de metodologias.

22



10

15

20

25

30

35

ES 2975256 T3

EJEMPLO 7

A modo de ejemplo no limitante, se realizaron ensayos de eficacia con la composicién de la invencién. La composicién
de la invencién se prepar6, por ejemplo, segun el Ejemplo 3 y se formulé adicionalmente para producir EP segun el
Ejemplo 4.

Se realiz6 una serie de ensayos controlados con placebo en ganado vacuno, ovino, caprino y equino de acuerdo con
las Buenas Précticas Clinicas (GCP) de la VICH (International Cooperation on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Veterinary Medicinal Products) en diferentes ubicaciones regionales y estaciones de
Australia para evaluar la capacidad del EP de reducir el desarrollo larvario y la migracién de las heces a la pastura.

Brevemente , en los ensayos a corto plazo con bovinos, caprinos y equinos, se recolectaron las heces de los animales
antes del tratamiento y se colocaron en un sitio de pastura (heces de control). A continuacién, se traté a los mismos
animales con el EP y se volvieron a recolectaron las heces después de aproximad mente una semana (heces tratadas).
Estas heces también se colocaron sobre los sitios de partera. A intervalos de 2 semanas (de 2 a 8 semanas después
del tratamiento), se recolectaron muestras de heces de la pastura situados alrededor de heces seleccionadas
aleatoriamente (tratadas y de control) y se examinaron en busca de larvas de nematodos. A continuacién, las larvas
halladas se clasificaron por especies (como larvas parésitas de la especie huésped involucradas) y se calculé el
namero total de larvas parasitas de cada muestra. El efecto del tratamiento se midié mediante la comparacién de los
recuentos de larvas de la pastura de los dos grupos (tratado frente a control).

Para los estudios de pastoreo a largo plazo en ovejas, se pastorearon dos grupos de ovejas infestadas de gusanos
en potreros separados, un grupo que recibe el EP y el otro un placebo. El efecto del tratamiento sobre la infectividad
larvaria en la pastura se midié mediante el pastoreo conjunto con grupos de corderos trazadores libres de gusanos y
el efecto del tratamiento se midié mediante la comparacidn de los recuentos totales de gusanos de los dos grupos de
trazadores.

Las especies de gusanos encontradas en estos estudios incluyen las que se muestran en la Tabla 2

Tabla 2. Especies de gusanos halladas en los ensayos de eficacia de EP (que contienen clamidosporas de cepa IAH
1297 de D. flagrans)

Tipo de gusano Vacuno Oveja Cabras Caballos
Cooperia spp. X X
Cyathostomes X
Haemonchus spp. X
Nematodirus spp. X X
X
Oesophagostomum spp.
Ostertagia spp. X
Strongylus spp. X
Teladorsagia spp.
Trichostrongylus spp. X X X X

En cada uno de los ensayos con ovinos se obtuvieron reducciones estadisticamente significativas (P<0,05) del
recuento total de gusanos en los corderos trazadores. Para los estudios con bovinos, caprinos y equinos, se analizaron
los datos agrupados para cada especie animal, lo que muestra que el efecto del tratamiento fue significativo a P<;0,01
en cada caso, como se muestra a continuacién.

Los estudios con EP que se resumen a continuacién se realizaron de acuerdo con las directrices VICH GL9 GCP (junio
de 2000) y las directrices de Association for the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP)para evaluar la
eficacia de los antihelminticos en rumiantes.

Estudios de eficacia a corto plazo con suplemento alimenticio (EP) (bovinos, equinos y caprinos)
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Se llevaron a cabo una serie de ensayos controlados con placebo para evaluar la capacidad del EP para reducir el
desarrollo larvario y la migracién de las heces en pastos de ganado vacuno, equino y caprino.

En estos ensayos se utilizaron los siguientes productos:

1. Livamol®: Producto placebo (ver la descripcidn del producto en la Figura 5): un suplemento de alimento para
animales nutritivo para animales fabricado por International Animal Health Products Pty Ltd, denominado
"Livamol®" a continuacién.

2. EP: que comprende TGAI disperso en Livamol® y denominado "EP" a continuacion.

Brevemente, los animales de ensayo seleccionados albergaron una variedad de nematodos paréasitos, que incluyen
cepas resistentes a antihelminticos, en algunos casos aumentadas mediante infeccién artificial. Los animales fueron
alimentados con Livamol® durante aproximadamente 1 semana antes de la recoleccién de sus heces, que se
colocaron manualmente en un pasto del sitio del ensayo (heces de control). A continuacién, se traté a los mismos
animales con EP (lo que proporcionas un minimo de 3 x '9 clamidosporas viables de D. flagrans/kg de peso
corporal/dia durante aproximadamente 1 semana) y se recolectaron de nuevo las heces y se colocaron en la pastura,
como se ha indicado anteriormente, en los mismos sitios (heces tratadas). A intervalos de 2 semanas (de 2 a 8
semanas después del tratamiento), se recolectaron muestras de pasto alrededor de las muestras fecales depositadas
y se examinaron en busca de larvas de nematodos. A continuacién, las larvas encontradas se clasificaron por especies
(como larvas parasitas de la especie huésped involucrada) y se calculé el niumero total de larvas parasitas de cada
muestra. La accién de D. flagrans en las heces tratadas con EP se puso de manifiesto en la reduccién del nimero de
larvas encontradas en la pastura circundantes.

Los estudios que se resumen a continuacion se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices VICH GL9 GCP (junio
de 2000) y WAAVP para la evaluacion de la eficacia de los antihelminticos en rumiantes. Los resultados se resumen
en la Tabla 3y en las Figuras 6 a 13.

Tabla 3. Descripciéon general de ensayos de eficacia sobre la suplementacién con EP para reducir el desarrollo de
larvas y la migracién de las heces en pastura en ganado vacuno, caprino y equino.

Especie [Numero deDuracién [Ubicacién | Estacion Resultado |Referencia del estudio
animales |de (% reduccién
tratamien de
to (dias) emergencia
de larvas
semanas 2-
8)
Ganado Armidale .
acuno §] §] NSW Primavera 75 Ensayo de ganado vacuno 1
Ganado Nimmita belJ .
acUno §] §] NSW Primavera 75 Ensayo de ganado vacuno 1
Ganado Armidale o
acuno §] 7 NSW Otofio 82 Ensayo de ganado vacuno 2
Ganado Dayboro =
acUno §] 7 QLD Otofio 88 Ensayo de ganado vacuno 2
Cabra 6 7 Armidale Primavera 85 Ensayo de cabra 1
NSW y
Nimmita bel . .
Cabra §] 7 NSW Primavera 8 Ensayo de cabra 1
Armidale o
Cabra 12 9 NSW Otofio 81 Ensayo de cabra 2
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Cabra 12 9 Dayboro Otofio 99 Ensayo de cabra 2
QLD

Cabra 12 7 Dayboro Primavera/
QLD Verano 80 Ensayo de cabra 3

Cabra 12 7 Nimmita belPrimavera/
NSW Verano 98 Ensayo de cabra 3

Caballo |5 7 Armidale oo, 94 Ensayo de caballo 1
NSW y

Caballo |6 5 Armidale Primavera 97 Ensayo de caballo 2
NSW y
Nimmita bel .

Caballo |6 5 Primavera 53 Ensayo de caballo 2
NSW

Caballo |6 5 Armidale oo, 65 Ensayo de caballo 3
NSW y
Dayboro

Caballo |6 5 QLD Otofio 94 Ensayo de caballo 3

*Sitio del ensayo afectado por condiciones de congelacién poco después de la deposicion de las heces.

El anélisis estadistico (Groves, P 2015) muestra que el efecto del tratamiento fue estadisticamente significativo
(p=;0,01) para todas las especies (véase el ejemplo 7).

En los ensayos con ganado vacuno, los tipos de nematodos encontrados fueron Cooperia spp., Trichostrongylus spp.,
Oesophagostomum spp., Ostertagia spp. y Haemonchus spp, que incluye las cepas multirresistentes.

En las cabras, los nematodos fueron Teladorsagia spp, Trichostrongylus spp, Nematodirus spp, Haemonchus spp y
Cooperia spp, incluidas cepas multirresistentes. Las cabras también se expusieron a una mezcla de larvas de
estréngilos gastrointestinales, incluidas cepas multirresistentes conocidas de Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis y Teladorsagia circumcincta y aislados de campo recientes de Cooperia spp. y Nematodirus spp.

En los caballos, las especies dominantes eran los ciatostomas, aunque también estaban presentes Strongylyus spp.
y Trichostrongylus axei.

Los géneros patégenos de nematodos gastrointestinales parasitos del ganado doméstico son cosmopolitas en su
distribucién, aunque existen diferencias en su prevalencia y abundancia debido a las diferencias climaticas. Los
géneros predominantes en Australia estan representados en la mayoria de los lugares geograficos del mundo donde
existe produccién ganadera.

Estudios de eficacia a largo plazo con EP (ovejas)

Se llevaron a cabo una serie de ensayos controlados con placebo para evaluar la capacidad del EP para reducir el
desarrollo larvario y la migracién de las heces en los pasturas de ovejas en una variedad de ubicaciones geograficas
y estaciones, como se indica a continuacion.

1. Livamol®: Producto placebo - un suplemento de alimento para animales nutritivo fabricado por International
Animal Health Products Pty Ltd, fabricado por International Animal Health Products Pty Ltd, denominado
"Livamol®" a continuacién.

2. EP: que comprende TGAI disperso en Livamol® y denominado "EP" o la “composicién de prueba”.
En cada uno de estos estudios, los grupos de ovejas utilizados tenian funciones diferentes:

(1) Se utilizaron ovejas "sembradoras", que albergaron infecciones naturales de una variedad de gusanos
parasitos representativos de la regién (incluidas cepas multirresistentes), para contaminar la pastura mediante
la deposicién de heces portadoras de huevos de gusano.
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(2) Ovejas "trazadoras", que eran animales jovenes sensibles a los gusanos, libres de cualquier carga de
gusanos, y que se utilizaron para evaluar el grado de contaminacién parasitaria de la pastura en los que
pastaban.

En cada ensayo se utilizé un par de potreros apareados, en los que un potrero fue pastoreado por un grupo de ovejas
sembradoras que recibieron un suplemento diario de placebo (Grupo de control) y el otro por un grupo apareado que
recibié un suplemento diario de EP, lo que proporciona una dosis diaria minima de 3 x 10* esporas viables/kg de peso
corporal (Grupo de tratamiento).

Después de que las ovejas sembradoras hubieran pastado en los potreros durante dos meses, se evalué el grado de
contaminacién de la pastura por larvas de nematodos infecciosos mediante el pastoreo de los potreros con trazadores
sensibles a los gusanos durante un periodo de 3 semanas. Un grupo de trazadores pasté6 en el potrero de control y el
grupo apareado en el potrero de EP. A continuacién, los animales trazadores se retiraron a corrales elevados para
permitir que su carga de gusanos madurase y se determiné su grado de infeccién mediante la realizacion de un
recuento total de gusanos (TWC) después del sacrificio y el lavado intestinal. En tres de los ensayos, las ovejas
sembradoras siguieron pastando en los potreros de ensayo durante otros dos meses, momento en el que se introdujo
otro grupo de animales trazadores y se determiné su TWC de gusanos.

La diferencia en el TWC entre los dos grupos de trazadores demostré la capacidad del EP para prevenir la emergencia
de larvas infecciosas a partir de los excrementos de las ovejas sembradoras sobre el pasto.

Los resultados se resumen en la Tabla 4 y en las Figuras 14 - 17. Al reducir naturalmente la infectividad larval de la
pastura, el uso de EP produjo una reduccién significativa de la carga de gusanos para las especies de gusanos
clinicamente més importantes encontradas en los ensayos, incluyendo cepas multirresistentes.

Tabla 4 Descripcién general de ensayos de eficacia sobre la suplementacién con EP para reducir el desarrollo de
larvas y la migracién de las heces en pastura en ovejas

Especie  Animales sembradores Ubicacién Estacién Animales trazadores Referencia
o .
N° de Duracién del N _de Reduccion de
_ tratamiento animales*  recuento total de
animales (duracién) gusanos§
i i 0,
Oveja 20/20 57 dias Armidale NSW Vereino/ 2;5/23 (21 57% (Semana Ens_ayo de
Otofio dias) 14) oveja 1
Oveja 30/30 119 dias Nimmitabel Primavera/  10/10 20% (semana 11) Ensayo de
NSW 57% (semana 18) oveja 2
Verano (21 dias)
10/10
(21 dias)
Oveja 30/30 122 dias Armidale NSW Primavera/ 10/10 26% (semana 11) Ensayo de
oveja 3
Verano (21 dias) 84% (semana 18)
10/10
(21 dias)
Oveja 30/30 125 dias Gore, QLD Verano/ 10/10 74% (semana 11) Ensayo de
Otofio oveja 4
(21 dias) 75% (semana 18)
10/10
(21 dias)

*Numero de animales de control/tratados, § media aritmética # Dias de tratamiento mientras en est4 en el potrero de
prueba

Los géneros de gusanos encontrados en estos ensayos incluyen Haemonchus, Trichostrongylus, Teladorsagia y
Nematodirus.

