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“COMPOSIGCAO COMPREENDENDO UMA CEPA BIFIDOBACTERIA
PSEUDOLONGUM PROBIOTICA CANINA”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se ao campo de
microorganismos probidéticos, mais especificamente a
bactérias formadoras de &acido lactico probidéticas caninas,
bem como métodos para o uso das mesmas.

FUNDAMENTOS DA INVENGCAO

Os mecanismos de defesa para protecdo do trato
gastrointestinal (GI) de mamiferos contra a colonizacd&o por
bactérias patogénicas sdo altamente complexos. O trato GI
da maioria dos mamiferos é colonizado por microflora nativa
e por microorganismos patogénicos invasivos. Em um
individuo saudavel, essas microfloras concorrentes
encontram-se em um estado de equilibrio. A modificacdo do
equilibrio da microflora intestinal pode causar ou evitar
diversos transtornos gastrointestinais, tanto em seres
humanos como em outras espécies de mamiferos, como animais
de estimacdo, inclusive gatos, cdes e coelhos. O bem-estar
de animais de estimacdo estd estreitamente relacionado a
alimentacdo e a saude gastrointestinal, e a manutencdo do
equilibrio da microflora intestinal nesses animais pode

resultar em animais de estimacdo mais saudaveis.

O numero e a composicédo da microflora
intestinal tendem a ser estéaveis, embora idade e
dieta possam modificéa-los. A acidez gastrica, a
bilis, o peristaltismo intestinal e a imunidade
local sao fatores considerados importantes na

regulacédo da flora bacteriana presente no intestino delgado
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de seres humanos e diversos outros mamiferos.
Freqlentemente, os transtornos gastrointestinais em animais
de estimacg¢do, inclusive aqueles encontrados em caes e gatos,
estdoc ligados a proiiferaqéo bacteriana e a produgdo de
enterotoxinas por bactérias patogénicas. Esses fatores
perturbam o equilibrio da microflora intestinal e podem
promover inflamacgdo e respostas imunoldgicas aberrantes.

Ao longo dos Ultimos anos, pesguisas comegaram a
revelar algumas valiosas cepas de bactérias, e seu uso
potencial como agentes probidticos. Os probidticos sdo
considerados prepara¢des de bactérias, sejam estas vidveis
ou mortas, tendo constituintes como proteinas ou
carboidratos, ou fragdes purificadas de fermentos
bacterianos, que promovem a salde dos mamiferos ao preservar
e promover a microflora natural no trato GI, e ao reforgar
os controles normais contra respostas imunoldégicas
aberrantes. Acredita-se que as bactérias probidticas sejam
mais eficazes quando derivadas da espécie a qual pertence o
individuo que se pretende tratar, ou de espécies com
parentesco prdéximo a esta. Portanto, existe uma necessidade
por cepas probidticas derivadas de animais de estimagdo,
para serem utilizadas para animais de estimagdo, que sejam
diferentes daquelas derivadas de seres humanos.

O documento WO 01/90311 apresenta microorganismos
probidticos isolados a partir de amostras fecals obtidas a
partir de gatos e cdes, as quais tém atividade probidtica.
No entanto, essas bactérias foram obtidas a partir de

amostras fecais, e podem ndo ser parte da microflecra
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intestinal natural presente na porgdo superior do trato
gastrointestinal.

Conseqlientemente, existe uma necessidade pela
obtencio de cepas de bactérias, mediante isolamento a partir
da microflora intestinal natural presente na por¢do superior
do trato gastrointestinal, que sejam particularmente
adaptadas para animais de estimagdo, e que tenham sido
selecionadas por suas propriedades probidticas e capacidade
para sobreviver o processamento, incorporando essas cepas a

composi¢des que sdo adequadas a seu uso.

SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com a presente invengdo, é apresentada
uma cepa de bactérias formadoras de &cido léactico da espécie
Bifidobacteria pseudolongum, obtenivel mediante isolamento a
partir de trato gastrointestinal canino ressecado e lavado,
e apresentando uma atividade probidtica em animais.

Em uma modalidade preferencial, a cepa de bactérias
formadoras de dcido lactico é uma Bifidobacteria pseudolongum
tendo uma sequéncia de DNA 16s-23s na regido do espagador com
ao menos 93% de hoﬁologia em relacdao a SEQ. ID N° 1.

Em uma outra modalidade preferencial, a cepa de
bactérias formadoras de Aacido 1léactico ¢é Bifidobacteria
pseudolongum AHC7 (NCIMB 41199).

Além disso, a presente invengdo refere-se ao uso
das bactérias Bifidobacteria pseudolongum, obteniveis
mediante isolamento a partir de trato gastrointestinal canino

ressecado e lavado, para a manutengdo e melhoria da salde do
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animal de estimag¢do, bem como composigdes compreendendo as
ditas bactérias formadoras de &acido léactico.

Estes e outros aspectos, bem como caracteristicas
e vantagens da presente inveng¢do, ficardo aparentes aos
versados na técnica a partir da leitura da presente

descricao.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 demonstra a inibigdo da proliferagdo in
vitro de Salmonella typhimurium pelas bactérias
Bifidobacteria pseudolongum da presente invengdo, de acordo
com a metodologia apresentada no Exemplo 2.

A Figura 2 demonstra a inibigdo da proliferagdo in
vitro de Listeria monocytogenes pelas bactérias
Bifidobacteria pseudolongum da presente invengdo, de acordo
com a metodologia apresentada no Exemplo 2.

A Figura 3 demonstra a inibig¢do da proliferagdo in
vitro de Listeria innocua pelas bactérias Bifidobacteria
pseudolongum da presente invengao, de acordo <com a
metodologia apresentada no Exemplo 2.

A Figura 4 demonstra a inibigdo da proliferagdo in
vitro de Escherichia coli 0157H45 pelas bactérias
Bifidobacteria pseudolongum da presente invengdo, de acordo
com a metodologia apresentada no Exemplo 2.

A Figura 5 demonstra a estabilidade na presenca
de &4cido in vitro das bactérias Bifidobacteria pseudolongum
da presente invengao, de acordo com a metodologia

apresentada no Exemplo 3.
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A Figura 6 demonstra as caracteristicas de
proliferag¢do das bactérias Bifidobacteria pseudolongum da
presente invencdo, na presenga de 0,5%, 1% e 5% de sais
biliares de porco.

A Figura 7 demonstra a capacidade in vitro das
bactérias Bifidobacteria pseudolongum da presente invengao

para aderir as células epiteliais HT-29 do intestino.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

SEQUENCIAS

SEQ. ID N° 1 - sequéncia de nucleotideo do
espacador intergénico 16s-23s de Bifidobacteria pseudolongum
AHC7 (NCIMB 41199).

SEQ. ID N° 2 - seqguéncias iniciadoras para andlise
de seqUéncia 16s-23s de DNA.

NOMEROS DE DEPOSITO DAS BACTERIAS

A Tabela abaixo indica as cepas de Bifidobacteria
pseudolongum que sdo exemplos da presente invengdo. As
cepas bacterianas estdo depositadas junto ao "National
Collections of Industrial Food and Marine Bacteria"

(NCIMB), Aberdeen, Reino Unido.

Cepa Nimero de depdsito | Seqliéncia 16s-23s
Bifidobacteria pseudolongum AHC7 | NCIMB 41199 SEQ. ID N° 1
Todos o0s pesos, medidas e concentrag¢gdes na

presente invengdo sdo medidos a 25 °C na composigdao em sua

totalidade, exceto onde indicado em contrario.
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Exceto onde indicado em contrdrio, todas as
porcentagens das composigdes aqui mencionadas sao

porcentagens em peso, e todas as razdes sdo razdes em peso.

Exceto onde indicado em contrario, todos os pesos
moleculares s3o pesos moleculares médios ponderais.

Exceto onde indicado em contrario, o conteldo de
todas as fontes de literatura mencionadas neste texto estéao
aqui incorporadas em sua totalidade, por referéncia.

Exceto onde sdo apresentados exemplos especificos
de +valores reais medidos, os valores numéricos aqui
mencionados devem ser considerados como sendo qualificados
pela expressdo "cerca de".

No &mbito da descrigdo apresentada a seguir, a
abreviacdo UFC ("unidade formadora de coldnia") designa o
nimero de células bacterianas revelado por contagens
microbiolédgicas em placas de &agar, como é de entendimento
comum na técnica.

Para uso na presente invengdo, o termo "mutantes
dessas cepas" inclui cepas bacterianas derivadas, tendo ao
menos 93% de homologia, de preferéncia ao menos 96% de
homologia e, com mais preferéncia, 98% de homologia com a
seqiéncia de polinucleotideo do espagador intergénico 1és-
23s de uma cepa mencionada, porém compreendendoc mutagdes de
DNA em outras seqiéncias de DNA no genoma bacteriano.

