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@Resumen:

Formulacion que comprende extracto de
Crynodendron patagua y aceite esencial de Satureja
montana para la prevencién y tratamiento de
enfermedades causadas por Pisciricketsia salmonis
en individuos del género Salmo.

Esta invencion se refiere a una formulaciéon que
comprende una mezcla de un extracto vegetal de la
variedad de planta Crynodendron patagua y de aceite
esencial de la variedad de planta Satureja montana y
también a su utilizacion, ya sea directamente o a
través de una composicion que la comprende, en la
prevencion y tratamiento de enfermedades causadas
por la bacteria Pisciricketsia salmonis, en individuos
del género salmo, y mas preferentemente en truchas
y salmones.
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DESCRIPCION

Formulacion que comprende extracto de Crynodendron patagua y aceite esencial de

Satureja montana para la prevencion vy tratamiento de enfermedades causadas por

Pisciricketsia salmonis en individuos del género Salmo

La presente invencion se engloba en el sector de la acuicultura y se refiere a una
formulacién que comprende una mezcla de un extracto vegetal de la variedad de planta
Crynodendron patagua y de aceite esencial de la variedad de planta Satureja montana, que
se utiliza en la prevencion y tratamiento de enfermedades causadas por la bacteria
Pisciricketsia salmonis en individuos del género Salmo, y mas preferentemente, en truchas y

salmones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La acuicultura sigue siendo el sector productor de alimentos para animales de mas rapido
crecimiento, ya que representa alrededor del 46% del suministro total de pescado para
alimentos para satisfacer las necesidades de proteinas de la creciente poblacién mundial.
Ha habido un aumento general en todos los continentes en la participacién de la acuicultura
en la produccién total de peces. Se ha informado que China contribuye con mas del 60% de
la produccion acuicola mundial y también de que administra grandes cantidades de
antibiéticos para garantizar una productividad adecuada y el manejo de enfermedades

causadas por microorganismos bacterianos.

Los regimenes antimicrobianos se emplean de forma profilactica y terapéutica para controlar
estas enfermedades, asi como para mejorar la promocién del crecimiento. En acuicultura,
los antibiéticos se administran generalmente en alimentos recubiertos en la superficie o en
pellets o por otras vias, como la inmersion en agua o la inyeccion. El uso global de
antimicrobianos estd aumentando enormemente, se estima en 63.151 toneladas en 2010, y
se prevé que aumente en un 67% en 2030. Los antibidticos no siempre se han utilizado de
manera responsable en la acuicultura, y el control de su uso no ha proporcionado una
garantia adecuada de la prevencion de riesgos para los seres humanos. El uso responsable
de los antibidticos requiere instrucciones claras por parte de los fabricantes de
medicamentos, el manejo y la distribucion adecuados por parte de los distribuidores y la
supervision veterinaria de la administracion por parte de los acuicultores, respetando los

periodos de retiro antes del sacrificio. El uso no regulado de antibiéticos en la industria de la
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acuicultura podria plantear problemas de salud y seguridad alimentaria que en gran parte no
se abordan en la mayoria de los paises en desarrollo del mundo. La presencia de residuos
de antibiéticos en los productos de la acuicultura podria resultar en el desarrollo de
resistencia bacteriana y toxicidad para los consumidores que puede conducir a la morbilidad

y /o la muerte.

A modo de ejemplo, resefiar que en Chile (potencia mundial en el campo de la acuicultura)
se utilizan dieciséis tipos de antibidticos, en comparacion con tres en los Estados Unidos
(EE. UU.) y cuatro en Noruega. Volviendo a Chile, los antibidticos se utilizaron
principalmente en el cultivo de salmén atlantico en agua de mar, que representd el 80% del
uso total de antibidticos utilizados para 2015, seguido del 11% para el salmén coho, el 9%
para la trucha arco iris y 0% para salmén Chinook. El consumo de antibiéticos en la industria
del salmoén en Chile ha aumentado un 56% desde 2005 hasta 2015, con un aumento de la
produccion en esos afios del 23,48%. El consumo més alto se registré en 2014, con un uso
total de 563,2 toneladas de antibidticos con 955.179 toneladas de salmoénidos producidos.
En 2016, hubo una disminucion del 30,66% en el uso de antibidticos en comparaciéon con
2015, utilizando un total de 382,5 toneladas de antibi6ticos para producir 727.812 toneladas
de pescado. Los antibidticos mas utilizados en la industria del salmén en Chile son el
florfenicol y la oxitetraciclina. El uso de florfenicol ha aumentado de manera constante desde
2013 y represento el 87% y el 82,50% del total de antibibticos utilizados en 2015 y 2016,

respectivamente.

Adicionalmente al uso de antibiéticos para el tratamiento de las patologias o enfermedades
mAas comunes en acuicultura, existen otras alternativas comunmente utilizadas, como la
aplicacion de vacunas monovalentes, polivalentes y autovacunas y la aplicaciéon de
inmunoestimulantes que se utilizan también como medida profilactica buscando estimular

mecanismos de inmunidad innata.

