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(67) Resumo: AGENTE DE CONTROLE DE BACTERIA
PREJUDICIAL, PRODUTO FARMACEUTICO, ALIMENTO, RAGAO, E,
METODO PARA CRIAR UM ANIMAL. Através de inibicdo da
multiplicacdo de bactérias patogénicas e inativacdo de fatores
bacterianos auto-induzidos, o equilibrio de flora intestinal € melhorado
para com isso promover regulacao de fungdes intestinais animais e
possibilitar prevengéo/tratamento de doenga infecciosa causada por
tais bactérias patogénicas. Por conseguinte, um produto farmacéutico
contendo Bacilius thuringiensis € administrado a animais, e animais
sdo deixados para ingerir alimento ou ragao contendo Bacillus
thuringiensis.
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“AGENTE DE CONTROLE DE BACTERIA PREJUDICIAL, PRODUTO
FARMACEUTICO, ALIMENTO, RACAO, E, METODO PARA CRIAR
UM ANIM.
Campo Técnico

A presente invengdo se refere a um agente de controle de
bactéria prejudicial contendo Eacillus thuringiensis, e também se refere a um
produto farmacéutico, um alimento, e uma racio cada contendo o agente de
cointrole de bactéria prejudicial.
Fundamentos da Técnica

Cada uma das floras microbianas em um estdmago e um
intestino desempenha um papel diverso extremamente importante ao manter
funcdes de um estdmagzo e um trato intestinal e satde fisioldgica de um corpo

inteiro. Uma terapia probidtica inclui uso positivo de um microorganismo que

-

benéfico para satde. Probidticos vivos atingem um iniestino de um
hospedeiro, intensificam uma flora microbiologica no intestino, e auxiliam
uma atividade digestiva do intestino. Acdes e propriedades des probidticos tal
como "acdo antagonistica bacteriana, "interferéncia bacteriana", "efeito de
barreira”, "inibi¢do de colonizacio", e "exclusdo competitiva" melhoram vm
equilibrio de uma flora microbioldgica em um trato intestinal e inibem
multiplicacdo de uma linhagem prejudicial de microorganismos. Este
probidticos podem néo formar constantemente uma colénia em um trato
digestive de um hospedeiro. Assim, os probidticos necessitam ser
periodicamente ingeridos para a sustentacio de uma acio dos probidticos.

Nos anos recentes, uma baciéria de acido lactico e uma bifidobactéria foram

o

amplamente usadas como probidiicos, ¢ estas bactérias foram extensivamerit
utilizadas em iogurte e outros produtos lacteos. Em adicdo, uso de bactérias
probidticas também esta se expandindo em industrias tal como industrias
agropecuarias ¢ industrias de animais domésticos, pois as bactérias

probidticas auxiliam uma atividade digestiva de um animal, intensificam
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bactérias intestinais, e inibem multiplicacdo de bactérias intestinais
prejudiciais, com iss0 resultando em promocio de crescimento de um animal.

Para uso de bactérias como probicdticos, € requerido que
bactérias tenham resisténcia a fluido gastrico, acido biliar, e os semelhantes,
tenham uma capacidade de atingir um intestino vivo, tenham uma capacidade
de se multiplicar ndo apenas em uma seg¢do superior de um intestino delgado
tendo uma condigdo acrdbica mas também em uma secdc superior do
intestino delgado ¢ um intestino groszo ambos tendo uma condigdo
anaerdbica, tragam uma acdo 0til para um hospedeiro, tenham uma
capacidade de preservar as proprias bactérias em um certo nimero ou mais
em cada forma de um produto farmacéutico e um alimento, sejam seguras
para uma adminisiragdo, etc.

No Fundamenio da técnica descrita acima, foram feitos
estudos com outras bactérias do que bactérias de acido lactico e
bifidobactérias, que podem ser usados como probidticos. Por exemplo, é
relatado que Bacillus coagulans, Bacillus subiilis, e Bacillus clausii, que tdm
resisténcia a 4cido biliar, sdo administradas a mamiferos (Documento de
Patente 1). Como probidticos para humanos, B. coagulans, F. subiilis, B.
clausii, B. cereus, B. licheniformis, B. pumilus, B. polymyxa, B. vietnami, e B.
polyfermenticus sio usadas (Documento de Nio Patente 1). Adicionalmente,
bactérias tal como aquelas pertencendo a Bacillus (Documento de Patente 2,
Documento de Patente 3, e Dacuiente de Nao Patente 2) e LactoPacillus

(Documento de Patente 4), ambas tendo resisténcia a Acido biliar, sdo

Por ouiro lado, também existem problemas de uma doenca
infecciosa intestinal e uma doenca infecciosa infectada a partir de pele
lesionada. Patogenos causando estas doengas infecciosas estio sempre
tentando encontrar um local de nicho para se estabelecer em um organismo

animal. Mesmo no caso onde patdégenos invadem o organismo animal, os
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patogenos normalmente sfo removidos por um mecanismo bioldgico de
defesa de um hospedeiro, ou multiplicacdo dos patdégenos normalmente &
inibida por outras bactérias. Ao contrario, também existem alzuns tipos de
bacterias tal como Helicobacter pylori e Pseudomonas acruginosa, que se
multiplicam até um certo ntmero de baciérias e se estabelecem em um
intestino de um animal, com isso causando uma doenca crénica a um
hospedeiro. Estas bactérias nfo s@o detectadas por um mecanismo bioldzico
de defesa do hospedeiro durante os processos iniciais de multiplicacdo tal
como adesdo a pele, adesdio a mucosa, e invasdo em um intestino. Depois que
densidade bacteriana suficiente é atingida, as bactérias produzem varios
fatores patogénicos de uma vez para destruir tecides do hospedeiro. Um
mecanismo das acdes descritas acima é um mecanismo de sinalizacdo célula a
célula através de um fator auto-induzido produzido por cada urna das préprias
bactérias, em outras palavras um mecanismo bacteriano auto-induzido
(mecanisma bacteriano sensor de quorum). O mecanismo foi encontrado em
uma descoberia de um fendmeno no qual uma substincia fluorescente &
produzida dependendo de muliiplicacdc de bactérias em uma cuitura de
bactérias pertencendo a Fibric fischeri (Documento de Nio Patente 3).
Depois, © mecanismo foi encontradoe em muitos patdogenos incluindo
Pseudomonas aeruzinosa. A desc ‘ta de mecanismo evidenciou o fate de
que uma expressdo de um faior patogénico é controlada pelo mecanismo. Em
adicdo, ¢ relatado que muitas ouiras bactérias clinicamente importantes do
que aquelas pertencendo a Pseudomonas tal como aquelas pertencendo a
Burkholderia, Enicrobacier, Vibrio, Serratia, e Salmonella t8m o mecanismo
auto-induzido (Documento de Nao Patente 4).
Transmissdo de sinal do mecanismo bacteriano auto-induzido
¢ realizada por um fator bacterianoe auto-induzido. Como um fator bacteriano
auto-induzido de bactérias gram-negativas, acil homoserina lactona é

extensivamente conservada. O fator bacteriano auto-induzido é uma molécula
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que pode passar livremente pela membrana bacteriana externa. Uma
concentracdo dos fatores auto-indutores é baixa no caso onde densidade
bacteriana em um ambienie ¢ baixa, entdo nenhuma atividade bioldgica é
exibida. Por outro lado, com o aumento de densidade bhacteriana em um
ambiente por multiplicacico de bactérias, a concentracio dos fatcres auto-
indutores é aumentada tanto em bactérias de deniro como de fora. Quando a
concentracdo atinge um certo valor de limiar, os fatores bacterianos auto-
induzidos estimulam uma expressdo de um gene alvo para varios fatores
patogénicos e os sernelhantes.