Para uso na presente invengdo, o termo "mutagdes
de DNA" inclui muta¢des naturais ou induzidas compreendendo
ao menos alteracdes de base fdnica, inclusive delegdes,

inser¢des, transversdes e outras modifica¢des de DNA
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conhecidas pelos versados na técnica, inclusive modificacgédo
genética introduzida em um nucleotideo ou seqliéncia de
aminodcidos original (pai), mantendo-se ao menos 650% de
homologia com a seqUéncia-pai. De preferéncia, a sequéncia
compreendendo a mutac¢do ou mutacdes de DNA tem ao menos 60%,
com mais preferéncia ao menos 75% e, com mais preferéncia
ainda, 85% de homologia com a seqiéncia-pai. Para uso na
presente invengdo, a sequéncia de '"homologia" pode ser
determinada mediante o uso de técnicas-padrdo conhecidas
pelos versados na técnica. Por exemplo, a homologia pode ser
determinada mediante o uso do algoritmo de homologia "BLAST"
disponivel publicamente online, em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

Para uso na presente invengdo, o termo "modificagdo
genética" inclui a introdugdo de seqiéncias de DNA exdgenas
e/ou enddgenas no genoma de um organismo, seja por meio de
insercio no genoma do dito organismo, seja por meio de
vetores, inclusive DNA de plasmidios ou bacteridfagos,
conforme é de conhecimento do versado na técnica, sendo que a
dita seqUéncia de DNA tem um comprimento de ao menos duas
bases de acido desoxirribonucléico.

Para uso na presente invengdo, o termo "animal de
estimacdo" significa um animal doméstico. De preferéncia,
"animal de estimag¢do" significa animais domésticos como
cdes, gatos, coelhos, furdes, cavalos, vacas ou similares.
Com mais preferéncia, "animal de estimagdo" significa um

cdo ou gato doméstico.
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Cepas de Bifidobacteria pseudolongum

O primeiro aspecto da presente inveng¢do compreende
uma cepa de Bifidobacteria pseudolongum, obtenivel mediante
isolamento a partir de trato gastrointestinal canino
ressecado e lavado, e apresentando uma atividade probidtica

em animais. Os probidticos consistem em microorganismos

viaveis ou mortos, composigdes processadas de
microorganismos, seus constituintes como proteinas ou
carboidratos, ou fragdes purificadas de fermentos

bacterianos, que afetam de modo benéfico um hospedeiro. O
uso geral de bactérias probidticas se dad sob a forma de
células viadveis. No entanto, isso pode ser estendido a
células ndo-vidveis, como culturas mortas ou composigdes
contendo fatores benéficos expressos pelas Dbactérias
probidticas. Isso pode incluir microorganismos mortos por
meios térmicos, por exposigdo a um pH alterado, ou
submetidos a pressdo. Para o propdsito da presente invengao,
o termo ‘"probidticos" destina-se a incluir, ainda, o©os
metabdlitos gerados pelos microorganismos da presente
invencdo durante a fermentagdo, caso estes ndo sejam
separadamente indicados. Esses metabdlitos podem ser
liberado no meio de fermentagdo, ou podem ser armazenadosS no
interior do microorganismo. Para uso na presente invengdo, o
termo "probidtico" inclui, também, bactérias, homogenatos
bacterianos, proteinas bacterianas, extratos bacterianos,
sobrenadantes de fermento bacteriano e misturas desses
itens, os quais exercem fungdes benéficas ao animal

hospedeiro, quando administrados em uma dose terapéutica.
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Descobriu-se que as cepas de Bifidobacteria
pseudolongum, obteniveis mediante isolamento direto a partir
de trato gastrointestinal ressecado e lavado de mamiferos,
sdo aderentes ao trato GI em seguida & alimentagdo com
células bacterianas viéveis, e apresentam, também, uma agao
imunomodulatéria significativa quando fornecidas aos animais
sob suas formas vidveis, ndo-vidveis ou fracionadas. Sem se
ater a teoria, acredita-se que as Bifidobacteria
pseudolongum obteniveis mediante isolamento a partir de
trato gastrointestinal ressecado e lavado mantenham estreita
associacdo com os tecidos mucosos intestinais. Sem se ater a
teoria, acredita-se gque 1isso resulte na geragdo, pelas
Bifidobacteria pseudolongum probidticas da presente
invenc3o, de respostas alternativas no hospedeiro, as quais
resultam em sua ac¢do probidtica. Descobriu-se que as
bactérias probidticas obteniveis mediante isolamento a
partir de trato gastrointestinal ressecado e lavado podem
modular o sistema imune do hospedeiro por meio de interacgao
direta com o epitélio mucoso e com as células imunes do
hospedeiro. Essa imunomodulagdo, em conjunto com © mecanismo
tradicional de acdo associado &s bactérias probidticas, isto
&, a prevencdo da aderéncia de patdgenos aos intestinos,
mediante oclusio e competigdo por nutrientes, faz das
Bifidobacteria pseudolongum da presente invengdo organismos
probidticos altamente eficazes.

As Bifidobacteria pseudolongum da presente
invencdo, obteniveis mediante isolamento a partir de trato

gastrointestinal canino ressecado e lavado, apresentam
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atividade microbicida in vitro contra diversas

cepas/espécies bacterianas patogénicas, conforme medido por
meio das zonas de inibicdc ou pelos testes de inibigdo de
proliferagdo Dbacteriana conhecidos pelos versados na
técnica. Sem se ater & teoria, acredita-se que essa
atividade microbicida in vitro indique o potencial de
atividade probidtica in vivo em animais, de preferéncia
animais de estimagcdo como cd3es e gatos. As Dbactérias

formadoras de &acido lactico da presente invengdo apresentam,

de preferéncia, atividade microbicida in vitro contra
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Listeria
innocua ou Eschericia coli, com mails preferéncia uma

combinacdo dessas cepas e, com mals preferéncia ainda, todas
essas cepas.

Sem se ater & teoria, acredita-se que a atividade
microbicida das bactérias Bifidobacteria pseudolongum da
presente invengdo possa ser o resultado de varias agdes
diferentes realizadas pelas bactérias Bifidobacteria
pseudolongum da presente invengéao. Foi sugerido
anteriormente, na técnica, que diversas cepas de bactérias
isoladas a partir de amostras fecais exercem seu efeito
probiético no trato gastrointestinal, apds seu consumo oral
ao impedir, mediante oclusdo, a fixag¢do de organismos
patogénicos & mucosa intestinal. Isto exige o consumo oral
de células bacterianas "vivas" ou viaveils, para que uma
colénia de Dbactérias se estabelega nos intestinos. No
entanto, acredita-se que the as Bifidobacteria pseudolongum

da presente invencdo, obteniveis mediante isolamento a



10

15

20

25

LRETLIC I S N

. ) * o o ° . e o
S IR AL AT TP
. cee ® e eseo o . hd

partir de trato gastrointestinal canino ressecado e lavado,
embora exergam algum efeito probidtico mediante oclusdo se
fornecidos sob uma forma vidvel, possam oferecer um efeito
probidtico substancial em suas formas tanto vidveis como
n3o-viaveis devido & produgdo, durante a fermentagdo in
vitro, de uma ou mais substincias que ou wmatam os
microorganismos patogénicos ou inibem sua proliferagdo, e/ou
que alteram a imunocompeténcia do animal hospedeiro. Essa
forma de atividade probidtica é desejavel, j& gque as
bactérias da presente invencdo podem ser fornecidas sob a
forma de culturas vidveis ou nd3o-viaveis, ou como produtos
de fermentacdo purificados e, ainda assim, proporcionar um
efeito terapéutico benéfico ao animal hospedeiro.

De preferéncia, as bactérias Bifidobacteria
globosum da presente invengdo s&do capazes de manter sua
viabilidade apds trénsito pelo trato GI. Isso & desejavel,
para que as culturas de bactérias vivas possam ser
administradas por via oral, e para gue ocorra a colonizagao
dos apds o transito através do esbfago e do estdmago. A
colonizacido dos intestinos pelas bactérias formadoras de
dcido lactico da presente invencdo é desejavel para
proporcionar ao hospedeiro beneficios probidticos de longo
prazo. A dosagem oral de células ndo-vidveis ou isolados
purificados das mesmas induz beneficios tempordrios mas,
como as bactérias n3o sdo vidvelis, ndo sdo capazes de se
proliferar e proporcionar, de maneira continua, um efeito
probidtico in situ. Como resultado, isto pode exigir que o

hospedeiro receba doses regularmente, de modo a manter os

=
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beneficios de saGde. Em contraste, as células viéveis
capazes de sobreviver ao transito gastrico em sua forma
viavel e, subseqglentemente, colonizar os intestinos
mediante adesdo & mucosa intestinal e proliferagdo sobre a
mesma, s3o capazes de proporcionar de maneira continua os
efeitos probidticos in situ.