Especial relevancia presenta la bacteria patégena Piscirickettsia salmonis, identificada a
fines de los afios 80, y que es la causante de la septicemia por Rickettsias salmoénidas
(SRS), también conocida como piscirickettsiosis 0 septicemia rickettsial salmonidea, que es
una enfermedad mortal en los salmoénidos. Contra esta enfermedad se han ensayado
principalmente estrategias de uso de antibidticos y de vacunas, aunque, sin embargo, la
naturaleza intracelular de esta bacteria, la existencia de diferentes cepas de P. salmonis y la
baja memoria inmunolégica en los salmoénidos, hace que los tratamientos no sean lo

suficientemente efectivos resultando en la muerte de millones de salmonidos de acuicultura
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todos los afios. A modo de ejemplo, desde el aislamiento inicial, P. salmonis ha sido la
principal causa de mortalidad de la industria en Chile. Durante 1995, mas de 10 millones de
salmones murieron durante las operaciones de cultivo marino. La mayoria de las pérdidas
se atribuyeron a P. salmonis, con un impacto econdmico estimado en 49 millones de

dolares.

Por otra parte, el uso de productos naturales con propiedades terapéuticas es tan antiguo
como la civilizacibn humana y, durante mucho tiempo, las principales fuentes de drogas
fueron los productos minerales, vegetales y animales. Alrededor del 25% de los
medicamentos recetados en todo el mundo provienen de plantas, y actualmente se utilizan
121 de estos compuestos activos. De los 252 medicamentos considerados basicos y
esenciales por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el 11% son exclusivamente de
origen vegetal y un numero significativo son medicamentos sintéticos obtenidos de

precursores naturales.

En relacion directa con el tratamiento de la SRS en salmonidos es posible encontrar algun
documento de patente que protege el uso de principios activos de origen vegetal, ver por

ejemplo:

- W02011/119047A1 que reivindica el uso de una composicion que comprende un
compuesto de propil-metil-fenol que preferentemente se selecciona entre timol y carvacrol, o
una mezcla de ambos, para el uso en el tratamiento y/o en la prevencion de la SRS y
enfermedades causadas por P. salmonis, pero también para el uso en el tratamiento y/o en
la prevencion de enfermedades causadas por el virus de la anemia del salmén, incluyendo

la anemia infecciosa del salmoén; o

- CL20180000674 que divulga extractos antibacterianos naturales procedentes de
plantas de Crynodendron patagua y Aristotelia chilensis o0 mezclas de las mismas, que se
utilizan como formulacion alimenticia para peces y que se usan en el tratamiento o
prevencion de infecciones bacterianas, en especial, infeccién por Piscirickettsia salmonis,

responsable de la septicemia Rickettsial del salmon (SRS).

De acuerdo a los anteriores antecedentes, resulta necesario el desarrollo de alternativas
biotecnoldgicas respetuosas con el medio ambiente para combatir de forma eficiente las
infecciones bacterianas producidas por P. salmonis y especificamente el SRS, y reducir el

uso de los antibioticos.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en la observacion de que una formulacion que comprende
una combinacion de compuestos de origen vegetal, concretamente extracto de planta de
biomasa de C. patagua y aceite esencial de biomasa de S. montana, en adelante
formulacioén de la invencion, se muestra efectiva a la hora de inhibir a la bacteria patégena
Pisciricketsia salmonis en ensayos in vitro (ver Ejemplo 5), y que por lo tanto podria ser de
aplicacion a poblaciones de trucha y salmén afectadas por SRS, estimandose que podrian

llegar a reducir hasta en un 30% su mortalidad.

Adicionalmente, la ingesta de la formulacién de la invencion no deberia afectar a las tasas
de conversién de alimento, a diferencia de lo que si sucede cuando se utilizan otros

tratamientos convencionales como por ejemplo los antibiéticos.

En la presente invencién por “tasa de conversion de alimento o TCA” se entiende la relacion
entre cantidad de alimento abastecido y el crecimiento del individuo, o en otras palabras, el
peso producido por kg de alimento abastecido. El suministro de antibidticos, adicionalmente
a su efecto letal sobre la bacteria patégena, afecta a la flora intestinal del sujeto, en este
caso un pez, impactando el estado de salud general y por tanto, revirtiendo en tasas

menores de conversion del alimento.

Preferentemente, la formulacion de la invencion utiliza materiales vegetales vy
procedimientos controlados que permiten la produccion de biomasa de forma estandarizada

y que asegura niveles de fitoquimicos estables en los extractos.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a una formulacion que comprende un extracto
etandlico de biomasa de Crynodendron patagua y aceite esencial de biomasa de Satureja

montana.

En una realizacion particular, la formulacion de la invencién consiste en un extracto etanolico

de biomasa de Crynodendron patagua y aceite esencial de biomasa de Satureja montana.