Como um método para prevencdo ou tratamento de doencas
infecciosas causadas por estes patdgenos, o seguinte métedo ¢ relatado
(Documento de Patente 5). Uma proteina de inativacio de fator bacteriana
auto-induzido ¢ administrada oralmente a um animai. Alternativamente, uma
seqliéncia de acidos nucleicos codificando a proteina de inativacdo de fator

bacteriano auto-induzido ¢ infroduzida ein células animais para expressar a
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seqliéncia de acidos nucleicos. A proteina de inativacido de fator bac
auto-induzido inativa o fator bacterianc aute-induzido dos patégenos, através
do gque a producdo do fator patogénico é inibida. Entretanto, o método de
administrar oralmente a proteina de inativagio de fator bacieriano auto-
induzido iem um problema de que a proteina € digerida ¢ decomposta no
processo de passar airavés de um estdmago, com isso ndo atinginde um trato

intestinal. Adicionalmente, ¢ dificil conseguir introducdo de seqiidncia de

LJ..
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acidos nucleicos nos humanos e em animais ndo huimanos crescidos.

T/J

Em adigdc, existem problemas em Clastridium perfringens,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, e Sireptococcus suis. Por exemplo,
Closiridium perfiingens e Staphylococcus aureus sdo patdgenos causando
intoxicacdo alimentar a um humano ou causando diarréia a aves e gado.
Bacillus cereus ¢ um patoézeno causando intoxicacio alimentar a um humano.

Streptococcus suis ¢ um patdégeno causando um sintoma nervoso a um



p—
o=}

15

25

W

humano ou causando diarréia e um sintoma nervoso a aves e gado. Estas
bactérias sdo patdgenos pertencendo a uma bactéria gram-positiva. Contra-
recursos para as doencas infecciosas causadas por esies patdgenos sdo
requisitados.

Como bacténas tendo propriedade antagonistica para bactérias
gram-positivas, bifidobactéria efetiva para tratamento de diarréia relacionada
a Closiridium difjicile (Documento de Patente 0), e B. subtilis tendo uma agio
antibacteriana para baciérias prejudiciais cada pertencendo a Staphviococcus
ou Clostridium (Documento de Patente 7) é relatado. Entretanto, estas
baciérias ndo trabalham suficientemente para prevenir ou tratar as doencas
infecciosas descritas acima. Nas circunstancias do Fundamente da Técnica
mencionada acima, novas espécies de baciéria tém side procuradas como
probioticos, que sdo excelentes em uma capacidade de muliiplicag@e em um
trato digestivo e efetivas para prevencdo e tratamento de uma ampla variedade
de deengas infecciosas causadas por patégences periencendo a uma bactéria
gram-positiva.
relatade que Bacillus thuringziensis inibe patogenicidade
dependente de sensor de quorum de Erwinia carotovora que é um patdgeno
para uma planta (Documento de N&o Patente 5). Especificamente, € relatado
que Buacillus thuringiensiz produz AHL-lactonase que € uma enzima para

decompor um fator de sinal de sensor de quorum bacteriano (acil homoserina

iactona (AHL)) para inibir acumulacdo de AHL em um ambienie. Tal Bacillus
thuringiensis € amplamente utilizada em wma producio agricola como um
pesticida de microorganismo seguro, mas adminisiracdo deste a animais
incluindo um humeane nao foi investigada. Em adicéo, € reiatado que uma
proteina cristalina produzida por Bacillus thuringiensis tem uma atividade
pesticida contra um nematddeo, um irematddeoc, e um protozodrio que parasita
em um hospedeiro vegetal ou um hospedeire animal (Documento de Patente S

¢ Documento de Patente 9). Entretanto, estes documentos descrevem apenas
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que Bacillus thuringiensis tem propriedade pesticida para o nematddeo e os
semelhantes separada de um intesiino de animal, e nio confirmam o efeito e
seguranca de administragdo oral atual de Bacillus thuringicnsis para animais
incluindo um humano.

Isto ¢, nenhuma investigacdo ioi feita aié agora se aquelas
doencas infecciosas causadas por patdgenos slo prevenidas ou tratadas
usando um produto farmacéutico contendo Bacillus ihuringiensis, ¢ se a
ingestdo humana de um alimento contendo Bacillus thuringiensis ou ingestdo
por animais de uma ra¢do contendo Bacillus thuringiensis inibe nmultiplicacdo
de bactérias prejudiciais que vivem em um trato intestinal e melhora um
equilibrio de uma flora intestinal para prevenir ou tratar as doencas
infecciosas.

[Documento de Patente 1] Patente Japonesa 2005-5074670 /

[Documento de Patente 2] Patente Japonesa 05-268944 A
[Documento de Paiente 3] WO ©6/024659

[Documento de Patente 4] Patente Japonesa 2004-52324]1 A

[Documento de Paiente 5] Patenie Japonesa 2003-504028 A

[Documento de Patente 6] Patente Japonesa 2005-508617 A

[Documento de Patente 7] Patente Japonesa 11-285378 A

[Documento de Patente &] Patente Japonesa 2002-24582 A

[Documento de Patente 9] Patente Norte-Americana 5.468.483

[Documento de Néo Fatenie 1] Senesi, S., Bacillus Spores as
Probiotic Products for Human Use, Bacterial spore formers, 2004, pp. 131-
141, Rica, E., Henriques, A.Q., and Cutting, S.M.(eds), Horizon Bioscience,
Wymondham Norfoll: NR18 OJA UK.