Otros animales de pastoreo que han sido probados en los que el EP proporcion6 grandes reducciones en los recuentos
totales de gusanos incluyen jirafa, antilope, cebra y antilope negro.
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Estos estudios confirman que el D. flagrans de la invencién sobrevive al paso intestinal y atrapa eficazmente una
amplia variedad de nematodos parasitos comercialmente significativos de animales de pastoreo, que incluyen ganado
vacuno, ovejas, caballos, cabras y animales de zooldgico. Estos estudios de campo han confirmado que la
composicién de la invencién es adecuada para su aplicacién comercial con el fin de reducir la infestacién de gusanos
en la pastura y controlar asi los niveles de infeccién en los propios animales, ademés de demostrar beneficios
econdmicos tales como reduccién de enfermedad y mortalidad, reduccién de la necesidad de utilizar desparasitantes
quimicos y la mejora del rendimiento.

La dosis diaria requerida de D. flagrans cepa IAH 1297 es aproximadamente 10 x menor que en los estudios que
utilizan otras cepas de D. flagrans. Esto representa una ventaja significativa sobre otras cepas de D. flagrans.

EJEMPLO 8
Analisis estadistico de estudios de corto plazo del Ejemplo 7

En cada punto temporal de cada sitio de ensayo se calculdé el nUmero medio de larvas de parasitos de todas las
muestras de composicién de control y de prueba. Para determinar el impacto del tratamiento con la composicién de
prueba sobre el nimero de larvas en la pastura en todos los ensayos, se promediaron los datos de cada sitio para los
ensayos en mdltiples sitios y luego, para cada especie animal, se agruparon los datos de todos los estudios para
analizarlos por periodo de tiempo en la pastura (2, 4, 6, 8 semanas y total para las semanas 2-8). A partir de ahi se
calculé el nUmero medio total de larvas (composicion de control y prueba) en cada momento y el total de las semanas
2-8.

Las determinaciones de larvas en cada intervalo de tiempo no fueron independientes, ya que en cada ensayo todas
las muestras procedian de un compuesto mezclado del mismo animal de experimentaciéon. Por consiguiente, es
apropiado considerar que no son completamente independientes y utilizar un analisis de medidas repetidas (ANOVA)
para comparar los resultados. En consecuencia los datos se analizaran mediante un ANOVA de medidas repetidas,
con las heces no tratadas (control) frente a las heces tratadas (composicién de la prueba) y el nimero de ensayos
como variables de efecto principal. Las interacciones All se incluyeron en el analisis.

Ensayo de caballos

Se compararon tres ensayos realizados con EP en caballos en 5 emplazamientos geograficos a lo largo de 2
estaciones. Los lugares difirieron entre los ensayos, por lo que sélo se utilizé el nUmero de ensayo como variable en
el analisis. Los resultados del ANOVA se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Resultado del ANOVA para las larvas de caballo en la pastura después del tratamiento con la composicién

ANOVA de larvas de caballo! |Grado de libertad? ps p4
Interseccion® 1 17,30617 0,000120
Tratamiento 1 9,01526 0,004101

Ensayo N° 2 0,99287 0,377427
Tratamiento x Ensayo N° 2 0,10607 0,899556
Error 52
SEMANA 3 2 87397 0,038105
SEMANA x tratamiento 3 1,35363 0 259066
SEMANA x Ensayo N° 6 3,60055 0,002266
SEMANA x: Tratamiento x 6 2,27763 0,039000
Ensayo N°
Error 156
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Notas al pie para todas las tablas de ANOVA
1- Andélisis de varianzas
2- para el modelo, este es igual a uno menos el nimero de categorias

3- Relacion F {relacién de los dos valores medios cuadrados) para ANOVA Si la hipétesis
nula se cumple F debe ser cercano a 1,0. Cuanto mayor sea el valor de F, mas probable
es que la variacidn entre los grupos no se deba al azar.

4-probabilidad de que la relacién F de la comparacién supere el valor critico sélo debido al
azar. Se acepta una significancia si P<0,05.

5- La interseccidn es la estimacién de la variable dependiente cuando todas las variables
independientes son iguales a cero. Da el valor predicho de la primera variable sila segunda
es cero, Un valor P significativo para la intersecciéon significa que la interseccién es
significativamente diferente de cero. No tiene ningin efecto en el modelo.

Los valores destacados son significativamente diferentes (P<0,05)

La Tabla 5 muestra que el efecto del tratamiento con EP durante el periodo de observacién de 8 semanas fue
estadisticamente significativo, al igual que la semana de muestreo después de tratamiento. Hubo interacciones
significativas entre el tiempo después del tratamiento y el ensayo y entre el tiempo, el ensayo y el tratamiento.

La Tabla 6 muestra la media del nimero de larvas de parasitos de caballo en las muestras de pastura durante el
periodo de ensayo de 8 semanas para los 3 ensayos, asi como los valores totales correspondientes. El recuento medio
total de larvas para las muestras de Control fue de 2248 larvas en comparacién con solo 363 larvas para las muestras
tratadas con la composicién de prueba (P=0,004).

Tabla 6. Comparacién del efecto del tratamiento sobre el periodo de ocho semanas para los caballos

Media del numero de larvas parasitas de caballo por
muestra después de la colocacién fecal
Ensayo |N° de|N° de2 4 8
Tratamiento N° caballos |[sitios semanas [semanas |6 semanas |semanas |Media total
Control 1955 |5 1 921,4 15411 [3515,0 103,5 1520,3
2529 |12 2 172,3 4262,0 [2953,0 1866,7 [2313,5
2633 |12 2 202,5 1150,1  [2449,9 7840,1  [2910,7
Composicion 1955 |5 1 0,0 5,2 7,6 379,0 97,9
2529 |12 2 0,0 326,7 18,0 247,3 148,0
Datos totales
Control 29 5 432,1 2317,7 [2972,6% 3270,1 [22482=
Composicion 29 5 20,7 457,3 15 6,08 818,3 363,18

A,B- Los valores medios dentro de la misma columna con diferentes superindices difieren. (P<0,5)
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Las figuras 11 a 13 muestran que la carga de larvas de parasitos de caballos en la pastura aumenté con el tiempo
después de la colocacién de las heces en la pastura y que aumentd mas rapidamente y se mantuvo a niveles mucho
méas altos en las heces de control en comparacion con las heces tratadas con la composicién de prueba. La variabilidad
fue notable en todos los ensayos, pero se observd una diferencia significativa 6 semanas pos-tratamiento (Tabla 6).
En general, el nimero total de larvas que emergen de las heces tratadas con la composicién de prueba durante el
periodo de observacion de 8 semanas se redujo significativamente en comparacion con las heces de Control (Tablas
5y 6).

Esta respuesta vari6 en los tres ensayos (Figs. 11 - 13) y se hallaron més larvas a las 4 semanas pos-tratamiento en
el ensayo #2529, a las 6 semanas en el ensayo #1955 y un aumento mas lento hasta un pico a las 8 semanas
observado en el ensayo #2633. Esto se puede deber a las diferentes condiciones climaticas y locales de cada sitio.

Conclusiones de los experimentos con caballos

En general, la administracién de EP a los caballos redujo significativamente (P=0,004) la deteccién de larvas de
parasitos de caballos en las heces de la pastura circundante durante un periodo de 8 semanas después del
tratamiento.

Ensayo de ganado vacuno

Se compararon dos ensayos realizados con composicion de prueba en ganado vacuno en 4 emplazamientos
geograficos a lo largo de 2 estaciones. Los sitios diferian entre los ensayos, por lo que solo se utilizé el nimero de
ensayo como variable en el analisis. Los resultados del ANOVA se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de ANOVA para las larvas de ganado vacuno en la pastura después de tratamiento con la
composicién de prueba.

ANOVA de larvas de ganado | Grados de libertad F o]
vacuno

interseccién 1 16,02177 0,000111
Tratamiento 1 8,32387 0,006039
Ensayo N° 1 0,12639 0,723905
Tratamiento x Ensayo N° 1 020544 0J552595
Error 44
SEMANA 3 2,87000 0,038915
SEMANA x Tratamiento 3 1,130555 0,149268
SEMANA x Ensayo N° 3 3,52124 0,016808
WEEK x Tratamiento x Ensayo N° 3 1,79432 0,151365
Error 132

Los valores destacados son estadisticamente significativos (P<0,05)

La Tabla 7 muestra que hubo diferencias significativas entre las heces tratadas con EP y las heces de control durante
el periodo de estudios de 8 semanas y que estas variaron con el tiempo. Hubo una interaccién significativa entre los
ensayos individuales a lo largo del tiempo.

La Tabla 8 muestra el nimero medio de larvas de parasitos del ganado vacuno en las muestras de pastura durante el
periodo de ensayo de 8 semanas de los 2 ensayos, asi como los valores totales correspondientes. El recuento medio
total de larvas para las muestras de Control fue de 16,038 larvas en comparacidén con 3,059 larvas para las muestras
tratadas con la composicién de prueba (P= 0,008).
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Tabla 8. Comparacién del efecto de tratamiento durante el periodo de ocho semanas para ganado vacuno

Media del niUmero de larvas parasitas de ganado vacuno
por muestra después de la colocacién fecal
Ensayo| N°de N° de 2 4 8
Tratamiento N° |vacunos| sitios |semanas|semanas |6 semanas|semanas| Media total
Control 2528 12 2 2783,3 | 25391,1 | 20701,5 | 8000,9 14219,2
2634 12 2 387,5 7485,9 | 21846,0 | 41710,8 17857,5
Composicion 2528 12 2 1022,0 | 6849,5 3991,3 12583,7 3279,1
2634 12 2 994,4 956,0 4444 2 4963,1 2839,4
Datos totales
Control 24 4 1585,4 | 16438,56 | 21273,7 | 248557 16038*
Composicion 24 4 1008,2 [3902,8 |4217,8 3108,4% [3059,38

A,B- Los valores medios dentro de la misma columna con diferentes superindices difieren. (P<0,5)

Las Figuras 6 - 7 muestran que las larvas de las heces de control aumentaron rapidamente a las 4 semanas y, a partir
de ese memento, se mantuvieron en un nivel elevado hasta las 8 semanas pos-tratamiento. En comparacion, las larvas
que emergieron de las heces tratadas con la composicién de prueba aumentaron solo minimamente durante todo el
periodo de observacién. La variabilidad fue notable en todos los ensayos, pero se observé una diferencia significativa
a 8 semanas pos-tratamiento. En general, el nimero total de larvas que emergieron de las heces tratadas con EP
durante el periodo de observacién de 8 semanas se redujo significativamente en comparacién con las heces de control
(Tablas 7y 8).

Esta respuesta varié entre los dos ensayos (Figuras 6 - 7), con valores de larvas que alcanzaron un maximo a las 4
semanas en el ensayo # 2528, mientras que en el ensayo # 2634 hubo un aumento mas lenta hasta un pico a las 8
semanas. Esto se puede deber a las diferentes condiciones climéticas y locales de cada sitio.

Conclusiones de los experimentos en ganado vacuno

En general, el tratamiento del ganado vacuno con EP redujo significativamente (P=0,006) la deteccién de larvas de
parésitos del ganado vacuno en las heces de la pastura circundante durante un periodo de 8 semanas pos-tratamiento

Ensayo de cabras

Se compararon tres ensayos realizados con EP en cabras en 6 emplazamientos geogréaficos a lo largo de 3 estaciones.
Debido a que las cabras tienen una produccién fecal relativamente baja, en dos de los ensayos con cabras (#2635 y
#2719) las muestras fecales se recolectaron de pares de cabras. Los sitios difirieron entre los ensayos, por lo que solo
se utilizé el nimero de ensayo como variable en el analisis. Los resultados del ANOVA se muestran en la Tabla 9
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Tabla 9. Resultados del ANOVA para las larvas de parasitos de cabras en los pastos después del tratamiento con la
composicién de prueba.