Portanto, é preferencial que as bactérias
formadoras de &cido lactico da presente inveng¢do mantenham
sua viabilidade apdés a suspensdo em um meio com pH 2,5
durante 1 hora. Para uso na presente inveng¢do, © termo
"manter a viabilidade" significa que ao menos 25% das
bactérias inicialmente em suspensdo no meio de teste sdo
vidveis, usando-se o método de contagem em placas conhecido
pelos versados na técnica. De preferéncia, o termo "manter
a viabilidade" significa que ao menos 50% das bactérias
inicialmente em suspensdo sdo viaveis. E desejavel que as
bactérias formadoras de &acido lactico da presente invengao
mantenham sua viabilidade apds a exposigdo a um baixo pH,
j& que isso imita a exposigdo aos sucos gastricos no
estébmago e no intestino superior in vivo, apds a consumo
oral por animais.

Além disso, & preferencial gque as Dbactérias
formadoras de &cido lactico da presente invengdo apresentem
uma proliferagdo de ao menos 33% quando na presenga de ao
menos 0,5% de sais biliares de porco. A proliferagdo, para
uso na presente invengdo, é descrita com mais detalhes no
Exemplo 3. Com mais preferéncia, as bactérias da presente

invencdo apresentam uma proliferagdo de ao menos 33% quando



10

15

20

25

L] oo
cee © . e ©oe0 ®
e f3% e e 4 et %ttt e
o e o 0o v
13.. o ® o oee : : : : .. : :
* o & L4
M vee * e se0 o o oso ¢

na presenca de ao menos 1% de sais biliares de porco. Sem se
ater & teoria, acredita-se que as bactérias formadoras de
dcido 1lactico da presente invengdo gue sejam capazes de
manter a proliferacdo na presenga de ao menos 0,5% de sais
biliares de porco, sejam capazes de sobreviver as condigdes
presentes nos intestinos. Acredita-se gque 1isso seja um
resultado da adic3o de bilis de porco ao meio de cultura,
reproduzindo as condig¢des do intestino.

Além disso, é preferencial que as bactérias
Bifidobacteria pseudolongum da presente invencdo apresentem
adesdo significativa a células epiteliais de intestino, in
vitro. Para uso na presente invengdo, o termo "adesdo
significativa" significa que ao menos 4% do nUmero total de
bactérias formadoras de &acido 1lactico co-incubadas com as
células epiteliais in vitro aderem as ditas células. Com
mais preferéncia, ao menos 6% das células bacterianas co-
incubadas aderem as células in vitro. Sem se ater a teoria,
acredita-se que a aderéncia a células epiteliais de'
intestino in vitro seja uma indicagdo da capacidade das
bactérias formadoras de &cido lactico para colonizar o trato
GI de um animal in vivo.

A seqliéncia de polinucleotideo intergénico 16s-23s
& conhecida pelos versados na técnica como a sequéncia de
DNA, no genoma bacteriano, que pode ser usada para
identificar diferentes espécies e cepas de bactérias. Essa
sequéncia de polinucleotideo intergénico pode ser

determinada pelo método detalhado abaixo, no exemplo 4.
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Em uma modalidade preferencial da presente
invencdo, a cepa de Bifidobacteria pseudolongum tem uma
seqiéncia de polinucleotideo intergénico 16s-23s  que
apresenta ao menos 93%, de preferéncia ao menos 96% e, com
mais preferéncia, ao menos 99% de homologia com a seqiéncia
de polinucleotideo de acordo com a SEQ. ID N° 1. Com mais
preferéncia, a cepa de bactérias formadoras de &acido lactico
de acordo com a presente invengdo tem uma sequéncia de
polinucleotideo 16s-23s de acordo com a SEQ. ID N° 1. Com
mais preferéncia ainda, a cepa de bactérias formadoras de
dcido lactico de acordo com a presente invengdo €& a cepa
Bifidobacteria pseudolongum NCIMB 41199 (AHC7), ou uma
mutagdo da mesma.

A cepa de bactérias formadoras de &cido lactico do
género Bifidobacteria  pseudolongum, obtenivel mediante
isolamento a partir de trato gastrointestinal canino
ressecado e lavado, pode ser usado para proporcionar
beneficios probidticos em seguida ao consumo via oral em
animais, de preferéncia animais de estimagdo ou seres
humanos. Esses beneficios probidticos geralmente mantém ou
melhoram a salde geral do animal. Os elementos ndo-
limitadores de salde e fisiologia animal que sao
beneficiados, seja terapeuticamente pelo alivio de sintomas,
ou profilaticamente pela prevengdo de doengas, incluem
transtornos inflamatérios, imunodeficiéncia, doenca
inflamatdria intestinal, sindrome do intestino irritavel,
cancer (particularmente aqueles dos sistemas gastrointestinal

e imune), doenca diarréica, diarréia associada ao uso de
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antibidéticos, apendicite, transtornos autoimunes, esclerose
miltipla, mal de Alzheimer, amiloidose, artrite reumatdide,
artrite, mobilidade das articulagdes, diabetes mellitus,
resisténcia & insulina, infecgdes Dbacterianas, infecgdes
virais, infecg¢des flngicas, doenga periodontal, doenga
urogenital, trauma associado a cirurgia, doenga metastdtica
induzida por cirurgia, sepse, perda de peso, ganho de peso,
acimulo excessivo de tecido adiposo, anorexia, controle de
febre, caquexia, cura de ferimentos, dUlceras, infecgdo da
barreira intestinal, alergia, asma, transtornos
respiratdrios, transtornos circulatdrios, doenga cardiaca
coronariana, anemia, transtornos do sistema de coagulagdo
sanglinea, doenga renal, transtornos do sistema nervoso
central, doenca hepdtica, isquemia, transtornos nutriciocnais,
osteoporose, transtornos enddcrinos e transtornos da
epiderme. Sao preferenciais o tratamento do trato
gastrointestinal, inclusive tratamento ou prevengao de
diarréia; regulagdo do sistema imune, de preferéncia
tratamento ou prevengdo de doeng¢a autoimune e inflamagdo;
manutencio ou melhoria da sadde da pele e/ou da pelagem, de
preferéncia tratamento ou prevengdo de doenga atdpica da
pele; melhoria ou redugdo dos efeitos do envelhecimento,
inclusive consciéncia mental e niveis de atividade; e
prevencdo da perda de peso durante e apds uma infecgdo.

O tratamento dos transtornos apresentados acima
pode ser medido mediante o uso de técnicas conhecidas pelos
versados na técnica. Por exemplo, transtornos inflamatdrios,

inclusive doenga autoimune e inflamacgao, podem ser

Lo
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detectados e monitorados utilizando-se testes de fungdo
imune in vivo, como blastogénese de linfdcitos, atividade de
células "Natural Killer", resposta de anticorpos a vacinas,
hipersensibilidade de tipo retardado e combinagdes desses
itens. Esses métodos sdo brevemente descritos na presente
invenc3o, mas bem conhecidos pelos versados na técnica.
1. Blastogénese de 1linfécitos: Este ensaio mede a
resposta proliferativa in vitro de linfdécitos isolados
a partir de sangue integral fresco obtido de animais
de teste e de controle para diversos mitogénios, e é
uma medida da fun¢do geral das células T e B. Em
resumo, as células mononucleares do sangue periférico
(PBMC, ou ‘"peripheral blood mononucleocytes") sao
isolados a partir de ~sangue integral por meio de
métodos Ficoll-Hypaque de centrifugag¢do por densidade,
conhecidos pelos versados na técnica. As PBMCs
isoladas sdo lavadas duas vezes em meio celular RPMI
1640 suplementado com HEPES, L-glutamina e
penicilina/estreptomicina. As células lavadas séao
ressuspensas em RPMI 1640 e contadas, e a densidade de
células é adequadamente ajustada. As 2x10° células sdo
expostas a uma gama de concentragdes (de 0,1 pug/mL a
100 ug/mL) de diversos mitogénios, exemplos dos quais
incluem mitogénio de caruru-de-cacho (Gibco),
fitoemaglutinina (Gibco) e concanavalina A (Sigma), em
triplicata, durante 72 horas a 37 °C e 5% de CO; com
10% de soro fetal bovino (Sigma). A 54 horas, as

células sdo pulsadas com 1 pCi *H-timidina e
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coletadas, e as contagens de cintilagdo sdo lidas em
um TopCount NXT a 72 horas.