[Documento de N&o Patente 2] Hyronimus, B. et al.,
International Jownal of Food Microbiology, 2000, 61, pp. 193-197

[Documento de Nao Patente 3] Kaplan,H. et al.0 Journal of
Bacteriology, 1985, 163, pp. 1210-1214
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[Documento de N&o Patente 4] Tateda,K., The Lung
Perspectives, 2005, 13, pp. 261-265

[Documento de Nio Patente 5] Yi-Hu Dong et al., Applied and
Environmental Microbiclogy, 2004, 70, pp. 954-960
Descricao da invencgio

E um objetivo da presente invencdo fornecer meios para
melhorar um equilibrio de uma flora intestinal, promover uma funcio
intestinal, & prevenir e iraiar uma doenga infecciosa inibindo multiplicacéo de
uma bactéria prejudicial, os meios sendo capazes de serern usados para um
animal incluindo um humano seguramente e simplesmente. Especificamente,
um objetivo da presente invengdo é fornecer um produto farmacéutico para
prevencao ¢ tratamente de uma doenca infeccinsa causada por uin patdzenoc
por administragcdo deste 2 um humano, aves, gado, e os semelhantes. Qutro
objetivo da presente invencdo € fornecer wm alimento e uma ragfo para inibir
multiplica¢io de uma baciéria prejudicial para melhorar um equilibrio de uma
flora intestinal e para com isso prevenir e tratar uma deenga infeccicsa por
ingestéo regular do alimento ou racdo.

Para atingir os objetivos mencionados acima, os requerentes da
presente invengdo procuraram mma espécie bacteriana capaz de controlar uma
bactéria prejudicial e estudaram efetividade da espécie bacteriana e seguranca
desta para um animal. Como um resultado, os requerentes encontraram que
Bacillus thuringiensis tinha uma capacidade de inibir multiplicacdc de uma
bactéria prejudicial e propriedade Gtil como probidtico.

Assim, ©s requerentes enconfraram os seguintes fatos: um
esporo de uma bactéria periencende a Facillus thuringiensis € administrado
oralmente; o esporo bacteriano pasza através de um estémago ativo, e entio
germina e se multiplica em um intestino sem ser morto por um acido biliar; ¢
as bactérias multiplicadas inibem multiplicacdo de um patégeno para

melhorar um equilibrio de uma flora intestinal e para prevenir e tratar uma



fu—y
(o)

20

25

o0

doenga infecciosa em um intestino.

Isto, a presente invengdo € como segue.

(1) um agente de controle de bactéria prejudicial,
compreendendo Bacillus thuringiensis;

(2) um agente de controle de bactéria prejudicial de acordo
com o item (1), no qual a Bacillus thuringiensis tem uma resisténcia a acido
biliar;

(3) um agente de controle de bactéria prejudicial de acordo
com o item (1) ou ( 2), no qual a Bacillus thuringicnsis tem uma capacidade de
inativagdo de fator bacteriano auto-induzido;

(4) um agente de controle de bactéria prejudicial de acordo
com qualquer um dos itens (1) a (3), no qual a Bacillus thuringiensis é uma
linhagem BGSC 4A3 de Bacillus thuringiensis subsp. thuringiensis, uma
linhagem BGSC 4D1 de Bacillus thuringiensis subsp. kursiaki, uma linhagem
BGSC 4J4 de Bacillus ihuringiensis subsp. aizawai, uma linhagem BGSC
4Q7 de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis, ou mutantes destas;

(5) um agente de controle de bactéria prejudicial de acordo
com qualquer um dos itens (1) a (4), no qual a bactéria prejudicial & un
patdgeno causando uma doenca infecciosa;

(6) um agente de controle de bactéria prejudicial de acordo
com o item (5), no qual o patézenc € um paidgzenc pertencendo a uma
bactéria gram-negativa;

3

7 s o 10
{7) um agente de

ontrole de bactéria prejudicial de acordo

fJ

com o item (6), no qual o paidgeno pertencendo a uma bactéria gram-negativa
inclui pelo menos qualquer uma das bactérias pertencendo ac género
Salmonella, Campylobacter, Vibro, Yersinia, Aderomonas, Pseudomonas,
Escherichia coli, e Shigella,

(5) um agente de controle de bactéria prejudicial de acordo

com o item (5), no qual o patégeno é um patdgeno pertencendo a uma
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(9) um agente de controle de bactéria prejudicial de acordo
com o item (8), no qual o patédgenc pertencendo a uma bactéria gram-positiva
inclui pelo menos qualquer uma das bactérias pertencendo ao género
Clostridium, Bacillus, Staphvlococcus, Streprococcus, e Listeria,

(10) um produto farmacéutico compreendendo © agente de
controle de bactéria prejudicial de acordo com qualquer um dos itens (1) a
(9%

(11) um produte farmacéutico de acorde com o item (10), no
qual o produto farmacéutico ¢ para prevenir ou tratar uma doenga infecciosa
causada por um patdgzeno;

(12) um produto farmacéutico de acorde com o item (10) ou
(11), no gual o produto farmacéutice € para humano;

(13) um produte farmacéutico de acordo com o item (10) ou
(11), no qual o produto farmacéutico é para um animal ndo humano;

(14) um alimento compreendende o agente de controle de
bactéria prejudicial de acordo com qualquer um dos itens (1) a (9);

(15) uma racdo compreendendo o agente de controle de
bactéria prejudicial de acordo com qualquer um dos itens (1) a (9);

(16) uma ragdo de acordo com o item (15), na qual a ragdo &
para prevenir ou tratar uma doenga infecciosa intestinal de um animal; e

(17) um método de criar um animal compreendendo a etapa de
introduzir a ragdo de acordo com o item (15) ou (16) para um animal.

Em adi¢io, a presente invencdo formece o uso de Bacillus
thuringiensis em uma producio do agente de controle de bactéria prejudicial e
um método de controlar bactéria prejudicial compreendendo administrar a
Bacillus thuringiensis a um animal requerendo o controle de bactérias
prejudiciais. Uma forma de realizagdo preferivel do uso e método é a mesma

que no caso do agente de controle de bactéria prejudicial.
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Melhor Modo para Realizar a Invencio

O agente de controle de bactéria prejudicial da presente
invengao € caracterizado incluindo Bacillus thuringiensis. Na presente
invengao, a bactéria prejudicial é referida como fungos e bactérias afetando
adversamente animais proliferando dentro de um érgio digestivo tal como um
intestino do animal. Por exemplo, bactérias que causam dispepsia, diarréia,
perda de fezes, constipagdo, ou os semelhantes proliferando dentro do
intestino, ¢ patdégenos que causam uma doenga infecciosa intestinal

produzinde fatores paiogénicos dentro do intestino sio exemplificados. A

inibicado da proliferacdo bacteriana prejudicial ceo

h-‘

Tesponde a imbir a
colonizagdo e a proliferacdo de bactérias prejudiciais em organismos aniimais.
A preliferagdo € inibida, por exemplo, por um antagonismo, uma interferéncia
bacteriana, ou um efeito de barreira com uma bactéria Bacillus thuringiensis,
ou pela inibicdo da colonizacdc para uma célula de trato intestinal ou
eliminacdo competitiva de bactérias prejudiciais com uma bactéria Bacillus
thuringiensis.

A Bacillus hurinziensi

2]

usada no agente de contrele de

.\.‘

bactéria prejudicial da presente invencdo € uma bactéria classificada em
“Eacillus thuringiensis” em Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology,
o™ edition (1994).