ANOVA de larvas de cabras Grados de libertad F p
Interseccién 1 12,45730 0,000770
Tratamiento 1 7,01586 0,010130
Ensayo 2 0,91756 0,404603
Tratamiento x Ensayo 2 0,28991 0,749294
Error 65
SEMANA 3 2,35840 0,072938
SEMANA x Tratamiento 3 1,03807 0,376834
SEMANA x Ensayo 6 3,39721 0,003284
WEEK x Tratamiento x Ensayo 6 1,65194 0,134841
Error 195

Los valores destacados son estadisticamente significativos (P<0,05)

La tabla 9 muestra que el efecto del tratamiento con EP fue estadisticamente significativo durante el periodo de
observacidén de 8 semanas. También hubo una interaccion significativa entre el tiempo y el ensayo.

La Tabla 10 muestra la media del nimero de larvas de paréasitos de cabra en las muestras de pasto durante el periodo
de ensayo de 8 semanas para los 3 ensayos, asi como los valores totales correspondientes. El recuento medio total
de larvas en las heces de Control fue de 12,866 larvas en comparacion con solo 1,834 larvas después del tratamiento
con la composicién de prueba (P=0,01).
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Tabla 10: Comparacién del efecto de tratamiento durante el periodo de ocho semanas para cabras

Media del niUmero de larvas parasitas de cabras por
muestra después de la colocacién fecal
Ensayo| N°de N° de 6
Tratamiento N cabras | sitios sem2anas sem‘;nas semanas semznas Media total
Control 2527 12 2 11342,7 | 80708,0 | 1187,7 2164,7 16350,8
2635 12 2 791,9 | 3800,9 | 13382,9 | 8743,3 6679,7
2719 12 2 48918,1 | 11026,2 | 1339,8 985,4 15567,4
Composicién | 2527 12 2 650,0 | 9901,0 692,9 0,0 2811,0
2636 12 2 26,4 1453 149,0 79,0 99,9
2719 1 2 8628,8 | 1583,0 143,6 10,4 2591,4
Datos totales
Control 36 6 20350,9 | 21845,0 | 53034 3964,5 12866,0"
Composicion 36 6 3101,7 | 3876,4 328,5 29,8 1834,18

A,B- Los valores medios dentro de la misma columna con diferentes superindices difieren. (P<0,5)

Las Figuras 8 - 10 muestran que la emergencia de larvas observada difiere en el patrén de los estudios de caballos y
vacunos en que para las heces de cabra, la emergencia de larvas paréasitas fue mayor en las primeras 2 semanas
pos-tratamiento y luego disminuy6. La variabilidad fue marcada por semana, pero en general, el nimero total de larvas
emergentes de las heces tratadas con la composicién durante el periodo de observacién de 8 semanas se redujo
significativamente en comparacion con las heces de control (Tablas 5y 6).

Esta respuesta vari6 en los tres ensayos, y se hallaron mas larvas a las 2 semanas pos-tratamiento en #2719, a las 4
semanas en #2527 y a las 6 semanas en #2635.

Conclusiones

En general, la administraciéon del EP a las cabras redujo significativamente (p=0,01) la deteccién de larvas de parasitos
de cabras en la pastura que rodea las heces durante un periodo de 8 semanas pos-tratamiento.

Conclusiones generales

El tratamiento de caballos, vacunos y cabras con el EP llevd a reducciones significativas (p< ;0,01) de las larvas de
parasitos de las tres especies animales en la pastura que rodea sus heces durante un periodo de 8 semanas pos-
tratamiento.

EJEMPLO 9

A modo de ejemplo no limitante solamente, la siguiente tabla proporciona un resumen de los problemas encontrados
en el establecimiento de la seguridad y la obtencién de la aprobacién regulatoria para un producto comercial de control
biol6gico de la invencién.
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IAH 1297 de D.
flagrans no fue
infecciosa ni patdgena.
Los pulmones fueron
el lugar mas apropiado
para esta investigacion
porque proporcionan
un ambiente aerobio.
Sin embargo, incluso
las esporas
individuales eran
demasiado grandes
para entrar en los
pulmones por
inhalacién (20
micrones), ya que
quedaban atrapadas
en la cavidad nasal y
las vias respiratorias.

instilacién directa de
concentrado de esporas
en polvo en la traquea.
Ensayo realizado para
determinar la dosis
méxima tolerable.

2. Los organismos
reguladores requirieron
dosis altas (se sugiere
108 esporas).

Se ha desarrollado un
proceso de purificacion
de la TGAI para
maximizar la dosis de
esporas que se puede
administrar,

3.La instilacién de
material particulado
indujo una respuesta
fisiolégica que se
puede confundir con
un efecto adverso
atribuible a la
patogenicidad/toxicida
d de D. flagrans (por
ejemplo, nheumonia

El ensayo incluyé un
grupo de control con
esporas inactivadas
(irradiacién gamma) para
demostrar que los
sintomas se debian a la
inhalacién de materia
particuladay no a la
patogenicidad/toxicidad
de las esporas.

Seguridad Problema Como se aborda Marco temporal
Infectividad/ 1. Se necesita Procedimiento Los puntos 1-10 se refieren al
patogenicidad demostrar que la cepa | desarrollado para la programa de pruebas

toxicolbgicas realizadas en
animales de laboratorio.

Las consultas iniciales con un
laboratorio de toxicologia
(RDDT Laboratories,
Melbourne) comenzaron en
mayo de 2010. Esto condujo a
una serie de consultas
continuas con las agencias
reguladoras, consultores
reguladores y toxicélogos para
decidir qué pruebas eran
necesarias, los detalles del
protocolo de pruebas y la
eleccion del articulo de prueba.
Las pruebas comenzaron en
diciembre de 2014 y el ultimo
informe se recibié en enero de
2016.

El tiempo total necesario fue
de 5 afios y 8 meses.
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no especifica).

4. Los organismos
reguladores requirieron
la enumeracién de
esporas en el pulmén

Se desarrollé un
procedimiento y se validé
para enumerar esporas
en el pulmédn de rata

5.Los organismos
reguladores requirieron
la demostracién de la
eliminacién de las
esporas del cuerpo,
pero los mecanismos
de eliminacién de los
pulmones no son
adecuados para
eliminar las esporas de
20 micrones, ya que las
particulas de este
tamafio no llegan
normalmente llegan a
los pulmones.

El periodo de ensayo se
extendi6 hasta que se
obtuvo finalmente la
eliminacién (6 semanas)

Nivel de polvo

6. Se necesita
cuantificar el riesgo de
inhalacién de la materia
particulada por los
trabajadores y los
animales

Se ha realizado una
prueba de nivel polvo
que demuestra que el
suplemento alimenticio
(MP) esta "préacticamente
libre de polvo".

Tamafio de
particula

7. Se necesita
demostrar que las
particulas mas finas
son demasiado
grandes para ser
inhaladas por
trabajadores y
animales

El analisis por tamiz seco
mostré que el
suplemento alimenticio
(MP) no tiene particulas
inferiores a 50 micrones

Toxicidad oral
aguda

8. Se necesita
demostrar que la cepa
IAH 1297 de D.
flagrans no es téxica
por via oral. Los
organismos
reguladores requirieron
una dosis lo més alta
posible

Se ha desarrollado un
proceso de purificacion
de la (TGAI) para
maximizar la dosis de
esporas que se puede
administrar al nivel de
dosis superior utilizado
en dichos ensayos (5
g/kg BW)
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Irritacién ocular

9. Necesario para
evaluar la irritacién
pero EP y MP
contienen un irritante
ocular conocido
(carbonato de calcio)

Los estudios de irritacién
ocular (in vitro e in-vivd)
se realizan con EP

Irritacion y toxicidad
dérmica

10. El carbonato de
calcio en EP y MP
también puede ser
irritante cutaneo

Los estudios de irritacién
y toxicidad dérmica se
realizan con EP

Toxicidad oral
crénica

11. Se requieren datos
de estudios a largo
plazo en mamiferos

Se aborda mediante
estudios de seguridad a
largo plazo con dosis
elevadas en animales
diana.

Seguridad de
animal diana

12. Se necesita
demostrar seguridad a
largo plazo en
condiciones de campo

Los estudios de
seguridad a largo plazo
(6-8 semanas) a dosis
alta (5- 10X) se
realizaron en ovejas,
vacunos y cabras

Estudio de ovejas: La planificacion
comenzé en julio de 2009 y el informe del
estudio se recibi6 en febrero de 2010.

Tiempo total necesario: 7 meses.

Estudios sobre ganado vacuno y equino:
La planificacion comenzé en marzo de
2013, y los informes del estudio se
recibieron en diciembre de 2013.

Tiempo total requerido: 9 meses.

13. Se requiere una
gran cantidad de
esporas (aprox. 500 kg
de suplemento
alimenticio (EP) por
ensayo con una tasa
de inclusién de esporas
10X, equivalente a 5
toneladas de producto
normal)

Se aumenté de escala la
produccién de TGAI

Comenzé en enero de 2013, se completd
en junio de 2013

Tiempo total requerido 6 meses

Residuos

14. Se conocian los
metabolitos
secundarios
(flagranonas A, By C)
de D. flagrans, pero no
se disponia de
informacion
aproximada sobre la
produccién de
metabolitos por la cepa
IAH 1297.

Realizacion de estudios
de fermentacioén; se
demostré que la
flagranona A es el Unico
metabolito principal de la
cepa IAH 1297 de D.
flagrans, que las
flagranonas By C no se
producen y que otros
materiales
estructuralmente

relacionados representan

menos del 5% de la
flagranona A.

La planificacién del proyecto comenzé en
octubre de 2014, el informe se recibi6 en
diciembre de 2015.

Tiempo total requerido 14 meses
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15. No se dispone de
datos toxicolégicos
publicados sobre las
flagranonas.

Propiedades
toxicolégicas
investigadas mediante
estudios de escritorio in
silico utilizando la
tecnologia QSAR.

La planificacién comenzd en abril 2012, el
informe se recibié en junio de 2016.

Tiempo total requerido 4 afios.

16. No se dispone de
material de referencia
analitico para la
flagranona A

Flagranona A purificada,
aislada y caracterizada
por un quimico
especializado en
productos naturales.

Fase 1: La planificacién del proyecto
comenzd en abril de 2008, el informe se
recibié en Oct 2008.

Tiempo total requerido 6 meses

Fase 2: La planificacién del proyecto
comenzd en October2014 el informe se
recibié en diciembre de 2015.

Tiempo total requerido 14 meses

17. El material de
referencia puro de
Flagranona A es
inestable, pero el
material degradado
parece
cromatograficamente
puro, lo que produce a
resultados de ensayo
inflados.

Estudio de estabilidad
realizado con flagranona
A. El material puro se
puede estabilizar
mediante el
almacenamiento en
ampollas selladas en la
oscuridad a -80C, pero
no a -20C.

La planificacién del proyecto comenzé en
octubre de 2014, el informe se recibi6 en
diciembre de 2015.

Tiempo total requerido 14 meses

18. No existen
procedimientos
analiticos para la
determinacion de la
flagranona A en TGAI,
MP y EP.

Procedimientos
desarrollados y validados
para el ensayo de
flagranona A en TGAI,
MP y EP

Fase 1: La planificacion comenzé en abril
de 2013, los informes se recibieron en
marzo de 2014.

Tiempo total requerido 11 meses

Fase 2: La planificacion comenzé en julio
de 2015, el informe se recibié en diciembre
de 2015.

Tiempo total requerido 5 meses

El analisis de los lotes de
TGAI mostré que la
ingesta diaria del peor
caso por parte de los
animales receptores
estaba por debajo de los
niveles que activan el
requerimientos de
estudios de alimentacion
para evaluar los niveles
de residuos en los
productos alimenticios

Tiempo total requerido 1 mes
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derivados de los animales

receptores
19. . No se dispone de | Utilizando datos Tiempo total requerido 1 mes,
datos sobre la analiticos de la TGAIl 'y
exposicion de los modelos de exposicién
trabajadores a la adecuados, se pudo
flagranona A demostrar que los

niveles de exposicidn del
peor caso de los
trabajadores de la
industria y las
explotaciones agricolas
que manipulan
suplementos alimenticios
(EP) estaban por debajo
de los niveles de
preocupacion

20. No se dispone de | A partir de los datos Tiempo total requerido 1 mes,
datos sobre los niveles | analiticos de TGAI, se

de ingesta de los demostré que la ingesta

consumidores de del peor casos estaria

productos derivados de| por debajo de los niveles
animales tratados con | de preocupacidn
suplementos
alimenticios (EP)

EJEMPLO 10
Estudio de toxicologia

Solo a modo de ejemplo no limitante, se realizaron pruebas toxicoldégicas con la composicién de la invencién. La
composicién es también un producto de control biolégico. La composicién de la invencidén se preparé, por ejemplo,
segun el Ejemplo 3 y se formul6é ademas para producir EP y/o MP segln el Ejemplo 4.