En la presente invencion por “extracto etandlico” se entiende el producto obtenido tras la
exposicion de biomasa con un solvente organico de base alcohdlica, que preferentemente

es etanol y que se caracteriza por comprender un importante contenido en compuestos
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fendlicos. El extracto etandlico de la invencidon puede presentarse en estado liquido pero
también en estado sélido, por ejemplo utilizando técnicas de liofilizacion.

En el ambito de la invencion podrian utilizarse otros solventes organicos de base alcohdlica

que tuviesen similar capacidad de extraccion de compuestos fendlicos.

El extracto etandlico que se utiliza en la invencion, utiliza como base biomasa de la variedad
Crinodendron patagua, 0 patagua o patahua que es una especie arbGrea perenne de la

familia de las elaeocarpaceas del género Crinodendron, y que es endémica de Chile.

Preferentemente, el extracto etandlico de C. patagua se caracteriza por comprender

compuestos fendlicos que se seleccionan entre quercetina, acido galico y acido clorogénico.

Por “aceite esencial” se entiende el producto obtenido tras el hidrodestilado de biomasa y

que tiene un importante contenido en compuestos terpénicos.

El aceite esencial que se utiliza en la invencién procede de biomasa de la especie Satureja
montana, que €S una especie botanica perenne fanerégamaen la familia de

las Lamiaceas, nativa de regiones templadas y calidas del sur de Europa.

Preferentemente, el aceite esencial de S. Montana se caracteriza por comprender

compuestos terpénicos que se seleccionan entre carvacrol, p-cimeno, y-terpineno.

En una realizacion particular, la formulacién de la invencion se caracteriza por comprender
acido clorogénico y carvacrol.
En otra realizacién particular, la formulacién de la invencidbn comprende quercetina, acido

galico, acido clorogénico, carvacrol, p-cimeno y y-terpineno.

Preferentemente, el extracto etandlico de biomasa de Crynodendron patagua y aceite
esencial de biomasa Satureja montana estan presentes en la formulacion de la invencion en
una relacion 1:1 (en peso o en volumen), aunque también pueden estar presentes en una
relacién desde 1:2 a 2:1 (en peso 0 en volumen) o incluso en una relacion desde 1:3 a 3:1

(en peso o en volumen).
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Tal y como se demuestra en los ejemplos, es la combinacién del extracto de C. patagua y
del aceite esencial de S. montana, y por lo tanto de los compuestos que comprenden, la que
provocan un efecto sinérgico inesperado que supera el mero efecto aditivo de cada uno de
los componentes por separado.

En un segundo aspecto, la invencién se relaciona con un procedimiento para la produccion
de la formulacién de la invencién que comprende:
a) partiendo de biomasa de C. patagua obtener un extracto etandlico,
b) partiendo de biomasa de S. montana obtener un aceite esencial por
hidrodestilado,
c) combinar el extracto etandlico de biomasa de C. patagua con el aceite esencial
de biomasa S. montana en una proporcién que va desde 1:3 hasta 3:1 (en peso o

en volumen).

En una realizacion particular, la biomasa de C. patagua consiste en brotes obtenidos por

multiplicacion in vitro partiendo de yemas de C. patagua.

En otra realizacion particular, la biomasa de S. montana procede de la variedad Martin, con
namero de solicitud A201804150 ante el Registro de Proteccion comunitaria de Variedades
Vegetales de la Community Plant Variety Office (CPVO) en fecha 19 de diciembre de 2018.

En una realizacion particular, el extracto etandlico y el aceite esencial se combinan en una

proporcion de 1:1 en peso o en volumen.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a una composicion que comprende a la

formulacion de la invencion, en adelante composicion de la invencion.

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica veterinaria

que comprende a la formulacion de la invencién.

La composicion farmacéutica veterinaria es toda sustancia o combinacion de sustancias que
se presente como poseedora de propiedades curativas o preventivas con respecto a las
enfermedades animales o que pueda administrarse a un individuo con el fin de restablecer,
corregir o moadificar sus funciones fisiolégicas ejerciendo una accion farmacoldgica,

inmunolégica o metabdlica, o de establecer un diagnéstico veterinario. También se



10

15

20

25

30

35

ES 2769918 Al

consideraran composiciones farmacéuticas veterinarias las “premezclas para piensos

medicamentosos” elaboradas para ser incorporadas a un pienso.

En una realizacion particular, la composicion farmacéutica veterinaria ademas comprende, al

menos, un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable.