As subespécies da Bacillus thuringiensis vsadas no agente de
controle de bactéria prejudicial da presente invengdo ndo sdo particularmente
limitadas. Por exemplo, Bacillus thuringiensis subsp. thuringiensis, Bacillus
thuringiensis subsp. kursiaki, Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, e Eacillus
thuringiensis subsp. israeclensis sdo preferivelmente usadas. Destas, linhagem
BGSC 4A3 de Bacillus thuringiensis subsp. thuringiensis, linhazem BGSC
4D1 de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, linhagem BGSC 4J4 de
Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, linhagem BGSC 4Q7 de Bacillus

thuringiensis subsp. israelensis, e as semelhantes sdo preferivelmente usadas.
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BGSC 4A3, BGSC 4D1, BGSC 4J4, e BGSC 4Q7 sdo linhagens registradas
em Bacillus Genetic Stocl: Center (BGSC) (The Department of Biochemist).

Em adicdo, os mutantes de BGSC 4A3, BGSC 4D1, BGSC
4J4, e BGSC 4Q7 podem ser usados no agente de controle de bactéria
prejudicial da presente invencdo. Os mutantes a serem usades podem ser um
em que cada linhagem acima experimentou uma muta¢io natural ou um
obtido mutando cada linhagem com um agente de mutagdo quimica, raios
UV, ou os semelhantes. Destes mutantes, preferivelmente usado é um mutante
tendo pelo menos uma das propriedades selecionadas a partir de uma
resisténcia a acido biliar, uma inativacio de fator bacteriano auto-induzido
uma atividade de desinfeccédo, uma propriedade anaerobicamente facultztiva,
¢ uma resisténcia a acido, que sdo as mesmas que em cada linhagem. Estas
caracieristicas microbiologicas serdo descritas depois. Adicionalmente, um
mutante tendo as mesmas caracteristicas microbioldgicas que cada linhagem
em adi¢do as caracteristicas microbioidgicas acima também é preferiveimente
usado. Em adicdo, respectivos mutantes das linhagens acima exibindo a
mesima capacidade de controle para baciérias prejudiciais que cada linhagem
também sdo preferivelmente usados.

E preferivel que a Bacillus thuringiensis usada no agente de
controle de bactéria prejudicial da presente invencdo tenha uma resisiéncia a
acido biliar.

A frase “tem uma resisténcia a acido biliar” cerresponde a
formar um esporc tendo uma capacidade de germinar e proliferar em um meio
contendo um acido biliar em alta concentracio.

O acido biliar ¢ referido como um esterdide contendo estrutus:
de quarto anéis, que é amplamente encontrado na bile de mamiferos, aves,
repteis, anfibios, e peixes. Exemplos do acido biliar incluem écido coélico,
4dcido quenodesoxicdlico, acido desoxicolico, acido litocdlico, e acido

ursodesoxicolico. Em organismos animais, o 4cido biliar geralmente esta
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presente como conjugando uma ligacdo a glicina ou taurina com uma ligacio
amida em bile para formar um sal de sé&dio desta. No relaiério da presente
invencdo, em um caso de indicar simplesmente “acido biliar”, o acido biliar
inclui o acido biliar mencionado acima, sais destes, e conjugados um desies.

Como o meio contendo um acido biliar em alta concentracio, é

exemplificado um meic que contém um pod de bile (Oxgall, fabricado por
Difco Laboratories) obtido condensando e secando uima bile fresca poi 10
vezes e tem uma concentracdo de po de bile de 0,3*4 em massa ou mais,
preferivelmente 1% em miassa ou mais, e mais preferivelimente 3% em massa
ou mais. Em adicéo, a frase “tém uma capacidade de germinar e proliferar”
corresponde a um caso onde bactérias germinam e recomegam proliferacio e
divisdo para formar cclénias quando os esporos sfo inoculados no meio
contendo um acido biliar em alta concentracdo como descrito acima e
condigbes exceto para a concentracdo de acido biliar sdo ajustadas para umas
adequadas para a cuitura de Bacillus thuringicnsis.
Uma Bucillus thuringiensis tendo uma resisténcia a acido
obtida como segue. Um espé(ir‘e isolado contendo Bacillus
thuringiensis ¢ cultivado em uma condicfo adequada para que uma formacio
de esporo forme um esporo. O esporo assim obtido é inoculado ao meio
adicionado com &cido biliar em alta concentracio, e cuitivado, através do que
colonias formadas sio isoladas. Destas colonias, uma coldnia tendo
caracteristicas micologicas de Bacillus thuringicnsis é selecionada.

A Eacillus thuringiensis usada no agente de controle de
bactéria prejudicial da presente invencic preferivelmente iem uma capacidade
de inativacio de fator bacteriano auto-indvzido. “Fator bacteriano auto-
induzido” ¢ uma melécula sinal desempenhande um papel de uma
transmissdo intercelular em um mecanismo bacteriano auto-induzido. A
molécula sinal promove uma expressio de um gene produzindo uma

substincia especifica quando as bactérias sio proliferadas. Como o fator
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bacteriano auto-induzido, s3o ewemplificados N-butanoil-L-homoserina
lactona (BHL), N-(3-hidroxibutanoil)-L-homoserina lactona (HBHL), N-(3-
oxobutanoil)-L-homoserina  lactona (OBHL), N-hexanoil-L-homoserina
laciona (HHL), N-(3-oxchexanoil)-L-homoserina lactona (OHHL), N-
octancil-L-homoserina lactona (OHL), N-(3-oxooctanoil)-L-homoserina
lactona(OOHL), N-(3-oxodecanoil)-L-homoserina lactona (ODHL), e N-(3-
oxododecanoil)-L-homoserina  lactona ((OdDHL). A frase “tdm  uma
capacidade de inativacdo de fator bacteriano auto-induzido” corresponde a,
por exemplo, ter uma capacidade de produzir uma enzima degradande um
fator bacteriano auto-induzido. A frase “produzir uma enzima” corresponde a
produzir uma enzima até um ponto em que uma atividade enzimatica pode se;
detectada no meio quando células bacterianas sio cultivadas.

Em adicfe, a frase “ter uma capacidade de inativacio de fator

bacteriano auto-induzido™ corresponde a inibir a producdo de uma substéncia

v

¢

C

specifica tal como um fator patogénico induzido por um fator bhacteriano
auto-induzido.

A 1nativacdo de fator bacteriano auto-induzido de Eacillus
thuringiensis é confirmada, por exemplo, pelo sezuinte método envolvendo:
cultivar Bacillus thuringiensis como uma amostra em uma solucéo de cultura
contendo um fator bacteriano auto-induzido; adicionar a solugdo de cultura a
um meio ao qual uma bactéria tendo um mecanismo bacteriano auto-induzido
¢ inoculada; cultivar a bactéria por um periodo pré-determinado; e confirmar
com um marcador apropriade se a bactéria iendo um mecanismo bacteriano

auto-induzido produz ou ndo uma substéincia especifica por uma influéincia do

.'