Seleccién de los articulos de prueba

Los articulos de prueba para estos estudios se seleccionaron de acuerdo con el objetivo y el contexto de la prueba.
Los estudios de toxicidad oral aguda, y toxicidad pulmonar aguda e infectividad se realizaron con TGAI purificado, es
decir, una preparacién concentrada de las esporas de la cepa |IAH 1297 de D. flagrans (el componente activo) para
asegurar que se administraba la dosis mas alta posible de esporas en cada caso. Otros estudios, tales como las
pruebas de irritacién ocular y dérmica, se realizaron con EP, que se considerd mas relevante para los usuarios del
producto.

Resumen de datos y descripcién general

A continuacién se resume el conjunto de estudios toxicol6gicos internacionales estdndar de Buenas Practicas de
Laboratorio que se llevaron a cabo; ninguno de estos estudios indicd ningiin motivo de preocupacién.

El estudio de toxicidad oral aguda mostré que las esporas de D. flagrans en el TGAI purificado no son téxicas. Una
dosis de 5,000 mg/kg B:W en ratas no caus6 ningln signo clinico y, en consecuencia, la dosis de LD50 oral fue superior
a 5,000 mg/kg de peso corporal.

En el estudio de toxicidad pulmonar aguda e infectividad, las esporas del TGAI purificado se instilaron directamente
en los pulmones porque el diametro de las esporas de entre 20 y 24 micrones significaba que eran demasiado grandes
para ser inhaladas en los pulmones. La instilacién de esporas en los pulmones no indujo signos de toxicidad o
infectividad, aparte de una respiracién dificultosa que se resolvié en 3-4 dias (se obtuvo el mismo resultado con el
producto atenuado). Las esporas se eliminaron finalmente de los pulmones.
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Un estudio de toxicidad dérmica aguda realizado mediante la aplicacién de EP en un parche dérmico con la dosis
limite de 5,000 mg/kg de peso corporal tampoco indicé efectos toxicolégicos.

Una prueba de irritacién cutdnea aguda concluyé que el EP est4 clasificado como no irritante cuando se aplica a la
piel de conejo. Las pruebas realizadas al suplemento alimenticio EP segun el procedimiento de prueba TM171 del
CIPAC para detectar la presencia de polvo mostraron que el producto se define como no polvoriento, lo que contribuira
a la seguridad del producto.

Un estudio de irritacion ocular aguda con EP concluyé que se produjeron efectos irritantes conjuntivales después de
1 hora, pero estos efectos fueron totalmente reversibles en 72 horas. No se observaron efectos en la cérnea. Esta
informacién fue respaldada por un estudio de irritaciéon ocular in vitro con ojos de pollo aislados en el que el producto
no se clasificd ni como irritante grave ni como no irritante.

Los estudios de seguridad a largo plazo con dosis altas 5x veces la dosis propuesta en ovejas y 10x veces en vacunos
y caballos han confirmado la seguridad del TGAI. Los estudios de otros investigadores respaldan este hallazgo.

Los datos proporcionados apoyan la aprobacién regulatoria de la composicién o producto de control bioldgico de la
invencién.

También se determinaron una serie de caracteristicas fisicas relevantes de MP, en particular el nivel de polvo seguin
el procedimiento de ensayo TM171 del CIPAC, y un analisis por tamiz segin el TM170 del CIPAC. Segun los criterios
del CIPAC para nivel de polvo, MP result6 estar "casi libre de polvo", y el analisis por tamiz seco mostré que no habia
material retenido ni que atravesara una malla de 50 micrones. También se proporciona una determinacién del tamafio
de las esporas de D. flagrans, ya que existe una relacién entre el tamafio aerodindmico de cualquier particula de polvo
y su capacidad para ser inhalada o respirada. Todos los resultados de estas pruebas demuestran la naturaleza de bajo
riesgo de los productos.

También se ha prestado atencién a los metabolitos secundarios de la cepa IAH 1297 de D. flagrans. Esta cepa produce
un unico metabolito principal, la flagranona A, y los anélisis han demostrado que este material est4 presente en niveles
demasiado bajos para ser preocupantes desde el punto de vista toxicolégico.

Un toxicélogo registrado europeo ha proporcionado una descripcién toxicolégica general de la cepa IAH 1297 de D.
flagran y concluye:

D. flagrans actla en las heces de los animales tratados y no se absorbe en la circulacién sistémica; por
consiguiente, no se espera toxicidad sistémica debida al hongo. Esto se confirmé mediante una serie de
estudios toxicolégicos en animales de laboratorio y estudios de seguridad a largo plazo con dosis elevadas en
animales diana.

Se concluyé que los estudios en animales de laboratorio y especies diana no indicaron ningin efecto
toxicolégico y que los riesgos planteados por la flagranona A (el metabolito secundario) para el consumidor son
insignificantes. Dada la naturaleza del componente activo, no es practicable ni necesario realizar mas pruebas
toxicolégicas del producto o de estas sustancias.

Estudios sobre el constituyente activo

Infectividad y patogenicidad:

Estas propiedades se evaluaron mediante el estudio BPL de toxicidad pulmonar aguda e infectividad al que se hace
referencia méas adelante. Se consideré que el pulmén era el 6rgano ideal para evaluar la infectividad y patogenicidad
de D. flagrans porque se ha demostrado que las esporas necesitan oxigeno para germinar y los pulmones
proporcionan un ambiente aerobio, a diferencia de sitios de prueba alternativos (tracto gastrointestinal o cavidad
peritoneal).

La eleccidn del articulo de prueba fue dictada por la necesidad de maximizar la dosis de esporas que se podia aplicar.
El articulo de prueba utilizado fue el TGAI purificado, ya que resulté imposible alcanzar una concentracién mayor
mediante ensayos de laboratorio a pequefia escala. Debido a que las esporas tienen un didmetro de aproximadamente
20 micrones se decidi6 aplicarlas por instilacién directa en la traquea, evitando la nariz y la garganta, donde las esporas
podrian quedar atrapadas.
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Estudio de toxicidad pulmonar aguda e infectividad.

Se realiz un estudio de toxicidad pulmonar aguda e infectividad en la rata con animales tratados con una dosis Unica
de esporas de D. flagrans IAH1297 en forma de polvo seco de esporas (TGAI purificado), o una cantidad equivalente
de esporas inactivadas, utilizando un procedimiento de instilacion.

Las observaciones de necropsia confirmaron que los depdsitos de esporas se propagaron dentro de los pulmones
después de la insuflacion, como se requeria para este estudio. Los Unicos signos clinicos significativos observados
fueron respiracién dificultosa, respiracién ruidosa y aumento de la frecuencia respiratoria en todos los animales. Estos
sintomas se resolvieron gradualmente en los primeros 3-4 dias.

Sobre la base de los resultados de este estudio, el articulo de prueba, cuando se administra a ratas como dosis
intratraqueal Unica, no induce signos de toxicidad, infectividad o patogenicidad. Los resultados indican que la dosis
méaxima estd determinada por el tamafio y la superficie fisica de las esporas, y no por su virulencia. Esto se confirma
ademas por el aumento del peso corporal a medida que se reducen los signos clinicos (después de aproximadamente
7 dias) en los animales tratados con esporas activas o inactivadas. También se observa que, después del periodo de
42 dias, no se pudieron detectar esporas vivas en los pulmones de los animales tratados. Se consideré que la lenta
eliminacién de las esporas de los pulmones estaba relacionada con las propiedades fisicas del material de prueba, en
particular el gran tamafio de las esporas.

Toxicidad oral aguda.

Se realizé un estudio de toxicidad oral aguda con esporas de cepa |IAH 1297 de D. flagrans en ratas. En este estudio,
se administré a 3 ratas una Unica dosis oral (por sonda) de esporas de cepa IAH 1297 de D. flagrans (TGAI purificada)
a la dosis limite de 5,000 mg/kg de peso corporal (BW). Los animales se sometieron a ayuno durante la noche antes
del tratamiento y se les devolvié la comida 3 horas después de la dosificacién.

Inicialmente, se traté una hembra a un nivel de dosis de 5,000 mg/kg de BW. No se observd mortalidad, por lo que se
trataron otras dos ratas (grupo confirmatorio) con 5,000 mg/kg de BW. No se observd mortalidad en el grupo
confirmatorio.

Los animales se observaron individualmente después de la dosificacion hasta 6 horas pos- tratamiento y una vez al
dia durante 14 dias a partir de ese momento. El peso corporal se midié el Dia -1, justo antes de la dosificacién (Dia 0)
y semanalmente a partir de ese momento. Todos los animales e examinaron macroscépicamente al final del periodo
de observacién. No se realizé ninguna evaluacién especifica de patogenicidad, pero se realizé un examen mas
detenido de los animales para detectar cualquier efecto adverso.

El estudio concluyé:
* No se observé mortalidad.

* El tratamiento con esporas de D. flagrans (cepa |IAH 1297) a la dosis de 5,000 mg/kg de peso corporal
no causé ningun signo clinico.

* No hubo cambios de peso corporal relacionados con el tratamiento. Los pesos corporales estuvieron
dentro del intervalo cominmente registrado para esta cepa y edad.

* No hubo evidencia de la observacién macroscépica a un nivel de dosis de 5,000 mg/kg BW-

En las condiciones de este estudio, la mediana de dosis letal (LDso) oral aguda del articulo de prueba, las esporas de
cepa IAH 1297 de D. flagrans (TGAI purificado), fue superior a 5,000 mg/kg de peso corporal (dosis limite) en ratas
hembra CRL:(WI).

En este estudio, la cantidad de esporas suministrada a los animales es superior a 600 veces la dosis comercial
propuesta para TGAI en MP o EP, como se indica a continuacion:

Tasa de dosis del estudio: 5 g de componente activo (el TGAI purificado)kg BW a 3,8 x 10° esporas/g (sobre la base
del resultado del ensayo para el lote especifico utilizado en el ensayo) equivale a 1,9 x 107 esporas /kg BW.

Tasa de dosis propuesta: 6 g de MP/100 kg BW o 100 g de EP/100 kg de peso corporal equivalen a 30,000 esporas/kg
BW.

Por separado, en 2006, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) publicé su dictamen sobre la seguridad
de O. flagrans como aditivo alimentario para terneros. Los datos considerados incluyeron un estudio de toxicidad oral
aguda en el que se utilizaron 5 ratas hembra derivadas de Sprague-Dawley de 11 semanas de edad a las que se
administré una dosis Unica de 2,000 mg/kg B.W. Los animales se controlaron durante 14 dias, se sacrificaron por
inhalacién de didéxido de carbono y se sometieron a necroscopia. El estudio concluyé que no se observaron efectos
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téxicos después de la dosificacion y en el examen post mortem todos los 6rganos examinados, excepto los pulmones,
presentaron un aspecto macroscéopico normal (las anomalias pulmonares observadas se atribuyeron al uso de didxido
de carbono para matar a las ratas.

La EFSA concluyé que el producto tenia una toxicidad oral baja, con una DLsg superior a 2,000 mg/kg BW o0 2 x 107
esporas/kg BW. La EFSA concluyé que el hongo tiene una toxicidad oral muy baja.

Tamafio de las esporas de D. flagrans

La determinacién del tamafio de las esporas dio resultados de 19 micrones y 24 micrones. Esto es relevante ya que
este tamafio de espora es demasiado grande para ser inspirado en los pulmones, lo que mitiga cualquier riesgo debido
a la inhalacion de las esporas. Ademés, por este motivo, en el estudio pulmonar y de infectividad se utilizaron esporas
separadas como articulo de prueba, que se aplicaron mediante instalacién intra-traqueal directa.

Evaluacién de la exposicion
No hay exposicidén de los consumidores a D. flagrans porque el hongo no es absorbido por los animales receptores.

La exposicién de los trabajadores a D. flagrans se minimiza mediante ventilacién, extractores de polvo instalados en
los equipos de fabricacién y envasado en el lugar de trabajo y el uso de equipos de proteccién individual.