Atividade de células "Natural Killex": Conforme
descrito em US 6.310.090, este ensalo mede a atividade
efetora in vitro de células '"natural killer" (NK)
isoladas a partir de sangue integral fresco de animais
de teste e de controle. As células "natural killer" sdo
um componente da fung¢do imune inata de um mamifero.
Células de adenocarcinoma de tirdide canina foram
usadas como células-alvo na avaliag¢do da atividade
citotdxica de células NK. Fol anteriormente demonstrado
que essa linhagem de células é suscetivel a morte por
células NK caninas. As células-alvo foram cultivadas em
um frasco T75 com 20 mL de meio minimo essencial (MEM;
Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, EUA.), suplementado com
10% de soro fetal de bezerroc (FCS), 100 U/mL de
penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina. Quando
confluentes, as células-alvo foram tripsinizadas,
lavadas 3 vezes e ressuspensas a 5x10° células/mL em
meio completo (RPMI-1640 + 10% FCS+100 U/mL de
penicilina + 100 pg/mL de estreptomicina). Triplicatas
de aliquotas de 100 uL das células-alvo foram pipetadas
em placas com 96 cavidades de fundo em U (Costar,
Cambridge, Massachussets, EUA) e incubadas durante 8
horas para permitir a aderéncia das células. Os
linfécitos (células efetoras, 100 upL) isolados por meio
de separagdo Ficoll-Hypaque (conforme descrito acima)

foram, entdo, adicionados as células-alvo para se obter
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uma razdo entre células efetoras e células alvo (E:A)
de 10:1. Apds 10 horas de incubagdo a 37 °C, foram
adicionados 20 pL de um substrato contendo 5 upug de
brometo de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-1il)-2,5-difenil
tetrazdélio (MTT). A mistura foi incubada durante 4
horas a 37 °C, apds os gquais o MTT ndo-metabolizado foi
removido por aspiracdo. Os cristais de formazan foram
dissolvidos mediante a adig¢do de 200 uLh de etanol a
95%. A densidade &ptica (DO) foi medida em 570 nm,
utilizando-se um leitor de microplacas. A porcentagem
de morte celular especifica para célula NK foi

calculada conforme exposto a. seguir:

Citotoxicidade especifica (%) = 100 x {1 - [(DO de células-

alvo e células efetoras

- DO de células efetoras)/ (DO de células-alvo)]}

Resposta de anticorpos a vacinas: Os individuos de
teste receberam um conjunto (até 5) de vacinas apds ao
menos 12 semanas de alimentagdo probidtica ou de
controle. As vacinas podem ser uma mistura de vacinas
novas e redundantes. Alguns exemplos ndo-limitadores de
conjuntos de vacina que podem ser usado incluem
misturas de vacinas preparadas por Fort Dodge Animal
Health. Alguns exemplos ndo-limitadores de vacinas
adequadas ao uso na presente inveng¢do incluem cinomose
cénina, adenovirus, coronavirus, parainfluenza, e

parvovirus. A  histbéria de vacinagdo do individuo
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determinara as vacinas a serem utilizadas. As

quantidades, no sangue, de anticorpos especificos para
as vacinas administradas sdo medidas durante 3 semanas,
sendo comparadas a dura¢do e a intensidade da resposta
nos grupos com alimentagdo de controle e probidtica.

4. Hipersensibilidade de tipo retardado: Um método in
vivo n3o-invasivo para avaliagdo do estado do sistema

imune. Este teste compreende uma inje¢do intradérmica

do mitogénio policlonal fitoemaglutinina (PHA) em
combinacio com eritrdécitos de ovelha, uma vacina
multivalente, histamina (100 uL de fosfato de
histamina a 0,0275 g/L, Greer, Lenoir, NC), ou PBS

(100 uL de solugdo salina tamponada com fosfato a
8,5 g/L, Sigma). A resposta imunolégica ao antigeno &
registrada como espessura da dobra de pele, usando
calibres, em intervalos de tempo de 0, 24, 48 e 72
horas apds a inje¢do. Um aumento na espessura da dobra
de pele indica uma maior resposta de
hipersensibilidade, que deve diminuir wmediante o
tratamento com as bactérias da presente invengdo.

Métodos adicionais para a determinacdo do efeito
das bactérias Bifidobacteria da presente invengdo s&o
descritos em US6.133.323 e US6.310.090.

Além disso, a melhoria gquanto aos efeitos do
envelhecimento pode ser determinada mediante o wuso de
absorptometria de dupla emissdo  de raios X ou tomografia
computadorizada para medir a composigdo corporal, inclusive

massa corporal gorda, massa corporal magra e conteldo



10

15

20

25

mineral &sseo. De modo similar, esse método pode ser usado
para determinar alteragdes de anatomia como perda de peso ou
densidade &ssea em individuos, apds infecgdo.

As Bifidobacteria da presente inveng¢do também podem
ser usadas em um método para redugdo dos niveis de estresse
em animais de estimacdo. As concentragdes sanglineas de
horménios de estresse, inclusive epinefrina, norepinefrina,
dopamina, cortisol e proteina C-reativa, podem ser medidas
para determinar os niveis de estresse e sua redugdo ou
manutencdo. Esses hormdnios sdo reconhecidos biomarcadores de
estresse, e podem ser prontamente medidos mediante o uso de
técnicas conhecidas pelos versados na técnica.

Além disso, a manutencdo ou a melhoria da salde
da pele e/ou da pelagem de animais de estimagd@o, inclusive
de doenca atépica da pele, pode ser medida mediante © uso
de avaliacdes de pele e pelagem conduzidas por dois
individuos treinados. Exemplos de critérios examinados
durante essasgs avaliag¢des incluem:

a) Indice de queda de pélos: Um indice de gueda de pélos é
atribuido a cada individuo de teste mediante a coleta
de pélos produzidos durante uma sessdoc de escovagao
padronizada. Os pélos sdo retidos e pesados, e o©Os
individuos de controle e de teste sdo comparados.

b) Avaliacdes subjetivas de pele/pelagem: Examinadores
treinados avaliam subjetivamente as condi¢des de pele e
pelagem, mediante a determinagdo de queda de pélos,

caspa, brilho, uniformidade, maciez e densidade.
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c) Avaliac3o funcional da pele: A fungdo de barreira da
pele pode ser avaliada mediante a esfregagdo da
superficie da pele com uma gaze encharcada em acetona.
Essa técnica perturba, de maneira eficaz, a fungdo de
barreira da pele ao remover da camada cdérnea camadas
celulares individuais, juntamente com as fracgdes de
lipidio a estas associadas. A perturbagdo da barreira é
quantificada por meio da medigdo do aumento na perda
transepidérmica de agua (PTEA) e do grau de vermelhidéo
do local ofendido, mediante o uso de métodos conhecidos
pelos versados na técnica. As pontuagdes para
vermelhiddo -(eritema) s&o obtidas mediante o uso do
sistema de clmera e iluminagdo anteriormente descrito.
Os registros de PTEA e as pontuag¢des de vermelhiddo sao
obtidos imediatamente antes e depois da perturbagao,
bem como nos pontos finais as cinco e as 24 horas, para
avaliar as propriedades de protegdo e cura da pele.

o) tratamento ou prevengao de infecgdes
gastrointestinais, inclusive diarréia, em animais de
estimacdio pode ser medido wutilizando-se um método de
pontuacido das fezes. A pontuagdo das fezes pode ser
registrada diariamente, de acordo com as seguintes
diretrizes, sendo os grupos de controle e de teste
comparados antes e depois da alimentagdo com as bactérias,
de acordo com a presente invengdo.

Pontuag¢do: 5 Extremamente seca

Estas fezes s3o duras e ndo aderem a superficies.

Estas fezes rolam gquando empurradas. Nao sdo produzidas
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indentag¢des quando estas fezes sdo apanhadas. Estas fezes
sdo freqlientemente defecadas em grupos de unidades
individuais, em vez de uma unidade completa. Estas fezes
mantém seu formato original apds a coleta.

Pontuagdo: 4 Firme (fezes ideais)

Estas fezes sdo firmes, bem formadas e
cilindricas. Estas fezes ndo se rompem facilmente gquando
apanhadas. Estas fezes podem  deixar residuos sobre
superficies e luvas. Estas fezes sdo fregientemente
defecadas como uma s& unidade. Estas fezes mantém seu
formato original apds a coleta.