D~

fator bacteriano auto-induzide. Em um caso onde uma substincia especifica ¢

o

detectada, ¢ entendido que um fator bacieriano autc-induzido ndo est:

O

inativado, enquanto que em um caso onde nenhuma substincia especifica

G\

detectada, € entendido que o fator bacteriano auto-induzido estd inativado

um mecanismo bacteriano auto-induzido ndo esta induzido. Como a bactdria
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tendo um mecanismo bacteriano auto-induzide, por exemplo, uma espécie
bacteriana que produz um pigmento quande uma gquantidade de fator
bacteriano auto-induzido atinge uma concentracdo pré-determinada pode ser
usada. Existe, por exemplo, um método envolvendo: cultivar Eacillus
thuringiensis como uma amostra em uma solucdo de cultura contendo OHIL
por um periodo pré-determinado; adicionar a solucdo de cultura a um meio
onde uma linhagem com 2ene biossintético deletado de fator bacteriano auto-
induzido de Chromobacierium violaceum sintetizando um pigmento violeta
(violaceina) peio mecanismo bacteriano auto-induzido cresce; e testar se uma
inducdo de violaceina € atingida ou ndo (McClean,K. et al, Microbiology,
1997.143, pp. 3073-3711).

Adicionalmente, a Bacillus thuringiensis usada no agente de
contrele de bactéria prejudicial da presenie invengdo € preferivelmente uma
anaerobica facultativa que pode se proliferar em uma condicio anaerdbica. A

¢80 anaerdbica significa a condicdo com uma conceniracio de oxigénio
igual a ou menor do que aquela no 24s contido em intestinos animais. Em um
laboratério, a condicdio anaerdbica significa a condigdo com um potencial de
c:>;idaga~.o-1'edugéio de —10 mV ov menos, preferivelmente =50 mV ou menos
quando medido a 20°C. O potencial de oxidacdo-reducdo pode ser medido
com um eletrometro de oxidacdo-reducdo geralmente vsade disponivel no
mercado. O trato digestive do humeano estd em uma condiciio microaerdbica
cu anaertbica, de forima que a bactéria pode se proliferar satisfatoriamente
mesmo na condicdo de irato intestinal.

A Bacillus thuringicnsis usada no agente de controle de

bactéria preiudicial da presente invencio preferiveimente também

m tem uma
resisténcia a acido. Usando uma ial bactéria, mesmo deniro do estdomago, a
bactéria atinge o intestino sem morrer. A firase “ter uma resisténcia a acido”

,

corresponde a um caso onde a bactéria ¢ adminisirada a um animal e aiingze o

intestino sem morrer em uina condi¢éo de interior de estémago (em um estado
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de consumo alimentar, normalmente, com um pH de 3,5 a 6) e diversas
células bacterianas sdo marntidas aié um ponte em que a bactéria pode se
proliferar se a bactéria atinge o intestino. O esporo de Bacillus thuringiensis
zeralmente tem uma resisténcia a acido, de forma que ndo existe problema em
um caso de usar o esporo.

O fato de que bactéria Bacillus thuringiensis atinge o intestino
sem morrer dentro do estémago é confirmada, por exemplo, medindo uma

concentracdo de células bacterianas em fezes

O méiedo de cultivar Bacillus thuringiensis vsada no agente de
controle de bactéria prejudicial da presente inven¢do ndo € particularmenie
limitado, e a Bacillus thuringiensis pode ser cultivada por um método
convencional em uma condicdo apropriada de acordo com caracteristicas

bacterianas. Por exemplo, a bactéria pode ser cultivada em uma temperatura

—_—

de cultura de 15 a 45°C, preferivelmente a 20 a 42°C, & mais preferivelmente
25 a 38°C. Em adicdo, como o método de cultura, um método de cultura

iquida ou um método de cultura sdlida por uma cultura estatica, cultura de

[

agitacdo alternante, uma cultura de agitacio rotatéria, ou uma cultura de
fermentador em jarra pode ser usado.

O compoenenie de meio a ser usado na cultura n3o é limitado.
Como uma fonte de carbono, podem ser usados sacarideos ial como glicose,
zalactose, lactose, arabinose, manose, sucrose, amido, hidrolisado de amido, e
melaco, acidos organicos tal come acide citrico, e alcoois tal como glicerina.
Como uma fonte de nitrogénio, podem ser usados sais de aménio e nitratos tal
como amoénia, sullzto de amoénio, cloreto de amonie, e nitraio de amdnic. Em
adicdo, sals inorzganicos tal como cloreto de sodio, cloreto de potassio, fosfato
de potéssio, sulfato de magnésio, cloreto de calcio, nitrato de célcio, cloreto
de manganés, e sulfato ferrose, e peptona, uma farinha de soja, umna iorta de
soja desengordurada, extrato de carne, ¢ extrato de levedura podem ser

usados.
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A Bacillus thuringiensis usada no agente de controle de
bactéria prejudicial da presente invencio preferivelmente estd em uma forma
de esporo em termos de estabilidade de armazenamento e resisiéncia a acido.
A Bacillus ithuringiensis na forma de esporo tem grande resisténcia a calor e
secagem, de forma que ela pode ser seca satisfatoriamente quando produtos
farmacéuticos, alimentos, ou ragdes sdo preduzidos, com um resultado de que
a estabilidade de armazenamento & estimulada. A fim de fazer a bactéria
formar o esporo, as condigdes de cultura tal como composicio de meio, pH de
meio, temperatura de cultura, umidade de cultura, e conceniracio de oxizénio
durante a cultura pedem ser ajustadas para uma condigdo para f«:n‘mac;ﬁo de
esporo em um periodo de cultura. Como um métode de culivra para a
formacao de esporc, por exemplo, existe um método descrito em Schaeffer,
P., J. Millet, J.P. Aubeit, Proceedings of the National Academy of Science,
US, 1965, 54, pp. 704 to 71 1.

A cultura ou células bacierianas assim obtidas pelo método
acima preferivelmente é formada em polvilhos secos em iermos de
propriedade de armazenarmento. E preferido secar estes de forma que o teor de
agua do agente de controle de bactéria prejudicial se torne 20%: em massa ou
menos.

O meétodo a seco ndc € particularmente limitado, e sio dadas
uma secagem natural, uma secagem com ar forcado, uma secagem por

pulverizador, uma liofilizacdo,

]
W

as semelhantes. Destas, uma secagem por
pulverizador e uma secagem com ar forcado sdo preferivelmente usadas. Um
agente protetor tal como leiie desnatado, zlutamato de sddio, e sacarideos
podem ser usados em um momentc de secagem. Como sacarideos, glicose e
trealose podem ser usadas. Adicionalmente, depois de secagem, ¢ preferido
colocar o produto seco e umi 3aco de aluminio com barreira de gas com um
desoxidante e um agenie desidratante adicionados, vedar o saco, e preserva-lo

em uma temperatura ambiente a uma temperatura inferior. Com o método,
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uma bactéria viva pode ser preservada por um longo tempo.