El “vehiculo” o portador, es preferiblemente una sustancia inerte. La funcién del vehiculo es
facilitar la incorporacion de otros compuestos, permitir una mejor dosificacion y
administraciébn o dar consistencia y forma a la composicion farmacéutica. Por tanto, el
vehiculo es una sustancia que se emplea en el medicamento para diluir cualquiera de los
componentes de la composicion farmacéutica veterinaria de la presente invencién hasta un
volumen o peso determinado; o bien que aun sin diluir dichos componentes es capaz de
permitir una mejor dosificacién y administracién o dar consistencia y forma al medicamento.
Cuando la forma de presentacion es liquida, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es el
diluyente.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcién de
cualquiera de los componentes de la composicién de la presente invencion, estabiliza dichos
componentes o0 ayuda a la preparacion de la composicion farmacéutica veterinaria en el
sentido de darle consistencia. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcién de mantener
los componentes unidos como por ejemplo almidones, azucares o celulosas, funcion de
colorante, funcién de proteccion del medicamento como por ejemplo para aislarlo del aire y/o
la humedad, funcién de relleno de una pastilla, cadpsula, pellet, granulo o cualquier otra
forma de presentacion como, por ejemplo, el fosfato de calcio dibasico, funcién
desintegradora para facilitar la disolucién de los componentes y su absorcion en el intestino,
sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en este parrafo. Por tanto, el término
“excipiente” se define como aquella materia que, incluida en las formas galénicas, se afiade
a los principios activos 0 a sus asociaciones para posibilitar su preparacion y estabilidad,
modificar sus propiedades organolépticas o determinar las propiedades fisico-quimicas de la
composicion farmacéutica y su biodisponibilidad. El excipiente “farmacéuticamente
aceptable” debe permitir la actividad de los compuestos de la composicién farmacéutica, es

decir, que sea compatible con dichos componentes.

Ademas, como entiende el experto en la materia, el excipiente y el vehiculo deben ser
farmacologicamente aceptables, es decir, que el excipiente y el vehiculo estén permitidos y

evaluados de modo que no cause dafio a los organismos a los que se administra.
8
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La composicion farmacéutica veterinaria se puede presentar bajo cualquier forma de
administracién adecuada y en una cantidad terapéuticamente efectiva, preferiblemente en
una forma adaptada a la administracion oral. La composicion farmacéutica veterinaria de la
invencién se puede formular en formas sélidas, semisodlidas, liquidas o gaseosas, tales
como comprimido, capsula, polvo, pellet, granulo, solucién, inyeccion, gel o microesfera. La
forma adaptada a la administracién oral se selecciona de la lista que comprende, pero sin
limitarse, a gotas, jarabe, tisana, elixir, suspension, emulsién, suspension extemporanea,
vial bebible, comprimido, capsula, polvo, granulado, sello, pildora, tableta, pastilla, trocisco o

liofilizado.

En la presente invencién, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a
aguella cantidad del componente de la compaosicién veterinaria farmacéutica que cuando se
administra a un pez es suficiente para producir la prevencién y/o el tratamiento, tal como se
define mas adelante, de una enfermedad o condicién patolégica de interés en pez. La
cantidad terapéuticamente efectiva variara, por ejemplo, segun la estabilidad metabdlica y la
duracion de la accion de la formulacion de la invencion; la edad, el peso corporal, el estado
general de salud, el sexo y la dieta del pez; el modo y el tiempo de administracién; la
velocidad de excrecion, la combinacion de farmacos; la gravedad del trastorno o la condicién

patolégica particulares; y el sujeto que se somete a terapia.

Por “pienso medicamentoso” se entienda una combinacién de la formulacion de la invencion,
gue puede comprender excipientes y/o vehiculos, y un pienso convencional para su

administracion a un pez.

El “pienso convencional para la administracién a un pez”’ de forma general estara presente
en forma de pellets o granulos y puede comprender, a titulo enunciativo, carne de pescado,
aceite de pescado, proteinas vegetales, monosacéaridos o polisacérido, como por ejemplo
mananos, glucanos o alginatos y otros excipientes como pigmentos, vitaminas, minerales,

aglutinadores y similares.

En una realizacion particular, la composicion farmacéutica veterinaria se presenta en una
forma adaptada a la administracion oral. La forma adaptada a la administracion oral se
refiere a un estado fisico que pueda permitir su administracion oral. Dicha forma adaptada a
la administracion oral se selecciona de la lista que comprende, pero sin limitarse, gotas,
jarabe, tisana, elixir, suspension, suspension extemporanea, vial bebible, comprimido,

capsula, granulado, pellet, sello, pildora, tableta, pastilla, trocisco o liofilizado.
9
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En otra realizacion particular, la composicion farmacéutica veterinaria se presenta en una
forma adaptada a la aplicacion mediante un bafio medicinal, en el cual el pez es situado en
un contenedor que la comprende, y mantenido durante un periodo de tiempo (desde minutos
a varias horas).

En otra realizacion particular, la composicién farmacéutica veterinaria se presenta en una
forma adaptada a la aplicacion por via parenteral, por ejemplo por inyeccion. Las
formulaciones inyectables pueden ser también en forma de polvo, pellet o granulos que
pueden ser reconstituidos en un solvente adecuado antes de su uso, o también como

soluciones preparadas para su uso.

En otra realizacion particular, la composicién farmacéutica veterinaria se presenta en una

forma adaptada a su combinacion con el pienso convencional para peces.