Pontuacg¢do: 3 Mole, com formato

Estas fezes s3o moles, no entanto tém formatos
definidos. Estas fezes se rompem facilmente e,
definitivamente, deixam residuos sobre superficies e luvas.
Estas fezes freqlentemente perdem seu formato original apds
a coleta. Estas fezes freqlientemente se apresentam em
conjunto com outra pontuagdo, mas podem compreender a
totalidade da amostra.

Pontuag¢do: 2 Mole, sem formato

Estas fezes s3o moles e ndo apresentam formato
cilindrico. O formato freqlentemente associado a um "tipo 2"
é aquele conhecido como "excremento de vaca". Estas fezes
perdem o formato original quando coletadas, e definitivamente
deixam residuos sobre superficies e luvas. Estas fezes
freqiientemente se apresentam em conjunto com outra pontuagao,
mas podem compreender a totalidade da amostra. Estas amostras

podem se espalhar por uma area de varios centimetros.
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Pontuag¢do: 1 Ligquida

As fezes com esta pontuagido sempre parecerdo
liquidas, e pode ou ndo haver a presenga de matéria
particulada. Estas fezes sdo freguentemente defecadas em
grupos de montes, em vez de uma unidade completa. Muco esté
freqlentemente presente nas amostras deste tipo. As amostras
deste tipo de fezes sdo de coleta muito dificil, e sempre
deixa residuos em superficies e luvas. Estas amostras podem
se espalhar por uma area de varios centimetros.

Além disso, s3o registradas outras observagdes,
inclusive: presenca de sangue, de objetos estranhos ou de
muco nas fezes.

Além disso, o tratamento de infeccgdo
gastrointestinal em animais de estimagdo pode compreender a
otimizacdo da ecologia microbiana dos mesmos. A otimizagdo
da ecologia microbiana em animais de estimagdo compreende,
de preferéncia, a reducdo dos teores de bactérias
patogénicas nas fezes dos mesmos. Os teores de bactérias
patogénicas presentes nas fezes de animais de estimagdo
podem ser enumerados mediante o uso do método padrdo de
contagem em placa, conhecido pelos versados na técnica. Com
mais preferéncia, as bactérias patogénicas sd3o selecionadas
a partir do grupo consistindo em Clostridia, Escherichia,
Salmonella, bactercides e combinagdes desses itens. Alguns
exemplos ndo-limitadores de cepas de bactérias patogénicas
adequadas incluem C. perfringens, C. difficile, Eschericia

coli, Salmonella typhimurium e combina¢des desses itens.
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O método de uso das bactérias da presente invencgao
pode incluir, também, o tratamento profilatico ou
terapéutico do trato urindrio de mamiferos, de preferéncia
animais de estimag¢do. Alguns exemplos ndo-limitadcres de
tratamentos do trato urinario incluem tratamento ou
prevencdo de infecgles do trato wurinédrio, tratamento ou
prevencdo de doengas renails, inclusive célculos renais,
tratamento ou prevengdo de infec¢des na bexiga, e similares.
Sem se ater 4 teoria, acredita-se que as Dbactérias
Bifidobacteria da presente invengdo sdo {iteis na prevengao
dessas doengas como resultado de sua capacidade para
degradar o &acido ox&dlico, conforme demonstrado in vitro. O
dcido oxdlico €& um subproduto do metabolismo urindrio que
pode formar precipitados insoliveis, os quais resultam em
infec¢gdes nos rins, na bexiga e em outras partes do trato
urindrio. Ao degradar o &acido oxalico e, portanto,
potencialmente evitar sua precipitagdo e actmulo no trato
urindrio, as bactérias da presente invengdo podem tratar e
prevenir infec¢des e outras doengas do trato urindrio. A
degradacdo do é&cido oxédlico pode ser medida in vitro
mediante o uso do kit para testes de acido oxélico cat #
755699, disponivel comercialmente junto & Boehringer
Mannheim/R-Biopharm.

As Bifidobacteria pseudolongum da presente
invencdo podem ser usadas em um método para a melhoria ou
manutencdo da satde de animais de estimag¢do, compreendendo a
melhoria da digestdo de fibras. A melhoria da digestd3o de

fibras é desejavel, pois promove a proliferagdo das ditas
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bactérias probidticas, bem como da microflora enddgena
benéfica, o que auxilia na supressdo de algumas bactérias
potencialmente patogénicas. Além disso, uma diminuigdo na
quantidade de metabdlitos tdéxicos e enzimas nocivas que
resultam da fermentacdo coldnica foi documentada em seres
humanos (Tomomatsu, H. "Health effects of oligosaccharides"”,
(1994) Food Technol, 48, 61-65). A digestdo de fibras pode
ser determinada mediante o uso do método descrito em Vickers
et al. (2001), “"Comparison of fermentation of selected
fructooligosaccharides and othe rfiber substrates by canine
colonic microflora", Am. J. Vet. Res. 61 (4), 609-615,
exceto pelo fato de que em vez de inocular usando amostras
fecais diluidas, cada experimento utilizou culturas puras
das cepas bacterianas em questdo.

O método de uso das bactérias Bifidobacteria
pseudolongum da presente invengdo tipicamente envolve o
consumo oral pelo animal. O consumo oral pode ocorrer cCoOmo
parte da ingestdo dietdria normal, ou sob a forma de um
suplemento a4 mesma. O consumo oral tipicamente ocorre ao
menos uma vez por més, de preferéncia ao menos uma vez por
semana e, com mais preferéncia, ao menos uma vez por dia.
As bactérias Bifidobacteria pseudolongum da presente
invencdo podem ser administradas ao animal de estimagdo em
uma quantidade terapeuticamente eficaz para manter ou
melhorar a salde do animal, de preferéncia um animal de
estimagdo. Para uso na presente invengao, o termo
"quantidade terapeuticamente eficaz", no que se refere as

bactérias formadoras de acido 1léctico, significa aquela
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quantidade de bactérias que é suficiente para proporcionar
o efeito ou beneficio desejado a um animal hospedeiro
precisando de tratamento, porém baixa o suficiente para
evitar efeitos adversos como toxicidade, 1irritag¢do ou
resposta alérgica, proporcionalmente a uma relagéo
risco/beneficio razodvel quando usada do modo indicado na
presente invenc¢d3o. A "quantidade terapeuticamente eficaz"
especifica irad variar conforme fatores como a condigdo
especifica sendo tratada, as condigdes fisicas do usuédrio,
a duracdo do tratamento, a natureza da terapia simultadnea
(caso haja), a forma de dosagem especifica a ser utilizada,
o veiculo empregado, a solubilidade da forma de dosagem, e
o regime de dosagem especifico.

De preferéncia, as bactérias formadoras de &cido
ladctico s3o fornecidas ao animal de estimag¢do em uma dose
na faixa de 1,0E+04 a 1,0E+14 UFC por dia e, com mais
preferéncia, na faixa de 1,0E+06 a 1,0E+12 UFC por dia. A
composigdo pode conter, de preferéncia, ao menos 0,001% de
Bifidobacteria pseudolongum, na faixa de 1,0E+04 a
1,0E+12 ufc/g, obteniveis mediante isolamento a partir de
trato gastrointestinal canino ressecado e lavado. As
bactérias do tipc Bifidobacteria pseudolongum podem ser
administradas ao animal em sua forma viavel, sob a forma de
células mortas, ou como destilados, 1isolados ou outras
fragdes dos produtos de fermentacgdo das bactérias
formadoras de A&cido 1léctico da presente invengdo, ou

qualgquer mistura desses materiais.
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De preferéncia, as bactérias Bifidobacteria

pseudolongum, ou uma fra¢do purificada ou isolada das
mesmas, sdo usadas para preparar uma composigdo destinada a
manter ou melhorar a salGde de um animal. Conforme indicado
acima, a composicdo pode ser parte da ingestdo dietéria
normal, ou pode ser um suplemento. Nos casos em dJue a
composicdo faz parte da ingestdo dietdria normal, esta pode
estar sob a forma de um alimento seco para animais, como
biscoitos ou racdo, um alimento a base de grdos processados,
um alimento dmido para animais, iogurtes, molhos, itens
mascavels, petiscos e similares.

Essas composicgdes podem compreender outros
componentes. Outros componentes sdo benéficos para inclusdo
nas composi¢cdes usadas na presente invengdo, mas sao
opcionais para os propdsitos da inveng¢do. Por exemplo, as
composigdes alimenticias sao, de preferéncia,
nutricionalmente balanceadas. Em uma modalidade, as
composi¢des alimenticias podem compreender, com base na
matéria seca, de cerca de 20% a cerca de 50% e, de
preferéncia, de cerca de 22% a cerca de 40% de proteina
bruta, em peso da composigdo alimenticia. O material de
proteina bruta pode compreender qualquer material tendo um
teor de proteinas de ao menos cerca de 15% em peso, sendo
que alguns exemplos nao-limitadores destes incluem
proteinas vegetais como feijdo soja, carogo de algoddo e
amendoim, e proteinas animais como caseina, albumina e
tecido cérneo. Alguns exemplos ndo-limitadores de tecido

cdrneo 1Util & presente invengdo incluem carne fresca e
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farinhas secas ou processadas, como farinha de peixe,

farinha de aves, farinha de carne, farinha de ossos e
similares. Outros tipos de fontes adequadas de proteina
bruta incluem gliten de trigo ou de milho, e proteinas
extraidas de fontes microbianas, como levedura.