O agente de controle de bactéria prejudicial da presente
invengio preferivelmenie ¢ usado para particularmente controlar um patdégenao
causando uma doenca infecciosa entre as bactérias prejudiciais. Exemplos do
patégeno incluem patdgenos que pertencem a bactérias gram-negativas
causando uma doenca infecciosa intestinal, ial como bactérias pertencendo a
género  Vibric, Salmonella, Campylcobacter, Yersinia, ou .Aeromonas,
Escherichia coli, e Shigella. Exemplos das bactérias pertencendo a z2énero

Vibrio incluem V. parahaemolvticus e V. cholerae. Exemplos das bactérias

pertencendo a género Salmonella incluem S 7 hzmurwm, S. enteritidis, S.
pullorum, S, gallinarum, S. tvphisuis, S. chorelaesuis, S. derby, e S. dublin.

Exemplos das bactérias pertencendo a zénero Campylobacier incluem C.

~

Jejuni, C. coli, e C. feius. Exemplos das bactérias pertencendo a 2énero
Yersinia incluem Y. enierocolitica e Y. pscudotuberculosis. Exemplos das
bactgrias pertencends a género deromonas incluem A. hydrophila, A. caviae,
A. veronii, A. jandaei, e A. schubertii. Exemplos de Escherichia coli incluem
E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli produzindo toxina Shiga (STEQ), 2 E. coli
enteroagregadora (EAEC). Exemplos de Shigella incluem S. dysenteriae, S
fexneri, 8. bovdii, e S. sonnei

Em adi¢do, como um patdgeno proliferando na pele, cuticula,
mucosa, ou os semelhantes ¢ causando uma doenca infecciosa, existern dadas
bactérias pertencendo a género Pseudomonas. Um exemplo das bactérias
inclui P. aeruginosa.

Em adicdo, o agente de controle de bactéria prejudicial da
presente invencio preferivelmente é usado para patégenos pertencendo a uma
bactéria gram-positiva. Exemplos dos patdgenos incluem  bactérias
pertencendo  a

wénero  Clostridium,  Bacillus, Staphylococcus, género

=/

Streptococcus, e género Listeria. Exemplos de bactérias pertencendo a género
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Clostridivm incluem C. perfiingens, C. difficile, e C. botulinum. Um Exemplo
de bactérias pertencendoe a género Facillus inclui B. cercis. Um exemplo de
bactérias pertencendo a génaro Siaphylococcus inclui S. aureus. Exemplos de
baciérias pertencendo a género Streptococcus incluem S. suis e S. pyogenes.

' agente de conirole de bactéria prejudicial da presente
invengdo pode ser usado como um produto farmacéutico para controlar uma
bactéria prejudicial adicionando, como requeride, componentes apropriados
tal como um carreador e um agente de diluicdo geralmente usados em
produtos farmacéuticos e formar o agente de controle de bactéria prejudicial
em uma formulacdo. O produto farmacéutico da presente invengdo &
jaiticularmente preferivelmente usado para prevenir e tratar uma doenca
infecciosa causada por patogenos. Uma forma de dosagem do produto
farmacéutico pode ser selecionada como requerido de acorde com um sitio
onde o produto farmacéutico é administrade, uma doenca a ser direcionada
para prevencéo e tratamento, ¢ os semelhantes. A seguir, uso esnecifico e
forma de dosagem do produio farmacéutico serdo descritos.

produto farmacéutico da presente invencdo pode ser usado
como um regulador intestinal para melhorar o equilibrio de flora intestinal ou
usado para prevenir e iraiar uma doenca infecciosa intestinal causada por
patogenos. Neste caso, exemplos da forma de dosagem de produio

farmacéutico incluem formulacdes sélidas tal como um comprimido, um

2ua, ¢ xarope cada para

(x5

granule, um po, € uma capsula, um pod soltvel em
uma administracdo oral, ¢ uma injecdo, supositdrio, e agenie de absorcio
percutanea cada para uma administracdo parenteral. Em adicdo, o produto
farmacéutico pode ser formado em um pé soltvel em agua para administracéo
por enema para uma limpeza coldnica. Neste caso, o pd solivel em dgua pode
ser produzido misturando Bacillus thuringiensis e uma salina fisiolzica.

Em adi¢do, o produto farmacéutico da presente invengdo pode

ser usado para inibir a proliferacdo da bactéria prejudicial na pele ou mucosa

>
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@ prevenir e tratar doencas infecciosas da pele ou mucosa.

Para ser especifico, o produto farmacéutico da presente
invencdo pode ser usado para inibir uma proliferacio de bactérias de
cavidade, com isso prevenindo caries dentais, doengas periodontais tal como
gengivite, e halitose. Neste caso, exemplos da forma de desagem do produto
farmacéutico  preferivelmente incluem um comprimido capaz de ser
mastigado, uma pasta de dente, um anti-séptico bucal, e uma pastilha de
cavidade.

Em adicdo, o produte farmacéutico da presente invengio
também pode ser usado para controlar patézenos na pele ou na cuiicula ¢
particularmente preferivelmente usados para promover cura de uma lesdo
dérmica. Neste caso, exempios da forma de dosagein do produte farmacéutico
incluem uma pomada, um creme, um liquido puiverizével, uma logdo, um gel,
e um esparadrapo.

Em adigas ‘oduto farmacéutice da presente invencio pode
ser usado para melhorar uma flora intravaginal ou prevenir e tratar uma
infecgdo iniravaginal de patdégenos. Melhorando a flora intravaginal, &
esperado prevenir uma infec¢do por levedura na vagina e uma doenca
bacteriana vaginal. Neste caso, exemplos da forma de dosagem do produte
farmacéutico incluem um creme, uma locio, e um cel.

O produto farmacéutico da presente invengdo também pode ser
usado para uma inflamagio de olhos, cavidade nasal, e orelhas, e os

elhantes. A forma de dosagem neste caso também pode ser selecionada
como requerido.

Em adigdo, o produto farmacéutico da presente invencdo pods
incluir adicionalmente outro componente tendo uma funcdo de inibir uma
proliferacdo de uma bactéria prejudicial em adicdo a Bacillus thuringiensis. O
componente ndo € particularmente limitado contanto que o componenie nio

leve a morte de Bacillus thuringiensis e a seguranca para animais tenha sido
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A concentracido de célula bacteriana de Bacillus thuringiensis
usada no produto farmacéutico da presente invengdo pode ser ajustada para
uma concentracdo adequada para administrar uma quantidade efetiva de
Bacillus thuringiensis de acordo com o uso pretendido ¢ forma de dosagem do
produto farmacéutico. Em geral, a concentracdo pode ser ajustada para um
intervalo de 1 = 10* a 1 = 10" CFU/g, preferivelmente 1 > 10° a 1 = 10"
CFU/g, & mais preferivelmente 1 = 10%a 1 < 10'° CFU/z.