Un conjunto de estudios toxicol6gicos y de seguridad a largo plazo han demostrado que la cepa IAH 1297 de D.
flagrans es un material de bajo riesgo,

Metabolitos secundarios de D. flagrans

Las flagranonas son metabolitos secundarios producidos por D. flagrans y se han informado las flagranonas A, By C.
Como se muestra en el Ejemplo 11, se ha descubierto que la cepa IAH 1297 (TGAI) de D. flagrans no produce las
flagranonas B y C, y se ha determinado la exposiciéon de los trabajadores de la industria, los agricultores y los
consumidores a la flagranona A por la fabricacién y el uso de TAGI, MP y EP, y por el consumo de productos
procedentes de animales tratados. Se ha hallado que la exposicidn humana se sitia por debajo del valor del umbral
de preocupacién toxicolégica europeo (TTC) de 1,5 pug /kg BW/dia y que la exposicién animal se sitia por debajo del
nivel por encima del cual se considera necesario realizar estudios de residuos (4 pug /kg BW/dia).

Estudios sobre el producto
Toxicidad dérmica aguda.

Se realizd un ensayo de toxicidad dérmica con EP, ya que se consider6 que los excipientes podian contribuir a los
efectos sobre la piel. En este estudio se trataron ratas con una Unica aplicacién dérmica semioclusiva de EP a la dosis
limite de 5,000 mg/kg BW. Se utilizé suficiente agua para humedecer el material de prueba y asegurar un buen contacto
con la piel. El periodo de contacto fue 24 horas, seguido de un periodo de observacién de 14 dias. En todos los
animales se realizaron observaciones clinicas, junto con una verificaciéon de viabilidad y mortalidad, 1 horay 5 horas
después de la dosificacién y diariamente durante 14 dias a partir de ese momento. Se midié el peso corporal antes de
la dosificacién el Dia O, el Dia 7 y el Dia 14. Todos los animales se examinaron macroscdpicamente en la necropsia
al final del periodo de observacion.

Los resultados incluyeron:
* No se observé mortalidad durante el estudio.

* No se observaron signos clinicos adversos después del tratamiento con el articulo de prueba ni durante
el periodo de observacion de 14 dias y no se observaron efectos en el sitio de aplicacién.

* No hubo cambios de peso corporal relacionados con el tratamiento.
* Los pesos corporales estuvieron dentro del intervalo cominmente registrado para esta cepa y edad.
* En la necropsia no se observaron efectos adversos con la dosis de 5,000 mg/kg BW.

Se concluy6 que la mediana de la dosis letal (LDsg) EP después de una Unica administracién dérmica era superior a
5,000 mg/kg de peso corporal ratas.

Se realizaron pruebas de irritacién ocular aguda con EP ya que se considerd que representa el modelo de exposicién
mas realista. Se realizd una prueba de irritacién ocular in vitro utilizando ojos aislados de pollo con EP como articulo
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de prueba. El procedimiento consistié en aplicar el articulo de prueba en una dosis Unica sobre la cérnea de ojos
aislados obtenidos de animales sacrificados.

Después de las mediciones de referencia cero, se mantuvo el ojo en posicién horizontal y se aplicé el articulo de
prueba en el centro de la cérnea de manera de cubrir la superficie entera de la cérnea. Después de 10 segundos, se
enjuagé la superficie con solucién salina. Los ojos de control positivo se trataron con 30 mg de imidazol. El ojo de
control negativo se tratdé con 30 pl de solucién salina fisiolégica. En el estudio se examinaron tres ojos tratados con el
articulo de prueba, tres ojos tratados con el control positivo y un ojo tratado con el control negativo.

No se observé inflamacion significativa de la cdrnea durante el periodo de observacidn de cuatro horas. Se observaron
cambios en la opacidad de la cdrnea (gravedad 0,5 0 1) y cambios en la retencién de fluoresceina (gravedad 0,50 1)
en todos los ojos tratados con el articulo de prueba; ademas, las particulas del articulo de prueba quedaron adheridas
a la cérnea y no se pudieron eliminar durante el estudio. En conjunto, los efectos fueron claramente superiores a un
efecto negativo, pero no suficientes para clasificarlos como graves. Las particulas adheridas a la cérnea podrian
provocar dafios mecéanicos en la cérnea in vivo.

La irritacién ocular in vitro indicé que el EP no se clasifica ni como irritante grave ni como no irritante. Se concluyé que
se necesitaria mas informacién para la clasificacién.

Irritacién ocular in vivo

En este ensayo se utilizaron tres conejos blancos de Nueva Zelanda machos adultos jovenes y el articulo de prueba
(EP) se administré como dosis Unica en el saco conjuntival del ojo izquierdo, mientras que el ojo derecho no tratado
sirvid de control. Los efectos de irritacién se puntuaron en diferentes momentos hasta 72 horas, como se muestra a
continuacién, después de la instalacién del articulo de prueba en el ojo.

Las observaciones con tincién de fluoresceina se realizaron aproximadamente 24 horas antes del tratamiento y, a
continuacién, 24, 48 y 72 horas después del tratamiento entodos los animales. Los conejos se trataron con analgésicos
y anestésicos segun las directrices regulatorias. Los resultados obtenidos en estos tres animales se utilizaron para
clasificar el articulo de prueba seguin su potencial de irritacién. No se realizd una evaluaciéon especifica de la
patogenicidad, pero se examiné detenidamente a los animales para detectar cualquier efecto adverso. Se asigha una
puntuacién numérica a la irritacién de las conjuntivas, el iris y la cérnea.

Se obtuvieron los siguientes datos:
Primer animal (N°: 1393) observacién clinica:

Una hora después de la aplicacién, se observé en el conejo enrojecimiento conjuntival (puntuacién 2), quemosis
(puntuacién 1) y secrecién (puntuacién 2). El articulo de prueba permanecié en el saco ocular en el punto de tiempo
de observacién de una hora en el conejo. A las 24 horas después de la aplicacion, se observé enrojecimiento
conjuntival (puntuacién 2), quemosis (puntuacién 1) y secrecién (puntuacién 1) en el conejo.

A las 48 horas después de la aplicacion, se observd enrojecimiento conjuntival (puntuacién 1) en el conejo. A las 72
horas después de la aplicacidén, no se observaron signos clinicos ni efectos conjuntivales o corneales.

Segundo animal (No: 1398) observacién clinica:

A 1 hora después de la aplicacidn, se observd enrojecimiento conjuntival (puntuacién 2), quemosis (puntuacién 1) y
secrecién (puntuacién 2) en el conejo. El articulo de prueba permanecié en el saco ocular en el punto de tiempo de
observacion de una hora en el conejo. A las 24 horas después de la aplicacion, se observé enrojecimiento conjuntival
(puntuacion 2) y secrecién (puntuacioén 1) en el conejo.

A las 48 horas después de la aplicacion, se observd enrojecimiento conjuntival (puntuacién 1) en el conejo. A las 72
horas después de la aplicacidén, no se observaron signos clinicos ni efectos conjuntivales o corneales.

Tercer animal (No: 1390) observacién clinica:

A 1 hora después de la aplicacidn, se observd enrojecimiento conjuntival (puntuacién 2), quemosis (puntuacién 1) y
secrecién (puntuacién 2)en el conejo. El articulo de prueba permanecié en el saco ocular en el punto de tiempo de
observacion de una hora en el conejo. A las 24 horas después de la aplicacion, se observé enrojecimiento conjuntival
(puntuacion 2) y secrecién (puntuacioén 1) en el conejo.

A las 48 horas después de la aplicacién, se observd enrojecimiento conjuntival (puntuacién 1) en el conejo. . Alas 72
horas después de la aplicacidén, no se observaron signos clinicos ni efectos conjuntivales o corneales.
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La tincién con fluoresceina fue negativa en todos los animales durante el periodo de observacion. Como no se
observaron signos clinicos, el experimento se termind después de 72 horas de observacién.

Durante el estudio, el ojo de control de cada animal estuvo libre de sintomas. El estado general y el comportamiento
de los animales fueron normales durante todo el periodo experimental. Los pesos corporales de todos los conejos se
consideraron dentro del intervalo normal de variabilidad. Sin embargo, se observd una ligera pérdida de peso corporal
en un animal (No,1393) durante el periodo de observacién.

Se concluyd que el EP, aplicado en el ojo de los conejos, causé efectos irritantes conjuntivales una hora después del
tratamiento, que fueron totalmente reversibles en 72 horas. No se observaron efectos corneales en el estudio.

Irritacién cuténea aguda

Se realizé un estudio de irritacién cutanea aguda con EP. Se trataron tres (3) conejos blancos de Nueva Zelanda
adultos jovenes mediante la aplicacién tépica semioclusiva del elemento de composicién de la prueba (EP) en sus
flancos afeitados intactos. El articulo de prueba se humedecié con agua para asegurar un buen contacto con la piel.
La duracidn del tratamiento fue de 4 horas.

La puntuacién de las reacciones cutaneas se realizé 1, 24, 48 y 72 horas después de retirar el apésito. El indice de
irritacién primaria (P,1,1.) se calculd mediante la suma de la media de las puntuaciones acumuladas a las 24, 48 y 72
horas y la divisién por el nimero de puntos de datos. No se realizé una evaluacién especifica de la patogenicidad,
pero se examiné detenidamente a los animales para detectar cualquier efecto adverso.

En este estudio se obtuvieron los siguientes resultados
. El indice de irritacién primaria fue de 0,00.
. No se observaron signos dérmicos locales en los animales tratados durante el estudio.

. No se observaron signos clinicos de toxicidad sistémica en los animales durante el estudio y no se produjo
mortalidad. Debido a que no se observaron signos clinicos a las 72 horas de la retirada del parche, el
estudio se termind después de 72 horas de observacién.

. Se considerd que los pesos corporales de todos los conejos estan dentro del intervalo de variabilidad
normal.

Segun los criterios de clasificacién de Draize, el EP se considera "no irritante” para la piel del conejo (P,1,1. = 0,00).

Se observé una disminucién del peso corporal, pero los animales volvieron a su peso corporal original después de
aproximadamente 7 dias. Después de este periodo no hubo efectos relacionados con el tratamiento sobre el peso
corporal o la ganancia de peso corporal y los pesos corporales estuvieron dentro del intervalo cominmente observado
para esta cepa y edad de la rata.

Otros estudios
Estudio de nivel de polvo

Un estudio de nivel de polvo GLP con MP segun el procedimiento de prueba MT171 de CIPAC mostré que era "casi
libre de polvo".

Anélisis por tamiz

Ademas, se realizé un estudio GLP de andlisis por tamiz seco con MP segun el procedimiento CIPAC TM170. El
analisis por tamiz seco no mostré ningln material retenido o que atravesara una malla de 50 micrones.

También se demostré que el didmetro de espora superior para la cepa IAH 1297 de D. flagrans era de
aproximadamente 20 micrones.

Estos resultados son significativos ya que estas caracteristicas reduciran la probabilidad de exposicién a los ojos y la
piel y por inhalacién.

Estudios de seguridad a dosis alta de largo plazo con TGAIl en EP
A continuacién se resumen los estudios de seguridad con dosis alta a largo plazo en ganado vacuno, ovino y equino.

Estudio de seguridad a largo plazo en vacunos (dosis 10x)
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Se realizd un estudio de GCP en los vacunos para confirmar la seguridad de TGAI cuando se administra a vacunos a
una dosis alta (diez veces la dosis normal) durante ocho semanas.

Se reclutaron veinte vacunos Angus (hembras y machos castrados, de menos de 12 meses de edad) del mismo grupo
de animales y se aclimataron al consumo del producto placebo (Livamol®), 125 g/100 kg de peso corporal/dia.) A
continuacién, se dividieron en dos grupos de 10 animales en funcién del sexo y el peso corporal. Durante los 56 dias
siguientes, el Grupo 1 (Grupo de control) siguié recibiendo el producto placebo, mientras que al Grupo 2 (Grupo de
prueba) se le administraron 125 g/100 kg de peso corporal/dia de EP que contiene 10 veces la cantidad habitual de
TGAI (equivalente a un minimo de 3 x 10° esporas/kg de peso corporal/dia). Esta dosis es diez veces superior a la
utilizada para el control de los nematodos intestinales (3 x 10* esporas/kg de peso corporal/dia) en el ganado vacuno.

La seguridad del TGAI se confirmd mediante exdmenes clinicos repetidos por veterinarios, cambios de peso corporal
a lo largo del tiempo y bioquimica y hematologia séricas, en comparaciéon con el ganado vacuno no tratado. Se
realizaron examenes clinicos detallados los dias -10, 3, 7, 14, 28 y 56, se midieron los pesos corporales en los Dias -
10, 7, 14, 28 y 56, y se tomaron muestras de sangre para bioquimica y hematologia sérica en los Dias -10, 14 y 56.