Além disso, as composigdes alimenticias podem
compreender, com base na matéria seca, de cerca de 5% a cerca
de 35% e, de preferéncia, de cerca de 10% a cerca de 30% de
gordura, em peso da composigdo alimenticia. Além disso, as
composigdes alimenticias compreendendo as bactérias
formadoras de acido lactico da presente inveng¢do podem,
também, compreender de cerca de 4% a cerca de 25% de fibra
dietdria total. As composi¢des podem, também, compreender
miltiplas fontes de amido, conforme descrito em W099/51108.

As composigdes da presente invengdo podem conter,
ainda, uma fonte de carboidrato. S3o fontes ilustrativas os
grdos ou cereais como arroz, milho, milo, sorgo, cevada,
alfafa, trigo e similares. Além disso, as composigdes
também podem conter outros materiais, como soro de leite
seco e outros subprodutos lacteos.

As composic¢des compreendendo as bactérias da
presente invencdo podem, também, compreender um prebidtico. O
termo "prebidtico" incluili substincias ou compostos que sao
fermentados pela flora intestinal do animal de estimagdo e,
consequentemente, promovem a proliferacdo ou o
desenvolvimento de bactérias formadoras de acido lactico no
trato gastrointestinal do dito animal, em detrimento de

bactérias patogénicas. O resultado dessa fermentagdo é uma
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liberacdo de &acidos graxos, em particular &acidos graxos de
cadeia curta, no cdlon. Isto tem o feito de reduzir o valor
de pH no cbélon. Alguns exemplos ndo-limitadores de

prebidticos adequados incluem oligossacarideos, como inulina

e seus produtos de hidrdélise conhecidos como
frutooligosacarideos, galactooligosacarideos,
xilooligossacarideos, ou oligoderivados de amido. Os

prebidéticos podem ser fornecidos sob qualquer forma adequada.
Por exemplo, o prebidtico pode ser fornecido sob a forma de
material de origem vegetal contendo essas fibras. Os
materiais de origem vegetal adequados incluem aspargo,
alcachofras, cebolas, trigo ou chicdria, bem como residuos
desses materiais de origem vegetal. Alternativamente, a fibra
prebibética pode ser fornecida sob a forma de um extrato de
inulina, sendo adequados, por exemplo, os extratos de
chicéria. Os extratos de inulina adequados podem ser obtidos
junto & Orafti SA de Tirlemont 3300, Bélgica, sob a marca
registrada "Raftiline". Por exemplo, a inulina pode ser
fornecida sob a forma de Raftiline (g) ST, que & um pd branco
fino que contém de cerca de 90% a cerca de 94%, em peso, de
inulina, até cerca de 4%, em peso, de glicose e frutose, e de
cerca de 4% a 9%, em peso, de sacarose. Alternativamente, a
fibra pode estar sob a forma de um frutooligossacarideo como
aquele obtido junto & Orafti SA de Tirlemont 3300, Bélgica,
sob a marca registrada "Raftilose". Por exemplo, a inulina
pode ser fornecida sob a forma de fornecida sob a forma de

Raftilose (g) P95. De outro modo, os frutocligosacarideos
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podem ser obtidos pela hidrdlise da inulina por meio de
métodos enzimdticos, ou mediante o uso de microorganismos.

Para alimentos secos para animal de estimacgdo, um
processo adequado & a cocg¢do com extrusdo, embora assamento
e outros processos adequados possam ser usados. Quando
cozido com extrusdo, o alimento seco para animais de
estimagdo é geralmente fornecido sob a forma de uma ragdo.
Se for usado um prebidtico, este pode ser misturado, antes
do processamento, aos demais ingredientes do alimento seco
para animais de estimag¢do. Um processo adequado é descrito
no Pedido de Patente Européia N° 0850569. Se for usado um
micfoorganismo probidético, é melhor que este seja aplicado
como um revestimento ou um recheio no alimento seco para
animais de estimag¢do. Um processo adequado é descrito na
publicacdo de patente européia nuimero EP 0 862 863.

Para alimentos uUmidos, o©os processos descritos nas
patentes U.S. N° 4.781.939 e 5.132.137 podem ser usados para
produzir produtos cérneos simulados. Outros procedimentos
para a producdo de produtos em pedagos também podem ser
usados como, por exemplo, cozimento em um forno a vapor.
Alternativamente, produtos em fildo podem ser produzidos
mediante a emulsificacdo de um material carneo adequado para
produzir uma emulsdo de carne, adicionando-se um agente
gelificante adequado e aquecendo-se a dita emulsdo de carne,
antes de acondicionar a mesma em latas ou outros
recipientes. As composi¢des alimenticias {Umidas tipicas
podem compreender de cerca de 5% a cerca de 15% de proteina,

de cerca de 1% a cerca de 10% de gordura, e de cerca de 1% a
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cerca de 7% de fibra. Exemplos ndo-limitadores de
ingredientes que podem sexr usados em composicgdes

alimenticias dUmidas incluem frango, peru, carne bovina,
pescado branco, caldo de frango, caldo de peru, caldo de
carne bovina, figado de frango, gquirela de arroz, grits de
milho, farinha de peixe, ovos, polpa de beterraba, cloreto,
farelo de 1linhaca, cordeiro, subprodutos de carne bovina,
subprodutos de frango e misturas desses itens.

Em outra modalidade, as composigdes de suplemento
como biscoitos, itens mascaveis e outros petiscos podem
compreender, com base na matéria seca, de cerca de 20% a
cerca de 60% de proteina, ou de cerca de 22% a cerca de 40%
de proteina, em peso da composigdo de suplemento. Como outro
exemplo, as composi¢des de suplemento podem compreender, com
base na matéria seca, de cerca de 5% a cerca de 35% de
gordura, ou de cerca de 10% a cerca de 30% de gordura, em
peso da composigao de suplemento. As composic¢des
alimenticias e de suplemento destinadas ao uso por cdes ou
gatos s3o de conhecimento comum na técnica.

Os alimentos para animal de estimagdo podem conter
outros agentes ativos, como &acidos graxos de cadeia longa e
zinco. Os &cidos graxos de cadeia longa adequados incluem
acido alfa-linoléico, &cido gama-linolénico, acido
linoléico, &acido eicosapentandico e acido docosaexandico. Os
6leos de peixe sdo uma fonte adequada de acidos
eicosapentanéicos e acido docosaexandico.

O 6leo de borragem, o 6leo de semente de groselha

negra e o 6leo de primula s3o fontes adequadas de &cido
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gama-linolénico. Os 6leos de cartamo, os 6leos de girassol,
os O6lecs de milho e os 6leos de soja sdo fontes adequadas
de Acido linoléico. Egses 6leos também podem ser usados nos
substrétos para revestimento mencionados acima. O =zinco
pode ser fornecido de diversas formas adequadas, por
exemplo como sulfato de zinco ou 6xido de =zinco. Além
disso, muitos ingredientes comumente usados em alimentos
para animal de estimagdo sdo fontes de &acidos graxos e de
zinco. Tem sido observado que a combinag¢do de chicéria,
como uma fonte de prebidtico, com um &leo rico em &acido
linoléico, como o &leo de soja, proporciona beneficios
inesperados, gue sugerem um efeito sinérgico.

Nos casos em que a composicdo estd sob a forma de
um molho, esta compreende, de preferéncia, ao menos 10% de
um caldo, sendo que alguns exemplos ndo-limitadores destes
incluem caldos de vegetais, de carne bovina, de frango ou
de presunto. As composi¢des de molho tipicas podem
compreender de cerca de 0,5% a cerca de 5% de proteina
bruta, de cerca de 2% a cerca de 5% de gordura bruta, e de
cerca de 1% a cerca de 5% de fibra.