O produte farmacéutico da presente invencdo pode ser
administrado para ¢ humano e animais ndo humanos. A administragio pode
ser realizada com um método apropriade a fim de administrar uma quantidade
efetiva de Eacillus thuringiensis de acordo com a forma de dosagem e uso
pretendido do produto farmacéutico, ¢ a idade, sexo, peso corporal, e
condigdo fisica de um alvo de administracdo. e estade de doenca em um sitio

~

aplicacéic. Por exemplo, en cazo onde ¢ produte farma

;
<
53
(@)

administrado oralmente para o propodsito de promover uma regulacdo de uma
funcdo intestinal ou prevenir e tratar uma doenca infecciosa intestinal, em
geral, a Bacillus thuringiensis preferivelmente é administrada em um
intervalo de 1 = 10 a 1 « 10" CFU/kg de peso corporal/dia. Em adicdo, em
um casco de usar o produto farmacéutico em uso externo para o proposito de
controlar patégenos na pele, na cuticula, ou na mucosa, a quantidade de
produto farmacéutico pode ser apropriadamente ajustada de acordo com um
intervale de aplicacdn, e geralmente € preferido administrar Bacillus
thuringiensis em um intervalo de 1 < 107 a 1 < 10'° CFU/10 a 1,000 mgz/dia.
O agente de controle de bactéria prejudicial da presente
invencdo pode ser formado em wm alimento tendo um efeito de melhora de
um equilibrio de flora intestinal ou efeite de controle de uma regulacio de
uma func¢do intestinal, ou um alimento tendo um efeito de prevencio e

tratamento de uma doenca infecciosa intestinal adicionando e misturando o
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PEA 4

agente de controle em uma bebida e alimento ou misturando o agente de
controle com um componente arbitrario geralmente vsade em uma bebida e
alimento, com isso processando-os. Uma forma de cada do componente
arbitrario e do alimento néo € particularmente limitada contanto que as células
bacterianas de Pacillus thuringiensis ndo morram, e elas s30 geralmente
usadas em alimentos. Por exemplao, o alimento pode ser processado em um
suplemento tal como vma preparagdo bebivel, um pd, um comprimido, ou
uma capsula. Em adiciio, o produte farmacéutico pode ser usado em pies,
macarroes, pastelarias tal como um biscoito, um chocolate, e uma bala, sacos
de cha, um cereal quente tal como flocos de aveia, sopas, bebidas guentes,
adogantes, agentes aromatizanies, temperos, um café instantdneo, um produio
seco ou produto liofilizade tal como um creme seco, produtos de
processamento de carne tal como presunto e salsicha, e produtos de

processamento de peixe como uma torta de peixe e uma torta de linguado

('D

cozido. O alimento da presente invenc¢dc € particularmente preferivelinen
formade em uma forma de um suplemente em termos de estabilidade de
armazenamento.

Uma concentracdo de células bacterianas da Bacillus
thuringiensis no alimento da presente invencdo pode ser selecionada de
acords com uma forma do alimento contante que a concentracdo esteja em
um intervalo adequado para administragdo da quantidade efetiva de Bocillus
ihuringiensis. Por exemplo, a concentracdo preferiveimente, em geral, é
ajustada para uma adequada para administrar Bacillus thuringiensis no
intervalo de 1 = 10° a 1+ 10" CFU/kg de peso corporal/dia. Para vma tal
concentracdo, a conceniracdo de celulas bacterianas de Bacillus thuringiensis

ferivelmente 1 = 10° a

(’u

é ajustada, por exemplo, 1 < 10*a 1 = 10" CFU/z, pr
1 = 10" CFU/g, e mais preferivelmente 1 < 10°a 13 10'° CFU/=.
Em adicdo, o alimento da presente inven¢do pode ser

produzido por um método convencional de processamento alimentar exceto
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para misturar o agente de controle de bactéria prejudicial da presente
invencdo. Quando a bactéria prejudicial da presente invencdo esta, por
exemplo, em um estado de pd ou sdlido, o azente de controle também pode
ser usado formandoe em um liquide ou um gel para misturar facilmente com o

r 4

componente de alimento. Neste caso, agua, éleos vegetais tal como um éleo
de soja, um dleo de canola, ¢ um odleo de milho, éleos animais liquidos,
compostos de polimero soliivel em agua tal como polivinil alcool, polivinil
pirrolidona, e acido poliacrilico podem ser usados como um carreador liquide.
Em adicdo, a fim de manter a uvniformidade da concentracio de células
bacterianas no alimento, também ¢é preferido misturar um polissacarideo
soluvel em agua tal como acido arginico, arginato de sddio, goma xantana,
caseina de sodio, uma goma arabica, uma goma guar, e polissacarideos de
semente de tamarindo. A fim de prevenir uma multiplicacdo de saprofitos, um
acide orgénico tal como acido propidnico, acido ascérbico, ou acido citrico é
misturado para produzir um agenie de célula viavel ein liguido acido.

O agente de controle de bactéria prejudicial da presente

~

invencéio pode ser usado para um aditive de racio a ser adicionade

0

misturado em uma racdo. O aditivo de ragdo pode ser usado sendo adicionado
e misturado em uma ragdc. Em adigdo, o agente de controle de bactéria
prejudicial da presente invencéio pode ser formade em uma ragdc para
melhorar um equilibrio de flora intesiinal, promover uma regulacio de funcio

intestinal, e promover crescimento (aumenio em peso corporal} ou uma racdo

um componente arbitrario geralmente usade em racdes. Neste caso, o
componente  arbitrario € uma forma de racdo ndo sdo particularmente
limitados contanto que nenhuma célula bacteriana de Racillus thuringiensis
morra, € o componente ou forma geralmente usados em racdes para animais,
tal como ragdes para gado, alimentos de animais domésticos, e suplementos

para animais, podem ser usados. O teor do agenie de controle de bactéria
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rejudicial na racdo da presente invencdo ndo é limitado contanto que o teor