En una realizacion particular el pienso medicamentoso esta especialmente adaptado para
administracion oral en forma liquida, de granulo o pellet, de forma que el pienso

convencional sea capaz de absorber o ser combinado con la formulacién de la invencion.

La formulacion de la invencidon se puede incorporar al pienso antes de la peletizacion.
Alternativamente los pellets o granulos pueden ser revestidos con la formulacién de la
invencion. Por ejemplo, pellets o granulos comerciales podrian ser recubiertos con la
formulacion de la invencién y uno o mas excipientes como almidén, fumed silica (Aerosil®),

celulosa microcristalina, lactosa o similares.

Sin embargo, la formulacién de la invencion se puede encapsular utilizando por ejemplo

metodologias de secado por liofilizacion utilizando materiales encapsulantes.

En una realizacion particular, la formulacién de la invencién es encapsulada, utilizando
materiales que se seleccionan entre goma ardbiga (GA) o maltodextrina (MD) que

posteriormente pueden ser liofilizadas y dotadas de las dimensiones mas convenientes.

Adicionalmente, el pienso medicamentoso o el material encapsulado pueden incluir un

agente preservante.

La cantidad de formulacion en el pienso medicamentoso, preferentemente no superara el

20% en peso del peso total del producto.
10
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Alternativamente a la composicioén farmacéutica veterinaria, la composiciéon de la invencion

también puede ser una composicién nutritiva.

El término “composiciéon nutritiva” de la presente invencién se refiere a aquel alimento que,
con independencia de aportar nutrientes al sujeto que lo toma, afecta beneficiosamente a
una o varias funciones del organismo, de manera que proporciona un mejor estado de salud
y bienestar. Como consecuencia, dicha composicién nutritiva puede ser destinada a la
prevencién y/o tratamiento de una enfermedad o del factor causante de una enfermedad.
Por tanto, el término “composicién nutritiva” de la presente invencion se puede emplear
como sinénimo de alimento funcional o alimento para fines nutricionales especificos o

alimento medicinal.

En un quinto aspecto, la invencion se refiere a una composicion nutritiva que comprende a la

formulacién de la invencion.

En una realizacion particular, la composicién nutritiva es un alimento, un suplemento o un

nutracéutico.

El término “suplemento”, sinénimo de cualquiera de los términos “suplemento dietético”,
“suplemento nutricional”; o “suplemento alimenticio” es un “ingrediente alimenticio” destinado
a complementar la alimentacion. Algunos ejemplos de suplementos dietéticos son, pero sin
limitarse, las vitaminas, los minerales, los productos botanicos, aminoacidos y componentes
de los alimentos como las enzimas y los extractos glandulares. No se presentan como
sustitutos de un alimento convencional ni como componente Unico de una comida o de la

dieta alimenticia sino como complemento de la dieta.

El término “nutracéutico” tal como se emplea en la presente invencién se refiere a
sustancias aisladas de un alimento y utilizadas de forma dosificada que tienen un efecto

beneficioso sobre la salud.

En una realizacion particular, el alimento es el “pienso convencional para la administracion a

un pez” tal y como se define mas arriba.

En un sexto aspecto, la invencion se refiere a la composicion farmacéutica veterinaria para

Su uso como medicamento veterinario.
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En un séptimo aspecto, la invencion se refiere a la composicion farmacéutica veterinaria
para su uso como medicamento veterinario en el tratamiento y/o prevencion de la septicemia

rickettsial salmonidea (SRS) en individuos del género salmo.

En el ambito de esta invencién también se incluye el uso del medicamento veterinario como

coadyuvante para potenciar el uso de otro medicamento.

En un octavo aspecto, la invencion se refiere a la composicién farmacéutica veterinaria para
sSu uso como coadyuvante con otros medicamentos en el tratamiento y/o prevencién de la

septicemia rickettsial salmonidea (SRS) en individuos del género Salmo.

En una realizacién particular, la formulacién de la invencion se usa como coadyuvante de un
antibidtico que se selecciona de entre florfenicol, oxitectraciclina, flumequina, &cido

oxolinico, eritromicina, amoxicilina.

En la presente invencién, el término “tratamiento” se refiere a combatir los efectos causados
como consecuencia de una enfermedad o condicion patoldgica de interés en un sujeto,
preferiblemente un pez, que incluye:

(i) inhibir la enfermedad o condicién patolégica, es decir, detener su desarrollo;

(i) aliviar la enfermedad o la condicién patolédgica, es decir, causar la regresion de la
enfermedad o la condicién patoldgica o su sintomatologia;

(iii) estabilizar la enfermedad o la condicion patoldgica.

En la presente invencion, el término “prevencion” se refiere a evitar la aparicion de la
enfermedad, es decir, evitar que se produzca la enfermedad o la condicion patoldgica en un

sujeto, preferiblemente un pez.

En el @mbito de la presente invencion, los individuos del género Salmo se seleccionan entre
trucha y salmon, y preferentemente entre salmoén atlantico, trucha arcoiris (Oncorhynchuss

mykiss), salmon coho salman (Oncorhynchus kisutch) y el salvelino (Salvelinus alpinus).