No se observé ninguna evidencia de toxicidad aguda o crénica o infeccién (aparte de la teileriosis en dos vacunos del
grupo de control) durante el curso del estudio. En general, no se observaron signos adversos clinicos, aumento de
peso corporal, bioquimicos o hematolégicos durante el estudio que pudieran asociarse a la alimentacién con TGAI
durante un periodo prolongado (56 dias), la dosis de TGAIl comprende 10 x el nimero de esporas de O. flagrans
necesario para el control de los nematodos intestinales en el ganado.

Estudio de seguridad a largo plazo en caballos (dosis 10x)

Se realiz6 un estudio de GCP en caballos para confirmar la seguridad de la TGAI cuando se administré a caballos a
una tasa de dosis elevada (diez veces la dosis normal) durante ocho semanas.

Se reclutaron 20 caballos (Warmblood, Thoroughbred y Australian Stock Horse; hembras, machos castrados y machos,
de 3 a 12 afios de edad) del mismo grupo de animales y se aclimataron al consumo del producto placebo (Livamol®,
125 g/100 kg de peso corporal/dia). A continuacién, se asignaron a dos grupos de 10 animales en funcidén de su peso
corporal. Durante los 56 dias siguientes, el Grupo 1 (Grupo de control) continué recibiendo el producto placebo,
mientras que el Grupo 2 (Grupo de prueba) recibid 125 g/100 kg de peso corporal/dia de EP que contiene 10 veces la
dosis habitual de TGAI (equivalente a un minimo de 3 x 10° esporas/kg de peso corporal/dia). Esta dosis es diez veces
la utilizada para el control de los nematodos intestinales (3 x 10* esporas/kg de peso corporal/dia) en los caballos.

La seguridad del TGAI se confirmd mediante exdmenes clinicos repetidos por veterinarios, cambios de peso corporal
a lo largo del tiempo y bioquimica y hematologia séricas, en comparacién con los caballos no tratados. Se realizaron
examenes clinicos detallados los dias -1, 3, 7, 14, 27 y 56, se midieron los pesos corporales en los Dias -1, 7, 14, 27
y 56, y se tomaron muestras de sangre para bioquimica sérica y hematologia en los Dias -1, 14 y 56.

No se observd evidencia de toxicidad aguda o crénica o infeccién durante el curso del estudio. En general, no se
observaron signos clinicos, bioquimicos o hematol6gicos adversos durante el estudio que pudieran estar asociados
con la alimentacién de TGAI durante un periodo prolongado (56 dias), la dosis de TGAI comprende 10 veces el nUmero
de esporas de D. flagrans necesarias para el control de los nematodos intestinales.

Estudio de seguridad a largo plazo en ovejas (dosis 5x)

Se realizd un estudio de GCP en ovejas para confirmar la seguridad de TGAI cuando se administré a ovejas a una
tasa de dosis elevada (cinco veces la dosis normal) durante seis semanas.

Veinte (20) ovejas Merino de aproximadamente 12-13 meses de edad y un peso entre 24,0 y 32,0 kg fueron
aclimatadas al consumo del producto placebo (Livamol®, 100 g/100 kg/dia). A continuacién, se asignaron a dos grupos
de 10 animales en funcién de su peso corporal. Durante los 43 dias siguientes, el Grupo 5 (Grupo de control) siguid
recibiendo el producto placebo, mientras que el Grupo 6 (Grupo de prueba) recibié 100 g/cabeza/dia de EP que
contiene 5 veces la cantidad habitual de TGAI (equivalente a un minimo de 1,5 x 10° clamidosporas/kg de peso
corporal/dia). Esta dosis fue cinco veces superior a la tasa de uso propuesta para el control de los nematodos
intestinales (3 x 10* esporas/kg de peso corporal/dia) en ovinos.

La seguridad de TGAI se confirm6 mediante exadmenes clinicos repetidos realizados por veterinarios, cambios en el
peso corporal a lo largo del tiempo y bioquimica y hematologia séricas, en comparaciéon con ovejas tratadas con
placebo. Se realizaron examenes clinicos detallados, se midié el peso corporal y se tomaron muestras de sangre para
bioquimica sérica y hematologia los dias -1, 7, 15, 29 y 43.

No se observé evidencia de toxicidad aguda o crénica ni de infeccién durante el curso del estudio. En general, no se
observaron signos clinicos, bioquimicos o hematolégicos adversos durante el estudio que pudieran asociarse a la
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alimentacién con EP durante un periodo prolongado (43 dias), la dosis de EP comprende 5x el nimero de esporas de
D. flagrans necesarias para el control de los nematodos intestinales.

Estudios de toxicidad oral subcrénica a dosis repetidas

Se examiné un aislado indio de D. flagrans en busca de posibles efectos toxicoldgicos a corto plazo utilizando un
modelo de ratén. Después de la administracién de 1 x 108 esporas por cabeza al dia durante un mes, no se registré
mortalidad en los ratones ni diferencias significativas en el peso corporal entre los ratones alimentados con el hongo
y los ratones de control. Los ratones alimentados con hongos y los no alimentados presentaban un aspecto general,
color y movimientos reflejos similares. No se observé evidencia de micosis interna en los ratones alimentados con
hongos y en los ratones de control, ni en secciones de tejido de higado, pulmones y rifidn.

Determinacién de niveles sin efectos adversos observados (NOAEL)

No se observaron efectos adversos en ningun estudio de toxicidad aguda en animales de laboratorio ni en ningin
estudio de alimentacién crdnica o a medio plazo a los niveles de dosis previstos de TGAI 0 a 10 veces el nivel de dosis
previsto de TGAI en vacunos y equinos y a 5 veces la dosis prevista en ovejas. Estos estudios estan respaldados por
numerosos estudios de dominio publico en vacunos, ovejas, cabras y caballos.

Sobre esta base, se concluyd que el NOAEL era superior a 60 g de suplemento alimenticio (MP) por 100 kg BW/dia,
lo que corresponde a mas de 3 x 10° esporas/kg BW/dia de la cepa IAH 1297 de D. flagrans.

Estudios de reproduccién (que incluyen toxicidad para el desarrollo prenatal).

Debido a que D. flagrans no se reabsorbe del tracto gastrointestinal de los organismos tratados ni de los seres
humanos y, ademas, las esporas no germinan a 37 °C ni en ausencia de oxigeno, no hay indicios de toxicidad
reproductiva.

EJEMPLO 11

Solo a modo de ejemplo no limitante, se realizé la prueba de residuos con la composiciéon de la invencion. La
composicién de la invencién se preparé por ejemplo, de acuerdo con el Ejemplo 3 y también se formula para producir
EP y/o MP de acuerdo con el Ejemplo 4.

Resumen de datos de residuos

Como microorganismo natural, D. flagrans |IAH 1297 se administra por via oral, por ejemplo, como esporas en la
composicién de la invencién que no se absorben y, por lo tanto, no pueden formar residuos en los tejidos comestibles.

Anderson et al. (1999) informaron sobre la identificacion de los productos microbianos secundarios, las flagranonas
A, B y C producidas por O. flagrans. Los inventores han realizado estudios adicionales sobre la cepa Unica de D.
flagrans IAH 1297. Un estudio de los metabolitos secundarios de la cepa IAH 1297 de D. flagrans descubrié que
producia un Unico metabolito principal identificado como flagranona A. Se descubridé que otros metabolitos menores
estaban presentes a niveles menores de 5% de la flagranona A y cabe destacar que las flagranonas B y C no fueron
detectables. Este estudio examiné la quimica de la flagranona A e informé que la velocidad a la que se degrada la
flagranona A en condiciones de laboratorio significa que es improbable que el metabolito pueda tener mas que una
breve existencia transitoria en una situacién in vivo o ambiental.

Debido a la falta de bibliografia disponible sobre las propiedades toxicoldgicas de las flagranonas, se llevé a cabo un
analisis toxicolégico in-silico utilizando Derek Nexus y Leadscope en la flagranonas A, B y C en una serie de criterios
de valoracidn y en varias especies de mamiferos y bacterias. Esto fue necesario para caracterizar la toxicidad potencial
de las flagranonas A, By C y evaluar la posibilidad de que puedan estar presentes en productos alimenticios, de modo
de poder evaluar cualquier riesgo para los consumidores. Las flagranonas B y C no son producidas por la cepa IAH
1297 de D. flagrans, pero se incluyeron para completar el estudio. Ademas, se realizé un anélisis completo de Derek
Nexus para las tres flagranonas. Los conjuntos de toxicidad genética y carcinogenicidad en roedores de Leadscope
se utilizaron para las tres flagranonas; ademas, la flagranona A se analizé utilizando el conjunto de toxicidad
reproductiva.

Se predijo que la flagranona A fuera irritante y potencialmente sensibilizante, pero no se predijo que fuera mutagénica,
carcinogénica o téxica para la reproduccién. No hubo alertas estructurales de genotoxicidad.

Después del anélisis in silico realizado con los software Derek Nexus y Leadscope, se concluyé que la posible
presencia de flagranonas en MP o EP no supone ningun peligro o riesgo toxicolégico indebido para los consumidores.
Esto se basa en lo siguiente:

44



10

15

ES 2975256 T3

Que las flagranonas B y C, aunque se predice que sean genotdxicas y/o mutagénicas, no estan presentes
en TGAI, MP o EP.

La conclusién de que es improbable que la flagranona A sea mutagénica, carcinogénica o téxica para la
reproduccién.

Que, aunque se predice que sea irritante y potencialmente sensibilizante, es probable que las
concentraciones de flagranona A en tejidos o productos animales destinados al consumo sean
significativamente inferiores a las concentraciones en las que podrian manifestarse tales efectos en los
consumidores.

La revisién de las estructuras y propiedades fisicas calculadas indica que las tres flagranonas pueden
estar sujetas a un rapido metabolismo y eliminaciéon después de su absorcion, lo que significa que es muy
poco probable que los tejidos consumidos puedan tener residuos de estos compuestos.

Datos de residuos

Se ha analizado una variedad de lotes comerciales de cepa IAH 1297 de D. flagrans (TGAI) para detectar flagranona
A utilizando un procedimiento analitico validado, con resultados que varian entre 4,4 mg/kg y 73,6 mg/kg, como se
indica a continuacion

Tabla 12: Resultados de Flagranona A en los lotes de esporas de D. flagrans (TGAI)

N° de informe analitico Fecha Numero de lote Resultado de Flagranona A (mg/kg)
19 Ene 2015
16-0021-6 E03079A 4,36
19 Ene 2016
16-0021-1 E03026 10,5 (10,1)
19 Ene 2015
16-0021-2 EO03039E 14,4
19 Ene 2015
16-0021-7 E03079B 15,6
19 Ene 2015
16-0021-8 E03105A 53,2
19 Ene 2015
16-0021-5 E03064B 48,1
19 Ene 2015
16-0021-9 E03105B 71,6
19 Ene 2015
16-0021-4 E03064A 73,9
19 Ene 2015
16-0021-3 EO3039F 19,8
Promedio (mg/kg) 34,6
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Sobre la base de la tabla anterior, se seleccion6 un nivel de 100 pug/g como concentracién maxima conservadora, que
es aproximadamente tres veces el valor medio.

Cuando se tienen en cuenta las dosis propuestas de MP y EP, los calculos de Flagranona A son los siguientes
Residuos en animales
En MP

Contenido de Flagranona Aen |IAH 1297 D. flagrans : Nivel méaximo en TGAI:] 100 mg/kg o 100 pg/g (valor conservador)
Tasa de dosis de MP: 6 g/100 kg BW/dia o 0,06 g/ kg BW/dia. Por lo tanto, esto da una ingesta diaria maxima de
flagranona A por los animales: 34,6 pg/g x 0,06 g/kg BW/dia = 2,1 ug/kg BW/dia.

En EP

Contenido de Flagranona A en D. flagrans IAH 1297: 100 mg/kg o 100 pg/g (méximo conservador). Tasa de dosis de
EP: 100 g/100 kg BW/dia o 1 g/kg BW/dia. Por lo tanto, esto da una ingesta diaria méaxima de flagranona A por los
animales: 2,2 ug/g x 1 g/kg BW/dia = 2,2 pg/kg BW/dia.

En la Regulacién (EU) N° 283/2013 relativa a los requerimientos sobre datos de plaguicidas en EU, capitulo 6,4., el
valor desencadenante del requerimiento de analisis de residuos en tejidos animales (musculo, higado y leche) es de
4 ug/kg BWi/dia de la sustancia en la alimentacién animal:

"El objetivo de los estudios sobre alimentacién sera determinar los residuos en productos de origen animal
que provienen de residuos en alimentos para animales. No se requeriran estudios de alimentacién cuando la ingesta
sea inferior a 0,004 mg/kg bw/dia".