Alguns outros exemplos ndo-limitadores de
suplementos adequados ao uso na presente invengdo incluem
pds, suspensdes de Oleo, suspensdes a base de leite e
queijos, bem como pilulas ou capsulas. Nos casos em que a
composicdo estd sob a forma de uma pilula, agentes de
ligagdo adequados sdo necessdrios para manter a pilula sob
uma forma sélida e comprimida. Alguns exemplos ndo-

limitadores de agentes de 1ligacdo adequados incluem as
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gomas naturais como goma xantana, pectinas, lecitinas,
alginatos e outras conhecidas pelos versados na técnica.
Nos casos em gue a composicdo estd sob a forma de uma
cidpsula, esta é de preferéncia encapsulada mediante o uso
de tecnologias conhecidas pelos versados na técnica. Alguns
exemplog ndo-limitadores de materiais de encapsulagédo
adequados incluem 4&lcool polivinilico (PVA), polivinil
pirrolidona (PVP), alginatos e gelatina. As composigdes a
base de iogurte podem compreender de cerca de 1% a cerca de
5% de proteina, de cerca de 10% a cerca de 20% de
carboidrato, de cerca de 1% a cerca de 5% de fibra, de

cerca de 1% a cerca de 5% de gordura e de cerca de 50% a

cerca de 90% de um veiculo liquido, como leite.

EXEMPLOS

Esses exemplos sdo fornecidos para ilustrar a
inveng¢do, e nao se destinam a limitar, em nenhum aspecto, o
escopo da mesma.

Example 1: isolamento de bactérias Bifidobacteria

pseudolongum a partir de trato gastrointestinal canino

Amostras de intestinos caninos foram obtidas a
partir de cdes saudaveis apresentados a veterindrios locails
para eutandsia iniciada e aprovada pelos donos dos animais.
Todos ©s animais estavam saudaveis e isentos de doengas.
Foram dissecados o cdlon, o cdlon médio, o ceco e o ileo de
cada cdo, de maneira a expor a mucosa.

Os sobrenadantes foram removidos apds agitag¢do do
tecido mucoso (em vértice durante 1 minuto) e homogeneizagdo

mecdnica do tecido. Cada sobrenadante foi aplicado em placa
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de &agar de Clostridia reforcado (RCA) ou de MRS acrescido de
0,05% de cisteina mais mupirocina. Estas foram incubadas
anaerobicamente, mediante o uso de um sistema Anerocult
GasPak, durante 24 horas a 37 °C. As coldnias isoladas a
partir das placas foram reaplicadas por esfregago em MRS ou
RCA, e novamente cultivadas anaerobicamente sob as mesmas
condigdes. As coldnias isoladas foram reaplicadas por
esfregago mais 4 vezes, com a finalidade de purificar uma
cepa UGnica. Foram avaliadas a morfologia e a aparéncia
microscdpica da coldnia. Os isolados adequados foram
testados quanto a reagdo de Gram e atividade de catalase. A
identificagdo de bastonetes Gram-positivos, catalase-
negativos, fol realizada mediante teste de API (API 50CHL,
BioMerieux). As células colhidas foram lavadas duas vezes
com 0,05M de tampdo de fosfato (pH 6,5) e cisteina HC1
(500 mg/L), sendo a lavagem seguida de sonicagdo. Os
fragmentos celulares foram removidos por centrifugag¢do. Os
sobrenadantes foram incubados com NaF (6 mg/mL) e Na
iodoacetato (10 mg/mL) durante 30 minutos a 37 °C. A reagdo
foi interrompida mediante incubag¢do com hidroxilamina HC1
(pH 6,5) durante 10 minutos & temperatura ambiente. O
desenvolvimento de cor fol monitorado em seguida a adigdo de
HCl (4M), FeCl;.6H,0 (5% (p/v) em 0,1M HCl) e frutose-6-
fosfato (sal de Na). A formagdo de acetil fosfato a partir
de frutose-6-fosfato foi evidenciada pela cor avermelhada
formada pelo quelato férrico de seu hidroximato.

Cingienta e oito (58) cepas de bactérias

formadoras de &cido lactico foram isoladas a partir de trato
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gastrointestinal canino ressecado e lavado, das gquails seis

foram identificadas como pertencendo ao género
Bifidobacteria, e uma como pertencendo a cepa  B.
pseudolongum.

Exemplo 2: triagem gquanto & atividade microbicida

As cepas bacterianas de Bifidobacteria
pseudolongum isoladas foram incubada anaerobicamente em
caldo TPY. 2 ulL de cada cultura foram aplicados em pontos
sobre placas de 4&gar TPY, as quails foram incubadas
anaerobicamente de um dia para outro. Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes, Listeria innocua e
Eschericia coli 0157H45 foram pré-cultivadas de um dia para
outro, e 100 uL foram inoculados em agar fundido (1% v/v).
Egsa cultura indicadora foi vertida sobre a superficie das
placas de MRS ou TPY inoculadas. Apds incubag¢do de um dia
para outro, as zonas de inibigdo em redor da coldnia

probidtica foram medidas. Todos os experimentos foram

realizados em duplicata, em trés ocasides separadas. Além.

disso, a incorporacgdo do tampdo de 2% de betaglicerofosfato
ao agar posgibilitou determinar a contribuigdo da produgdo
de acido & inibicgdo in vitro de patdgenos que foi observada.

Os dados apresentados mnas Figuras 1, 2, 3 e 4
claramente demonstram que as cepas da bactéria
Bifidobacteria pseudolongum da presente invengdo, obteniveis
mediante isolamento a partir de trato gastrointestinal

canino ressecado e lavado, apresentam atividade microbicida

in vitro, indicadora de uma potencial atividade probidtica.
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Exemplo 3: medig¢des in vitro de sobrevivéncia e colonizagdo

Tolerdncia a pH

As células bacterianas foram colhidas de culturas
incubadas de um dia para outro, lavadas duas vezes em tampio
de fosfato (pH 6,5) e ressuspensas em caldo TPY ajustado com
1M HCl até pH 2,5. As células foram incubadas anaerobicamente
a 37 °C, e sua sobrevivéncia foi medida a intervalos de O,
30, 60, 120, 240 e 360 minutos, mediante o uso do método de
contagem em placas conhecido pelos versados na técnica.

A Figura 5 claramente demonstra que nove cepas
ndo eram resistentes a pH 2,5 apds 1 hora, e que 49 cepas
eram resistentes a pH 2,5 apds 1 hora. A Tabela 2 sumariza

esses dados por cepa.

Designagdo da cepa Concentragéo Concentragéo Viabilidade (%)

inicial apés 1 hora
AHC A 1,50E+08 1,20E+08 80
AHC B 4,00E+07 5,50E+07 137
AHC C 1,10E+08 1,50E+08 136
AHC F 6,00E+08 6,00E+08 100
AHC 7 2,50E+07 4,50E+07 180
Tabela 2

Resisténcia & bilis

As cepas bacterianas foram aplicadas por
esfregago sobre &agar TPY suplementado com bilis de porco
(Sigma) a 0,5%, 1% e 5% (p/v). As placas foram incubadas a
37 °C sob condigdes anaerdbicas, e a proliferacdo foi
registrada apds 24 horas. A proliferacdoc foi comparada com
placas de controle por um observador experiente, e a

proliferag¢do das coldnias foi descrita como:
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Negativa (0) - nenhuma proliferagdo;
+ (1) - proliferacgdo transltcida nebulosa (<33% em
placas de controle com 0% de bilis);
++ (2) - proliferacdo definida, porém ndo tdo boa
como nas placas de controle (>33%, mas <66%) ;
+++ (3) - proliferacdo equivalente & das placas de

controle (>66%).

Uma vez que a proliferagdo das coldnias na presenga
de sals biliares é comparada &as placas de controle, os
descritores de proliferacdo recebem valores numéricos de O,
1, 2 ou 3 (-, +, ++ ou +++, respectivamente) e sdo, entéo,
expressos como uma porcentagem, em que 3 representa 100%.

A Figura 6 demonstra que as Bifidobacteria
da presente invencao claramente apresentam uma
resisténcia a sais biliares, sendo capazes de
proliferar e formar coldnias em niveis de ao menos
33%, qguando expostas a 0,5% de sais biliares.

Adesdo a células epiteliais intestinais

A linhagem de células epiteliais humanas HT-29 foi
usada para avaliar as propriedades de adesdo das cepas
selecionadas. As células epiteliais foram cultivadas de modo
rotineiro, sob a forma de camada Unica em frascos de 75 cm?
para cultura de tecidos, a 37 °C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO; em meio minimo essencial de
Dulbecco (DMEM) contendo 10% de soro fetal de bezerro (FCS),
penicilina/estreptomicina, glutamina e fungizona. Para
propbésitos do experimento, as células epiteliais foram

semeadas a uma concentracdo de 5 x 10° células/mL (3 mL de
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volume total) por cavidade, em placas de cultura com 6
cavidades (Sarstedt). Apds incubag¢dc durante 7 dias, para
permitir diferenciagdo, as camadas Unicas epiteliais foram
lavadas com meic isento de antibidticos, contendo 10% de
FCS. As suspensdes Dbacterianas mais/em DMEM isgento de
antibidéticos foram adicionadas a cada cavidade, e as células
foram incubadas durante 90 minutos a 37 °C. Apds a
incubag¢do, as camadas Unicas foram lavadas trés vezes com
PBS. As células epiteliais foram lisadas em H20 desionizada,
e o nlimero de bactérias aderentes foi obtido mediante o uso
do método de contagem em placas conhecido pelos versados na
técnica. A adesdo foi expressa como uma porcentagem do
nimero de bactérias inicialmente aplicadas & placa.