En la presente invencidn, por Piscirickettsia salmonis se entiende el agente bacteriano
causante de la piscirickettsiosis o sindrome rickettsial salmonideo o septicemia rickettsial
salmonidea (SRS) y que es uno de los principales patégenos, responsable de mas del 50%

de mortalidad en mar.
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La formulacién de la invencion y la composicion de la invencién pueden ser usadas de forma

efectiva en cualquiera de los estadios de desarrollo de los individuos del género Salmo.

En un noveno aspecto, la invencién se relaciona con un tratamiento desinfectante para
eliminar la presencia de la bacteria Piscirickettsia salmonis en superficies o dispositivos
utilizados normalmente en instalaciones de acuicultura y que comprende aplicar la

formulacion de la invencion en una dosis efectiva para eliminar a la bacteria.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Compuestos fenélicos mayoritarios presentes en el extracto de C. patagua.
Figura 2. Compuestos terpénicos mayoritarios presentes en el aceite de S. montana.
Figura 3. Microcapsulas de la mezcla extracto etandélico de C. patagua : aceite esencial

de S. montana (1:1 en peso) en goma arabiga.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invenciéon se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Obtencién del material vegetal

Las plantas de C. patagua (patagua) fueron cultivadas in vitro partiendo de yemas de
plantas adultas en un medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con las siguientes
vitaminas y hormonas: biotina (1 mg/L), cinetina (0,2 mg/L), tiamina (2 mg/L), &cido
naftalenacético (0,2 mg/L) y benziladenina (0,3 mg/L). Se almacenaron por 30 dias a 23°C +
2°C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. Los brotes generados fueron
retirados del medio de cultivo para ser secados a 37°C + 2°C, hasta peso constante.
Posteriormente, el tejido de los brotes fue molido y mantenido en desecador hasta su

utilizacion.
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Para S. montana se usaron partes aéreas de una variedad domesticada, concretamente de
la variedad Martin. El material vegetal se sec6 a 37°C + 2°C hasta peso constante. Se trata
de una variedad domesticada que se aclimatd en 2 areas geograficas diferentes en Espafa:
en la provincia de Almeria (sureste) y en Ejea de los Caballeros (Zaragoza, noreste) y sobre
la que se ha solicitado proteccibn como obtencion vegetal con numero de solicitud
A201804150 ante el Registro de Proteccidn comunitaria de Variedades Vegetales de la
Community Plant Variety Office (CPVO) en fecha 19 de diciembre de 2018.

Ejemplo 2: Obtencion del extracto etandlico de C. patagua y del aceite esencial de S.

montana

Para la preparacion de los extractos de C. patagua se mezcldé 1 gramo del material vegetal
desecado tal y como se indica en el Ejemplo 1, con 100 mL de etanol al 85% V/V. La
solucion fue sonicada a una frecuencia de 50 Hz, a una temperatura de 25 + 2°C por dos
horas (Contreras, R. A., Kbhler, H., Pizarro, M. y Zlfiga, G. E. (2015). In vitro cultivars of
Vaccinium corymbosum L. (Ericaceae) are a source of antioxidant phenolics. Antioxidants, 4,
281-292). La solucion fue esterilizada a través de filtracion, con un filtro con tamafio de poro

de 0,22 um y los extractos fueron almacenados a 4°C hasta su utilizacion.

Las plantas secas de S. montana, se extrajeron mediante hidrodestilaciébn a escala de
laboratorio (Clevenger, EO) para obtener aceites esenciales de todas las muestras de
acuerdo con el método recomendado por la European Pharmacopoeia (6th edition, 2008),
obteniéndose, por decantacién, el aceite esencial o utilizando una planta a gran escala
(semi-industrial, PEO) extraccion por arrastre de vapor en la planta piloto de destilado de
acero inoxidable equipada con una camara de destilado de 100 Kg y un vaso de 500 L,
utilizando un rango de presion de entre 0.5-1.0 bar, y obteniéndose, por decantacion, el

aceite esencial (PEO).

Ejemplo 3. Andlisis de compuestos en el extracto etandlico de C. patagua y en el

aceite esencial de S. montana.

Con el fin de determinar el perfil de compuestos fendlicos presentes en el extracto etandlico,
se empled un equipo LC-MS (Agilent LC-MS/MS 6410, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA). Los analisis se realizaron inyectando un volumen de 20 uL de extracto, mediante
una valvula Reodyne y se utilizd6 un flujo de elusién de 0,3 mL/min, en gradiente de

acetonitrilo y acido férmico 0,1% V/V, con una presion de 75 bar al inicio del programa a
14
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temperatura ambiente, como fase estacionaria se utilizé6 una columna empacada de rapida
resolucion Xorbax RP-C18 (150x4,6mm, 5 um, XDB-C18, Agilent Technlogies, Santa Clara,
USA) con un poro de 1,8 um y una longitud de 5 cm. El detector de masas de tricuadrupolo
se empled con las siguientes condiciones: ionizacién por electrospray (ESI) en modo
negativo a una temperatura del N> de 330 °C, el flujo de N, de 9 L/min, presion de
nebulizacién de 45 psi, el voltaje del capilar de 4000 V, en modo de operacién de barrido,

iGn negativo y el rango de masas entre 50 y 1000.