En consecuencia, el nivel de exposicidén de los animales tratados estd muy por debajo del valor desencadenante del
analisis de residuos establecido en la Regulacién (EU) N° 283/2013 sobre plaguicidas. Por lo tanto, no es necesario
realizar estudios de residuos.

La flagranona A se describe como facilmente degradable y las estructuras quimicas indican que son propensas a una
rapida degradacién metabédlica en el organismo de los mamiferos, por lo que no hay potencial de acumulacién.

Residuos en consumidores

Considerando que la ingesta maxima de flagranona A calculada anteriormente para los animales tratados con MP y
EP de 2,2 ug/kg BW/dia se distribuye a los tejidos animales comestibles (ignorando la degradacién metabélica y la
inestabilidad quimica de la flagranona). Considerando en una estimacién conservadora que se consumen 12,74 g de
carne por kg de peso corporal al dia, la exposicién seria:

2,2 ug/kg tejido animal/dia x 0,0127 kg tejido animal/kg BW/dia = 0,0279 pg/kg

Este resultado esta muy por debajo del umbral de preocupacién toxicolégica (TTC), incluso para las estructuras
quimicas mas criticas (EFSA, 2012), sobre la base del sistema de clasificacion de Cramer que se describe a
continuacion.

Los siguientes valores umbrales de exposicion humana son estimaciones conservadoras utilizadas en el trabajo de la
EFSA:

d 0,0025 ug/kg BW para sustancias con una alerta estructural para genotoxicidad,

d 0,3 pg/kg BW para sustancias de organofosfato y carbamato con actividad anticolinesterasica
d 1,5 pg/kg B.W para sustancias de Clase Cramer Il y Clase Cramer I,

d Y 30 pg/kg B.W para sustancias de Clase Cramer |.

Tomando en consideraciéon que un analisis in silico de la flagranona A no indic6 alertas estructurales de genotoxicidad,
la ingesta maxima estimada conservadora de 0,0279 pg/kg BW/dia es més de 53 veces inferior al valor TTC pertinente
de 1,5 pg/kg BW/dia. Se concluye que la exposicidn a las flagranonas con EP o MP no es preocupante desde el punto
de vista toxicoldgico para el consumidor.
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Residuos de metabolitos desconocidos distintos de las flagranonas

Aparte de las flagranonas, se detectaron metabolitos menores desconocidos en la cepa IAH 1297 de D. flagrans a
niveles inferiores al 5% del nivel de flagranonas, 18 Los siguientes niveles maximos de residuos de estos metabolitos
menores se calculan como el 5% (méaximo) de la flagranona A:

En animales
. 2,1 x 5% = 0,105 pg/kg BW/dia, cuando se alimenta con MP

. 2,2 x5% = 0,11 pg/kg BW/dia, cuando se alimenta con EP

Ambos resultados son muy inferiores al nivel de activacién de 4 pg/kg BW/dia, por lo que no es necesario realizar
estudios de residuos.

En consumidores:

. 0,0279 x 5% = 0,001395 pg/kg BW/dia

Esto estad por debajo del valor TTC de 0,0025 pg /kg de peso corporal/dia incluso para sustancias con una alerta
estructural de genotoxicidad.

La exposiciéon de los consumidores a la flagranona A a través del consumo de productos procedentes de animales
tratados es inferior a 0,0279 ug /kg BW/dia, lo que es mas de 53 veces inferior al valor TTC pertinente de 1,5 pg /kg
BWi/dia. Debido a que las exposiciones son 53 a 625 veces inferiores al TTC, cabe suponer que la flagranona A no
presenta ningln riesgo apreciable para la salud humana.

Exposicién a residuos de los trabajadores de la industria y la agricultura
A continuacién se proporciona un resumen:

Se determindé que la exposicién de los trabajadores agricolas/usuarios al metabolito secundario flagranona A fue
inferior a 0,0135 pg/kg BW/dia, lo que es més de 111 veces inferior al valor TTC pertinente de 1,5 ug /kg BW/dia.

Se determiné que la exposicién de los trabajadores industriales a la flagranona A fue inferior a 0,0024 pug/kg BW/dia,
lo que es 625 veces inferior al valor TTC pertinente de 1,5 ug/kg BWidia.

Metodologia analitica
Concentrados fungicos (TGAI)

A continuacién se resumen el desarrollo, las validaciones y los resultados del procedimiento para la flagranona A en
TGAI.

El procedimiento se ha desarrollado y validado de conformidad con SANCO/3030/99 rev,4 11/07/00, Directrices de la
APVMA para la validacién de procedimientos analiticos para el constituyente activo y Directrices de prueba de EPA
U.S, OPPTS 830,1800 en un estudio de GLP.

Alcance: el procedimiento es aplicable a la determinacién de flagranona A en TGAI. El procedimiento se validd en el
intervalo lineal de 0-1000 mg/kg de flagranona A en TGAI con niveles de recuperacién en el intervalo de 10 - 600
mg/kg.

El estdndar de referencia de flagranona A tenia una pureza de 99,5%. El material de referencia se almacené en un
congelador con hielo seco hasta que se prepard como solucién.

Procedimiento de anélisis: Se extrajeron residuos de flagranona A de 10 g de muestras de TGAI (grano fermentado)
mezcladas y homogéneas. Las muestras se centrifugaron y se tomé una alicuota del sobrenadante, se diluyé, se filtrd
y se analizé para determinar flagranona A mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con deteccién UV.

Selectividad/interferencia: La cantidad de interferencia (si hubiera) se evalué mediante la comparacién de resultados
del analisis de muestras de control y blancos de reactivo con un estandar LOQ. Los cromatogramas se consideraron
aceptables si los componentes presentes en los extractos de control y los blancos de reactivo, que potencialmente
podrian interferir en el anélisis, no estaban presentes en niveles superiores al 3% del limite de cuantificaciéon. No se
observaron sustancias interferentes superiores al 3% del limite de cuantificacién (LOQ).
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Linealidad: Para establecer la linealidad de la respuesta del sistema de cromatografia analitica a la sustancia de
prueba, se prepararon diez estandares de flagranona A de concentraciéon creciente. El intervalo de concentracion
abarcé al menos el 80-120% de las concentraciones esperadas en las muestras de recuperacién. La curva estandar
se construyd con las siguientes concentraciones de flagranona A: 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50 y 100 mg/L.
Se aceptd la linealidad del sistema cuando un anélisis estadistico mostré una linealidad significativa con r2 > 0,99.
Cada curva de calibracion tuvo un coeficiente de correlacion (r?) > 0,99, de este modo muestra suficiente linealidad.

Precisién y exactitud (recuperacion): Las muestras de recuperacién de 10, 50 y 150 mg/kg se prepararon afiadiendo
alicuotas de la solucién madre de flagranona A a porciones de 10 g de cada grano de control. Las muestras de
recuperacion de 600 mg/kg se prepararon pesando aproximadamente 6 mg de flagranona A en porciones de 10 g de
cada grano de control. Los niveles de concentracidén de 10, 50, 150 y 600 mg/kg convertidos a % p/p son 0,001, 0,005,
0,015 y 0,06%, respectivamente. Por lo tanto, el intervalo de recuperacién medio aceptable para los datos de este
estudio de validacién del procedimiento es de 75-125%.

Se tom6 una alicuota del extracto, se filtr6 en viales LC y se analizd segln el procedimiento. Las muestras de
recuperacion se fortificaron a 10, 50, 150 y 600 mg/kg en concentrados de fungicos. Los resultados estuvieron en el
intervalo 98-105%.

La precisién del procedimiento se demostré mediante el anélisis de cinco replicados a niveles de validacién de 10, 50
y 150 mg/kg en concentrados fungicos. Se determinaron las desviaciones estandares relativas (RSD) en los niveles
de fortificacién de 10, 50 y 150 mg/kg. La precisidn se considerd aceptable sila RSD fue <20%. La precisién de los
datos de recuperacién para este estudio cumplié los criterios de aceptacion.

Limite de cuantificacién (LOQ): EI LOQ se determina mediante el andlisis de la concentracion LOQ estimada un minimo
de 6 veces. Se calcula la respuesta media (X) y la desviacién estandar (SD). La desviacién estandar debe ser < 20%.
ElI LOQ se calcula como X + (10 x SD). EI LOQ estimado es 1,1 mg/L que equivale a 11 mg/kg en muestra.

Limite de deteccion (LOO): EI LOO se determina mediante el anélisis del estandar de calibracién méas bajo que produce
un pico (minimo de 6 replicados). Se calculan la respuesta media (X) y la desviacién estandar (SD). EI LOO se calcula
como X + (3 x SD). EI LOO estimado es de 0,005 mg/L, lo que equivale a 0,04 mg/kg en la muestra.

Precision del sistema: La solucién estandar de flagranona A de 1 mg/L se inyectd diez veces para evaluar la precision
del sistema. La precisién del sistema se considerd aceptable si la RSD <; 1 % para el tiempo de retencidén y < 20%
para el area del pico. Se encontré que la RSD para el tiempo de retencién fue 0,1% y la RSD para el area del pico fue
6,9%.

Precisién del procedimiento: La precision del procedimiento se evalué mediante el analisis de al menos cinco
recuperaciones recién preparadas fortificadas a 10 mg/kg durante dos dias con estandares recién preparados para
cada analisis. La desviacion estandar relativa dentro de la corrida y entre corridas se consideré aceptable si <; 20%
para el nivel de fortificacién de 10 mg/kg. La desviacién estandar relativa dentro de la corrida fue 2,7% el dia 1 y 0,8%
el dia 2, y la desviacién estandar relativa entre corridas fue 1,9%.

Estabilidad de la solucién: Alicuotas de los extractos finales de granos de control no tratados se fortificaron con
flagranona A en concentraciones de 1 mg/L y 15 mg/L (equivalentes a los niveles de recuperacién de 10 mg/kg y 150
mg/kg en el extracto final). Las alicuotas también se fortificaron con flagranona A a concentraciones de 1 mg/L y 15
mg/L. La concentracién del analito se cuantificé frente a estdndares puros recién preparados después de 7 dias de
almacenamiento a aproximadamente -20 °C en la oscuridad. Los extractos finales recién preparados se fortificaron a
concentraciones equivalentes para compararlos con las muestras de estabilidad de 7 dias. Los resultados estuvieron
en el intervalo 101- 107%.

Robustez del procedimiento: La solidez del procedimiento se comprobd mediante el analisis de un conjunto
previamente preparado de estandares y recuperaciones y la variaciéon de la composicién de la fase moévil. El resto de
las condiciones de HPLC-UV permanecieron sin cambios. El ajuste de la composicién de la fase mévil no tuvo un
impacto importante en la respuesta a la flagranona A

Se concluy6 que este procedimiento es adecuado para analizar la flagranona A en TGAI. Los pardmetros validados
en este estudio cumplen los criterios de aceptacién segin SANCO/3030/99 rev,4 11/07/00 Directrices de la APVMA
para la validacién de procedimientos analiticos para el constituyente activo y Directrices de prueba de EPAU.S, OPPTS
830,1800.

MPy EP
A continuacién se resumen el desarrollo, las validaciones y los resultados del procedimiento para la flagranona A en

MP y EP.
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El procedimiento se ha desarrollado y validado de conformidad con SANCO/3030/99 rev,4 11/07/00, Directrices de la
APVMA para la validacién de procedimientos analiticos para el componente activo y Directrices de prueba de EPA
U.S., OPPTS 830,1800 en un estudio de GLP.

Alcance: el procedimiento es aplicable a la determinacién de flagranona A en MP y EP. El procedimiento se validé en
el intervalo lineal 0-100 mg/kg de flagranona A en concentrados flngicos con niveles de recuperacién en el intervalo
de 1 - 60 mg/kg.

El estdndar de referencia de flagranona A tenia una pureza del 99,5%. El material de referencia se almacené en un
congelador con hielo seco hasta que se prepard como solucién.

Procedimiento de andlisis: Los residuos de flagranona A se extrajeron de 10 g de muestras homogéneas mediante
tissumising y agitaciéon. Las muestras se centrifugaron y se tomé una alicuota del sobrenadante que se diluyo, filtré y
analizé en busca de flagranona A.

Selectividad/interferencia: La cantidad de interferencia (si hubiera) se evalué comparando los resultados del analisis
de las muestras de control y los blancos de reactivo con un estandar LOQ. Los cromatogramas se consideraron
aceptables si los componentes presentes en los extractos de control y los blancos de reactivo, que potencialmente
podrian interferir en el analisis, no estaban presentes en niveles superiores al 3% del limite de cuantificacién. Las
sustancias interferentes en las muestras de control estaban entre el 0,3-0,4% del LOQ.