Como pode ser visto na Figura 7, a cepa de
Bifidobacteria pseudolongum depositada junto ao NCIMB sob o
numerc de depdsito NCIMB 41199 aderiu as células epiteliais
de intestino HT-29 em niveis de ao menos 4%.

Exemplo 4: seqlenciamento de polinucleotideo intergénico

16s-23s

As colbnias de Bifidobacteria pseudolongum foram
removidas de uma placa de a&gar e ressuspensas em tampdo IX
PCR, aquecidas a 96 °C durante 5 minutos, congeladas a -
70 °C durante um periodo de 5 a 10 minutos e, entdo,
descongeladas, e uma aliquota foi adicionada a um tubo
eppendorf para PCR. A PCR foi realizada utilizando os
iniciadores de espag¢ador intergénico (IGS), IGS L: 5'-
GCTGGATCACCTCCTTTC-3’ () e IGS R: 5'-CTGGTGCCAAGGCATCCA-3'.

As condic¢des de ciclo foram de 96 °C durante 1 minuto (1
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ciclo), 94 °¢C durante 30 segundos, 53 °C durante
30 segundos, e 72 °C durante 30 segundos (28 ciclos). A

reagdo de PCR continha 5 uL. de DNA, tampdo para PCR
(Bioline, Reino Unido), 0,2 mM de dNTPs (Roche, Reino
Unido), 0,4 puM de iniciador IGS L e R (150 ng/50 uL) (MWG
Biotech, Alemanha) e polimerase Bioline Tag (0,6 unidades).
As reagdes de PCR foram realizadas em um termociclo Hybaid.
Os produtos da PCR (8 uL) foram passados juntamente com um
marcador para peso molecular (¢X 174 Hae III, Promega) por

um gel a 2% de agarose manchada com EtBr em TAE, para

determinar seu ©perfil de IGS. Utilizando os mesmos
iniciadores mencionados acima, o) DNA do espagador
intergénico (IGS) foi seqlenciado para as 2 cepas de
Bifidobacteria pseudolongum caninas, wutilizando métodos

conhecidos pelos versados na técnica.
Em seguida ao seqlienciamento, as seqUéncias obtida
para as quatro cepas depositadas foram comparadas a base de

dados de seqgiéncias "BLAST", disponivel online em

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ para verificacédo de

homologia com outras seqiéncias bacterianas 16s-23s
depositadas. A  Bifidobacterium  pseudolongum  ATCC25865
apresentou a igualdade mais prdxima para AHC 7, com um grau
de homologia de 92%. No entanto, existem varias diferencas
entre estas cepas.

Exemplo 5: exemplos de composigdo

Os Exemplos de 1 a 4 sdo exemplos de composigdes
de ragdo seca compreendendo o probidtico Bifidobacteria

pseudolongum da presente invencédo.
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Ingrediente Porcentagem, com base no peso
Ex. 1 Ex. 2 Ex. 3 Ex. 4

Grdos de cereal gsp 100 | gsp 100 | gsp 100 | gsp 100
Farinha de subproduto de ave 43,5 40 45 35
Gordura de aves 1,28 1,02 1,16 1,35
Produto de ovos 2,4 2,1 2,5 2,2
Farinha de figado de frango 1,0 1,0 1,0 1,0
Levedura seca de cerveja 1,0 1,0 1,0 1,0
Fosfato monossddico 1,0 1,0 1,0 1,0
Carbonato de cdlcio 0,8 0,8 0,8 0,8
Cloreto de potéssio 0,6 0,6 0,6 0,6
Vitaminas 0,4 0,4 0,4 0,4
cloreto de colina 0,3 0,3 0,3 0,3
Minerais 0,3 0,3 0,3 0,3
DL-metionina 0,1 0,1 0,1 0,1
Cloreto de Sdédio 0,03 0,03 0,03 0,03
Probidético (1 x 10'° ufc/g NCIMB 0,1 0,5 1 0,4
41199 em 6leo de girassol)

Os Exemplos de 5 a 7 sdo exemplos de composigdes de
alimento Umido para animais de estimagdo compreendendo as

Bifidobacteria pseudolongum probidticas da presente invengdo.

Ingrediente Porcentagem, com base no peso
Ex. 5 Ex. 6 Ex. 7

Agua Até 38 Até 47 Até 50
Figado de aves Até 25 Até 20 Até 15
Produtos de aves 25 20 20
Quirela de arroz 5 7 10
Produto de ovos 3 2,5 1,5
Gordura de aves 2,9 3,0 3,2
Caldo de frango 0,6 0,7 0,9
Taurina 0,1 0,1 0,1
Vitaminas 0,05 0,1 0,1
Minerais 0,05 0,1 0,1
Probidtico (1 x 10%° ufc/g NCIMB 4 5 6
41199)
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Os Exemplos de 8 a 10 sdo exemplos de composigdes
de suplemento a base de iogurte compreendendo as

Bifidobacteria pseudolongum probidticas da presente invengdo.

Ingrediente Porcentagem, com base no peso
Ex. 8 Ex. 9 Ex. 10
Leite 82,75 81,9 82,7
Actcar 12 12 10
Amido modificado 1,0 0,8 0,8
Prebidtico 0,25 0,3 0,5
Probidtico (1 x 10 ufc/g NCIMB 4 5 6
41199)

Embora modalidades particulares da presente
invengdo tenham sido ilustradas e descritas, deve ficar
evidente aos versados na técnica que varias outras alteragdes
e modificacdes podem ser feitas sem que se desvie do caréater
e ambito da invengdo. Portanto, pretende-se cobrir nas
reivindica¢des anexas todas essas alteragdes e modificagdes

que se enquadram no escopo da presente invengdo.

<
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REIVINDICACOES

1. Composicao caracterizada pelo fato de compreender uma cepa de
Bifidobacterium pseudolongum NCIMB 41199e um veiculo selecionado de um
grupo consistindo de alimento de animal seco, alimento em grao processado,
comida animal molhada, iogurte, molhos, gomas, guloseimas, biscoitos, pos,
suspensdes em 6leo, suspensdes a base de leite e queijos.

2. Composicao, de acordo com a reivindicagcao 1, caracterizada pelo fato
de que a cepa € selecionada com base em sua capacidade para sobreviver e
colonizar o trato gastrointestinal de um animal de estimacéo.

3. Composicéo, de acordo com as reivindicagbes 1, caracterizada pelo
fato de que a cepa apresenta menos de 33% de proliferacdo quando cultivada
na presenga de sais biliares a 0,5%.

4. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a
3, caracterizada pelo fato de que a cepa é capaz de manter sua viabilidade
apo6s 1h sob pH 2,5.

5. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4,
caracterizada pelo fato de que o animal de estimagdo € um céo ou gato.

6. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 1 a
5, caracterizada pelo fato de ser um alimento para animais de estimacao, de
preferéncia um alimento para gatos ou um alimento para caes.

7. Composicao, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizada pelo fato
de ser um alimento molhado para animais ou um alimento seco para animais.
8. Composigéo, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizada pelo fato
de estar sob a forma de uma ragdo, um item mascavel, um biscoito, um
suplemento alimentar para animais de estimagdo, um molho, um produto
lacteo, uma capsula, um tablete ou uma pilula.

9. Composicado, de acordo com qualquer das reivindicagdes de 1 a 8,
caracterizada pelo fato de compreender ao menos 0,001% de bactérias
formadoras de acido lactico na faixa de cerca de 1,0E+04 ufc/g a cerca de

1,0E+12 ufe/g.
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10. Composicao, de acordo com qualquer das reivindicagdes de 1 a 9,
caracterizada pelo fato de as bactérias Bifidobacterium pseudolongum
estarem sob a forma de células viaveis, células nao-viaveis, ou fracdes
constituintes ativas das mesmas.

11. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1 a 10,
caracterizada pelo fato de compreender ainda pelo menos um metabdlito,
um homogenato, uma proteina, um extrato e um sobrenadante de fermento

bacteriano.
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