Los compuestos mayoritarios presentes en el extracto de C. patagua fueron; quercetina
(28%), acido galico (8%) y acido clorogénico (5,5%) (Fig.1).

Por su parte, el aceite esencial de S. montana se analiz6 mediante cromatografia de gases
en un equipo Agilent 7890 A interconectado con un espectrometro de masas Agilent 5975C
con ionizacion de impacto electrénico (70 eV). Se utilizé una columna capilar de silice HP-
5MS (30 m 250 mm id), recubierta con fenilmetil silox al 5% (espesor de fase de 0,25 mm).
La temperatura del horno se programé de la siguiente manera: 60 °C durante 8 min,
aumentando a 180 °C a 3C / min, 180-250 °C a 20C / min, luego a 250 °C durante 10 min.
Las temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron a 250 °C y 280 °C,
respectivamente. Las muestras se inyectaron en modo dividido con una proporcion de
divisién de 1:55. Se inyectaron 0,2 ml de cada muestra. El gas portador fue helio con un
caudal de 1 ml / min y una temperatura de interfaz de 250 °C. El rango de masa analizado
fue entre 40-450 m/z. Los componentes de los indices de retencion lineal de los extractos
volatiles calculados a partir de sus tiempos de retencion y series homdélogas de n-alcanos
C8-C20 (Fluka Analytical) se utilizaron para la identificacion en comparacion con los de los
estandares puros. También se compararon los patrones de fragmentacion de los

componentes del espectro de masas con los almacenados en la biblioteca GC-MS.

Los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de S. montana, fueron

Carvacrol (40%), p-cimeno (16%) y gamma terpineno (15%). (Fig. 2)

Ejemplo 4: Preparacion de la formulacion de extracto etandlico de C. patagua y aceite

esencial de S. montana. y del antibiotico:

Se realizaron mezclas del extracto etandlico de C. patagua y del aceite esencial de S.

montana en diferentes proporciones, desde 1:3 a 3:1 (en peso). La mezcla extracto
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etandlico/aceite esencial fue diluida en etanol 85% para llegar a concentraciones de 10, 8, 6
y 3% de la formulacién.

Paralelamente se prepar6 un control del antibiético florfenicol utilizando como solvente
etanol 95% y diluido en agua destilada estéril. Se utiliz6 como punto de partida una solucién

stock de 5120 pug/ml, para preparar diluciones seriadas en base 2 hasta la dilucién 1/64.

Ejemplo 5. Efecto de la formulacion que comprende el extracto de C. patagua y el
aceite esencial de S. montana en la bacteria Piscirickettsia salmonis

Preparacion del inéculo de Piscirickettsia salmonis:

El in6culo de P. salmonis utilizado correspondi6 a un aislado de terreno obtenido a partir de
un brote en Salmo salar. Se ajustd un in6culo a una concentracibn aproximada a un
Macfarlane 0,5, para obtener una concentracion bacteriana cercana a 1x108 bacterias/ml. La
pureza del in6culo fue evaluada mediante tincion Gram, IFAT y PCR.

Cultivo:

Tanto en los pasajes de mantenimiento, como en los antibiogramas, P. salmonis fue
cultivada en un medio Agar sangre con las siguientes caracteristicas: Caldo infusién corazén
1,5%, Glucosa 1%, Cisteina 0,1%, Agar 1,5%, Hemoglobina 0,2%, Sangre de Cordero 5%,

SFB 3% y a una temperatura de incubacion de 18°C.

Prueba de difusiéon en agar en pocillo:

0,1 ml de la suspension bacteriana P. salmonis fue esparcida uniformemente en la superficie
de agar sangre, procurando que el agua fuese absorbida completamente por este.
Posteriormente se realizaron perforaciones de aproximadamente 5 mm de didmetro en el
agar mediante un sacabocados, para depositar 120 pul de cada extracto y sus diluciones en
cada pocillo formado. Uno de los pocillos fue llenado sélo con solvente, para evaluar el
efecto de éste sobre el crecimiento de la bacteria. Como control positivo se utilizaron pocillos
con florfenicol concentrado y diluciones de florfenicol solubilizado en etanol 95% vy diluido en
agua, asi como aceite esencial de S. montana al 100% y extracto etandlico de C. patagua al

100% Posteriormente todas las placas fueron incubadas durante cuatro dias a 20°C.
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Finalmente se midi6 el diametro medio del halo de inhibicién formado alrededor de cada
pocillo.

Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 1.
Tabla 1. Efecto antibiético de la formulacion que comprende extracto etandlico de C.

patagua y aceite esencial de S. montana contra la bacteria P. salmonis y de otros

compuestos utilizados como control

Didmetro medio del halo
de inhibicion en mm (DT*)
antibiético (florfenicol) 100% 41,6 (+ 2,6)
antibiético (florfenicol) diluido al 10% 18 (= 2)
mezcla de extracto etandlico de C.

patagua y aceite esencial de S.
montana (relacién 1:1 en peso) 36,3 (£ 0,8)

combinacién de antibidtico (florfenicol)
(10%) y de la mezcla de extracto
etandlico de C. patagua y aceite

esencial de S. montana (90%); 384 (1,2
aceite esencial de S. montana 25 (x 2,5)
extracto etandlico de C. patagua 23 (x1,5)

*DT: desviacion tipica

Ademas de la evidente actividad antibidtica de la formulaciobn que comprende la
combinacién del extracto de C. patagua y del aceite esencial de S. montana, se visualiza
también que la combinacion del extracto y del aceite esencial provocan un efecto sinérgico
gue mejora la adicion de los efectos de cada uno por separado. Adicionalmente, también se
puede comprobar como la combinacién de la formulaciéon con extracto y aceite esencial con
una pequefia proporcion de antibidtico consigue resultados muy similares a los obtenidos

con el antibiético.

Ejemplo 6: Microencapsulacion de la formulacion.

Se mezclé el material encapsulante, goma arabiga (GA) o maltodextrina (MD) al 20% P/V
con la formulacion que comprende la combinacién del extracto de C. patagua y del aceite
esencial de S. montana en diferentes cantidades y se homogeniz6. Las muestras fueron

congeladas a -20°C, y posteriormente liofilizadas (Christ, Alpha 1-2). La muestra liofilizada
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fue molida y tamizada (tamafio de poro 500 micrones). El polvo obtenido fue almacenado en
desecador hasta su utilizacion. La figura 4, muestra un ejemplo de las microcapsulas

obtenidas.
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REIVINDICACIONES

Formulacion que comprende una mezcla de extracto etanolico de biomasa de

Crynodendron patagua y de aceite esencial de biomasa de Satureja montana.

Formulacion segun la reivindicacién 1 que consiste en una mezcla de extracto etandlico

de biomasa de C. patagua y de aceite esencial de biomasa de S. montana.

Formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, donde el extracto etanélico
de biomasa de C. patagua y el aceite esencial de biomasa de S. montana se combinan

en una relacion desde 1:3 a 3:1 (en peso o volumen).

Formulacion segun la reivindicacion 3, donde la relacion en la que se combinan el
extracto etandlico de biomasa de C. patagua y el aceite esencial de biomasa de S.

montana es 1:1 (en peso o volumen).

Procedimiento para la produccion de la formulacibn segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, que comprende las siguientes etapas:
a) partiendo de biomasa de C. patagua obtener un extracto etandlico,
b) partiendo de biomasa de S. montana obtener un aceite esencial por
hidrodestilado,
c) combinar el extracto etandlico de biomasa de C. patagua con el aceite
esencial de biomasa S. montana en una relacion desde 1:3 hasta 3:1 (en

peso o volumen).

Procedimiento segun la reivindicacion 5, donde el extracto etandlico de biomasa de C.
patagua y el aceite esencial de biomasa de S. montana se combinan en una proporcion

1:1 (en peso o volumen).

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, donde la biomasa de C.
patagua se obtiene de brotes obtenidos por multiplicacién in vitro partiendo de yemas de

C. patagua.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, donde la biomasa de S.

montana procede de la variedad Martin.
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Composicién que comprende la formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1
ad.

Composicion segun la reivindicacion 9 en donde dicha composicion es una composicion

nutritiva.

Composicién segun la reivindicacion 10, donde la composicidén nutritiva es un alimento,

un suplemento o un nutracéutico,

Composicién segun la reivindicacion 9, en donde dicha composicibn es una

composicion farmacéutica veterinaria.

Composicién segun la reivindicacion 12, en donde dicha composicion comprende al

menos un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o composicion segun

cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, para su uso como medicamento veterinario.

Formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o composicion segun
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13 para su uso en el tratamiento y/o prevencion
de la septicemia rickettsial en individuos del género Salmo o como coadyuvante en el

tratamiento y/o prevencion la septicemia rickettsial en individuos del género Salmo.

Formulacion para su uso segun la reivindicacion 15, o composicion para su uso segun la
reivindicacion 15, donde los individuos del género Salmo se seleccionan de entre

salmén y trucha.

Formulacion para su uso segun la reivindicaciones 16, o composicion para su uso segun
la reivindicacion 16, donde el salmon se selecciona entre salmoén del Atlantico (Salmo
salar), salmon Coho (Oncorhynchus kisutch) y trucha es trucha arco iris (Oncorhynchuss

myKkiss).

Uso de la formulacion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, como

desinfectante contra la bacteria P. salmonis.
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