Linealidad: Para establecer la linealidad de respuesta del sistema de cromatografia analitica a la sustancia de prueba,
se prepararon diez estandares de flagranona A de concentracion creciente. El intervalo de concentracién abarca al
menos el 80-120% de las concentraciones esperadas en las muestras de recuperacién. La curva estandar se
construyd con las siguientes concentraciones de flagranona A: 0,0005, 0,001, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,025, 0,05, 0,1,
0,25y 0,5 mg/L. La linealidad del sistema se aceptd cuando un analisis estadistico mostré una linealidad significativa
con r? > 0,99. Cada curva de calibracién tuvo un coeficiente de correlacién (r?) = 0,99, lo que muestra suficiente
linealidad

Precision y exactitud (recuperacién): Las muestras de recuperacion se prepararon afiadiendo alicuotas de la solucién
preparada a partir del estandar de referencia de flagranona A en porciones de 10 g de cada alimento de animal de
control. Se tomé una alicuota del extracto, se diluyé y filtré en viales LC y se analizé seglin el procedimiento. Las
muestras de recuperacién se fortificaron a 1, 5, 20 y 60 mg/kg en MP y EP. El intervalo de recuperacién media
aceptable para los datos de este estudio de validacién del procedimiento fue de 75-125% y el valor medio encontrado
fue de 105%.

La precisién del procedimiento se demostré mediante el analisis de cinco replicados en cada nivel de validacidén en
MP y EP. Se determinaron las desviaciones estandares relativas (RSD) en cada nivel de fortificacién. La precision se
considerd aceptable si la RSD fue £ 20%. La precisiéon de los datos de recuperacién para este estudio cumplié los
criterios de aceptacién.

Limite de cuantificacién (LOQ): EI LOQ se determina mediante el andlisis de la concentracion LOQ estimada un minimo
de 6 veces. Se calcula la respuesta media (X) y la desviacién estandar (SD). La desviacién estandar debe ser < 20%.
ElI LOQ se calcula como X + (10 x SD). EI LOQ estimado es fue 0,005 mg/L.

Limite de deteccion (LOO): EI LOO se determina mediante el anélisis del estandar de calibracién méas bajo que produce
un pico (minimo de 6 replicados). Se calculan la respuesta media (X) y la desviacién estandar (SD). EI LOO se calcula
como X + (3 x SD). El LOO estimado es de 0,005 mg/L

Precision del sistema: El estandar de flagranona A de 1 mg/L se inyecté diez veces para evaluar la precisién del
sistema. Las condiciones del instrumento se enumeran en la seccién 3,5. La precisién del sistema se consideré
aceptable sila RSD <; 1 % para el tiempo de retencién y < 20% para el area del pico. Se encontré que la desviacion
estandar relativa para el tiempo de retencion fue 0,18% y la desviacién estandar relativa para el area del pico fue 3,8%.

Precisién del procedimiento: La precision del procedimiento se evalué mediante el analisis de al menos cinco
recuperaciones recién preparadas fortificadas a 1 mg/kg durante dos dias con estandares recién preparados para
cada analisis. La desviacion estandar relativa dentro de la corrida y entre corridas se consideré aceptable si <; 20%
para el nivel de fortificacién de 1 mg/kg. La desviacién estandar relativa dentro de la corrida fue 6,4% el dia 1y 5,4%
el dia 2, y la desviacién estandar relativa entre corridas fue 6,0%.

Estabilidad de la solucidn: Alicuotas de los extractos finales de alimentos para animales no tratados se fortificaron con
flagranona A en concentraciones de 0,005 mg/L y 0,1 mg/L (equivalentes a los niveles de recuperacién de 1 mg/kg y
20 mg/kg en el extracto final). Las alicuotas también se fortificaron con flagranona A a concentraciones de 0,005 mg/L
y 0,1 mg/L. La concentracién del analito se cuantificé frente a estdndares puros recién preparados después de 7 dias
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de almacenamiento a aproximadamente -20 °C en la oscuridad. Los extractos finales recién preparados se fortificaron
a concentraciones equivalentes para compararlos con las muestras de estabilidad de 7 dias. Las muestras se
analizaron utilizando las condiciones indicadas anteriormente. Los resultados estuvieron en el intervalo 95-102

Robustez del procedimiento: La solidez del procedimiento se comprobd mediante el analisis de un conjunto
previamente preparado de estandares y recuperaciones y la variacién de la composicién de la fase mévil ‘A’. El resto
de las condiciones de HPLC-UV permanecieron sin cambios. El ajuste de la composicién de la fase mévil no tuvo un
impacto importante en la respuesta a la flagranona A y el procedimiento se consideré robusto.

Se concluyé que este procedimiento es adecuado para analizar la flagranona A en MP y EP. Los parametros validados
en este estudio cumplen los criterios de aceptacién segin SANCO/3030/99 rev,4 11/07/00 Directrices de la APVMA

para la validacién de procedimientos analiticos para el constituyente activo y Directrices de prueba de EPAU.S, OPPTS
830,1800.
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REIVINDICACIONES

Una composiciéon que comprende un aislado biolégicamente puro del microorganismo Duddingtonia flagrans
(D. flagrans) que tiene todas las caracteristicas identificadoras de la cepa depositada bajo Acceso N°
V16/019156 en National Measurement Institute, 1/153 Bertie Street, Port Melbourne, Victoria 3207, Australia
denominada en la presente como "IAH 1297".

La composicién segun la reivindicacién 1, que ademés comprende uno o varios materiales reductores de
nematodos paréasitos.

Una composicion para usar en un procedimiento de control de la propagacién de un nematodo parésito en un
animal de pastoreo que comprende un aislado biolégicamente puro del microorganismo Duddingtonia flagrans
(D. flagrans) que tiene todas las caracteristicas identificadoras de la cepa depositada bajo Acceso N°
V16/019156 en National Measurement Institute, 1/153 Bertie Street, Port Melbourne, Victoria 3207, Australia
denominado en la presente como "IAH 1297".

La composicién para el uso segln la reivindicacién 3, en la que la composicién estd en la forma de un
concentrado de esporas que incluye el micelio del D. flagrans, y/o esporas de D. flagrans, en la que
preferentemente las esporas son clamidosporas.

La composicién para el uso segun la reivindicacién 3 o reivindicacién 4, en la que dicho D. flagrans esta
presente en forma de esporas y en la que dicha composicién comprende un recuento de esporas viables de D.
flagrans de al menos aproximadamente 1 x 10?2 esporas viables por gramo de composicion, un recuento de
esporas viables de D. flagrans en el intervalo de 1 x 102 a 1 x 10'° esporas viables por gramo de composicion,
un recuento de esporas viables de D. flagrans en el intervalo de 1 x 10% a 1 x 10® esporas viables por gramo
de composicién, o un recuento de esporas viables de D. flagrans en el intervalo de 1 x 10* a 1 x 108 esporas
viables por gramo de composicién.

La composicién para el uso segun la reivindicacién 5, en la que la composicién se formula para la administracién
a un animal de pastoreo y en la que la composicion esta en una forma de dosis unitaria que proporciona la
cantidad de 1 x 10% a 5 x 10% esporas viables de D. flagrans por kg BW del animal de pastoreo por dia.

La composicién para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, que ademas comprende uno 0 mas
materiales reductores de nematodos parasitos.

La composicion para el uso seguln la reivindicacién 7, en la que cada uno o mas de los materiales se selecciona
del grupo que consiste en tanino, uno 0 méas antihelminticos, uno o mas hongos nematéfagos, particulas de
alambre de 6xido de cobre (COWP), un mineral, tierra de diatomeas, una hierba, un subproducto agricola, una
0 més bacterias y una vacuna.

La composicién para el uso segun la reivindicacién 8, en la que el uno o mas materiales es particulas de
alambre de 6xido de cobre (COWP), en la que la composicidn proporciona una cantidad de cobre elemental en
el intervalo de 0,05 a 0,15 g por kg BW del animal de pastoreo por dia o una cantidad de cobre elemental de
aproximadamente 0,085 g por kg BW del animal de pastoreo por dia.

La composicidn para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, en la que la composicién es para
administrar a un animal de pastoreo durante al menos una semana, en la que la composicién es para
administrar durante 2 a 8 semanas, en la que la composicién es para administrar durante 8 semanas o mas, o
en la que la composicién es para administrar durante la vida del animal.

La composicién para el uso segln cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10, en la que la composicién es para
administrar una a cuatro veces por dia.

La composicién para el uso segln cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11, en la que la composicién es para
administrar como parte de un programa integrado de control de parésitos (IPM) para controlar la propagacién
de nematodos paréasitos a un animal de pastoreo, en el que el programa IPM comprende:

(@) ftratar el animal de pastoreo con una cantidad antihelmintica efectiva contra el nematodo parasito;

(b) opcionalmente transferir el animal de pastoreo a un pasto limpio que esté minimamente infectado por
larvas o libre de estas del nematodo parasito; y

(¢) administracion de la composicion al animal de pastoreo.
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La composicién para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 12, en la que

(@)

el nematodo parasito es uno o mas de un nematodo de Strongylus spp., Cyathostomum spp.,
Triodontophorous spp., Trichonema spp., Oesophagodontus spp., Gyalocephalus spp., Cylicocylus spp.,
Cylicodonotophorus spp., Cylicostephanus spp., Gongylonema spp., Habronema spp., Mecistocirrus
spp., Oxyuris spp., Parascaris spp., Skijabinema spp., Strongyloides spp., Toxocara spp., Dictyocaulis
spp., Muellerius spp., Protostrongylus spp., Onchocerca spp., Parafilaria spp., Setaria spp.,
Stephanofilaria spp., Thelazia spp., Trichostrongylus spp., Cooperia spp., Bunhostomum spp.,
Teladosagia spp., Oesophagostomum spp., Nematodirus spp., Haemonchus spp., Chabertia spp.,
Trichuris spp., y/o Ostertagia spp, o

en la que el nematodo parasito es uno 0 més de gusano poste de barbero o gusano de alambre
(Haemonchus spp.), gusano del pelo o gusano pelo estomacal ( Trichostrongylus spp.), gusano intestinal
0 gusano intestinal pequefio (Cooperia spp.) y gusano ganchudo (Bunostomum spp.), gusano nhegro
(Trichostrongylus spp.), gusano pequefio y gusano marrén estomacal ( Teladosagia (Ostertagia) spp.),
gusano nodular (Oesophagostomum spp.), gusano de pelo estomacal (Trichostrongylus spp.), gusano
hilo (Strongyloides spp.), gusano intestinal de boca grande (Chabertia spp.), gusano latigo (Trichuris
spp.), gusano intestinal de cuello fino o gusano de cuello roscado (Nematodirus spp.), gusanos rojos o
estréngilos grandes (incluidos Strongylus spp., Triodontophorus spp. y Oesophagodontus spp.) ylo
Ciatostomas/Estréngilos pequefios (incluidos Cyathostomum spp., Trichonema spp., Gyalocephalus
spp., Cylicocyclus spp., Cylicodontophorus spp. y Cylicostephanus spp.), Ascaridos (Parascaris spp.)
y/u Oxiuros (Oxyuris spp.).

La composicién para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 13, en la que el nematodo parésito

tiene resistencia o resistencia a multiples productos quimicos a uno o mas antihelminticos.

Un procedimiento de produccién de un aislado biolégicamente puro del microorganismo Duddingtonia flagrans
(D. flagrans) mediante fermentacidn el procedimiento comprende la fermentacién de un aislado de D. flagrans
que tiene todas las caracteristicas identificadoras de la cepa depositada bajo Acceso N° V16/019156 en
National Measurement Institute, 1/153 Bertie Street, Port Melbourne, Victoria 3207, Australia denominada en la
presente como “IAH 1297” en un sustrato sélido, en la que el sustrato sélido es un grano, leguminosa o semilla
oleaginosa humedecida.

El procedimiento segun la reivindicacion 15, en la que:

(a) el grano es centeno, mijo, arroz, cebada, trigo, sorgo, triticale o avena;

(b) la leguminosa es lenteja o lupin; o

(c) la semilla oleaginosa es soja, canola, cartamo, girasol o sésamo.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4a
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Figura 4a continuacién
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Figura 4a continuacién
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Figura 4b

Coles, G.C. et al,,

Figure 4b. Faecal egg count (FEC) reduction test {(Ref

{1992} Vet. Parasitol. 44 35-44.
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Figura 5 Informacién de producto para LIVAMOL
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 16
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Figura 17
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