e

zsteja em um intervalo adequado para ingestdo de quantidade efetiva de
Bacillus  thuringiensis, e o teor pode ser ajustado, como requerido,
dependendo do tipo, peso corporal, idade, sexo do animal, propésito de uso,
condicio de saide do animal a ser administrado, e do componente de racio.
Por exemplo, o teor preferivelmente, em geral, € ajusiado para um adequado
para ingerir Bacillus thuringiensis no intervalo de 1  10° a 1< 10'° CFU/kg
de peso corporal/dia. Para uma tal concentracio, a concentragio de células
bacterianas de Bacilluz ihuringiensis é ajustada para um intervalo de, por
exemplo, 1 -~ 10" a 1 10" CFU/g, preferivelmente 1 < 107 a 1:< 10! CFU/g,
¢ mais preferivelmenie 1 = 10%a 1= 10 CFU/z.
A racdo da presente invengdo pode ser produzida misturando o
agente de controle de bactéria prejudicial da presente invencdo como ele é.
Entretanto, quando o agente de controle de bactéria prejudicial em um estado
de pd ou sdlido ¢ adicionado e misturado na racdo, o agente formade em um
liquido ou gel também pode ser usado como em um processamento alimentar.
O tipe de animal a ser alimentado com a racdo da presenie
imvencéo nao é particularmente limitado, e mamiferos, aves, répteis, aniibios,
e peixes sdo exemplificados. Destes, a ragio da presente invencéo pode ser
preferivelmente usada para aves domésticas seiecionadas a pariir de galinhas,
patos, codomas, e perus, e gado selecionado a partir de porcos, vacas,
oveihas, e coelhos. Uma quantidade de ragdo a ser dada ao animal pode ser
ajustada, como requerido, dependende do tipo, peso corporal, idade, e sexo do
animal, do propésito de uso, da condicéio de saude do animal, do componente
de racdo, e dos semelhantes. O método de prevenir e tratar uma doenca
infecciosa intestinal de animais inclui alimentar o animal cons a racdo da
presente invengdo obtida misturando o agente de controle de bactéria
prejudicial da presente invengfio no componente de ragdo. O método de

administracdo e um método de criacdo de animais podem ser conduzidos com
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um método usado geralmente em animais de criaco.
Exemplos
(1) Teste de resisténcia a acido biliar e propriedade anaerdbica

A 1.000 ml de agua deionizada foi adicionado 35 g de um
meio de agar normal “Nissui” (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co.,
Ltd.), e o conjunio foi esterilizado em uma autoclave. Depaois de esterilizaco,
a mistura foi resfriada para 45°C, e pé de bile (Oxgall, fabricado por Difco
Laboratories) foi esterilizado por filtracdo usande um filtro de membrana de
tipo éster misto de celulose (tamanho de poro 0,45 wm, fabricado por
Advantec Toyo Kaisha, Ltd.) e adicionado & mistura para preparar meios de

dlaca de agar normal suplementado com pd de hile com concentracdes de pd
Z s

de bile de 0,3% em massa, 1% em massa, e 3% cm massa.

BGSC 4A3, BGSC 4D1, BGSC 4J4, ¢ BGSC 407
pertencendo a Baciilus thuringiensis foram separadamente inoculadas em um
meio de placa de dgar normal ndo suplementade com péd de bile (1.000 ml de
dgua deionizada, 35 2z de “Nissui”) e cultivadas a 37°C durante a noite.
Depois de cultura, célnias bacterianas foram separadas de colénias formadas
ne meio de placa e inoculadas nos meios de placa de 4gar normal
suplementado com pd de bile preparados acima usando lagos descartaveis pré-
esterilizados. As céiuias foram cultivadas a 37°C por 2 dias para confirmar se
coldnias estavam formadas ou ndo (Exemplos 1 a 4),

A fim de confirmar capacidades de multiplicacie de BGSC
4A3, BGSC 4D1, BGSC 4J4, ¢ BGSC 407 em condigdes anaerébicas, as
respectivas linhagens bacterianas foram inoculadas no meio de placa de agar
normal ndo suplementade com pé de bile preparado acima e cultivadas em
condi¢des anaerdbicas a 37°C por 2 dias usando Anaeropack Kenki
(fabricado por Mitsubishi Gas. Chemical Co., Lid.) para confirmar se colénias
estavam formadas ou ndo.

Por outro lado, Bacillus coagulans ATCCSO3S, Bacillus
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coagulans NBRCI2583, Bacillus coagulans DSM2312, Bacillus subtilis
NBRCR009, Bacillus subtilis NBRC3025, Bacillus subtilis NBRC3108,
Bacillus subtilis NBRC3336, Bacillus clausii DSM2512, Bacillus clausii
DSM2515, Bacillus clausii DSM2525, e Bacillus clausii DSM8716 foram
separadamente inoculados nos meios suplementados com pd de bile da
mesina maneira que acima e cultivados a 37°C por 2 dias. Enquanto isso,
testes de multiplicagéo em condicdes anaerdbicas foram realizados da mesma
maneira que acima (Exemplos Comparativos 1 a 11).

ATCCR038 € uma linhagem depositada na American Type
Culture Collection (ATCC); NBRC12583, NBRC3009, NBRC3025, NBRC3108,
e NBRC3336 sdo linhagens depositadas no Biological Resource Center of the
Naiional Institute of Technology and Evaluation (NBRC); e DSM2312,
DSM2512, DSM2515, DSM2525, DSMS716 s3c linhagens depositadas no
Deutsche Sammlung von Mikroorzanisnien und Zellkulturen GmbH (DSMZ).

Os resuitados sdo mosirados em Tabela 1.

Tabela 1

Teor de pé de bile em

. Cultura meio de agar normal
Linhagem S

anaerobica | (%)
0

Exemplo 1 Lacillus ihuringiensis subop. , ) ) , ,
xemplo A . + + +
! chiringiensis BGSC 4A3

. . FEacillus ihuriziensis subso.
Exemplo 2 e T ¥ - - - - -+
Fursiaki BGSC 4D

" Eacillus ihwringziensis subap. , ) \ , ‘
Exernplo 3 . o + + +
- aizawal BGSC 4)4

Eacillus thuringicrsis subsp.
Esemplo 4 e e - o+ - -
israclensis BGSC 407

Exermnple Comparaiive 1 ! Bacillus coasulans ATCCE02E - - = - i
Exeraplo Comparativo 2 | Bacillus coczulans INERC12583 | - - |= - -
Exzemplo Comparative 3 Bacillus coagulans DSM2312 + -+ = - -
Exemplo Comparaiivo 4 Lacillus subiilis HERC3009 - - -+ - +
Exemplo Comparative & Eacillus subiilis WERC3025 - -+ -+ - -
Exeraplo Comparativo 6 Eacillus subeilis HBRC3108 - - - + ]
Exemplo Cormparaiivo 7 Eacillus subvilis HERC3336 - + + -+ +
Exemplo Comparaiivo 8 Lacillus clausii DSM2512 - - + -+ -+
Eemplo Comparativo 9 Eacillus clowsii 'EM2515 - + -+ - --
Exemplo Comparativo 10 | Bacillis clousii DSM2525 - + + -+ +
-

Exemplo Coraparativo 11 | Racillus clousii DSME716 - + |-

+: Formag&o de coldnias {oi abservada. ==: Formac8o de apenas umas poucas coldnias foi
observada. -: Formacio de coldnias nao foi observada.
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Foi confirmado que linhagens de Bacillus thuringiensis de
Exemplos 1 a 4 podem formar colénias em todos os meios de placa de 4gar
normal com conceniracdes de pd de bile de 0,3%6 em massa, 1% em massa,
3%4 em massa, € podem se multiplicar mesmo em condigdes anaerdbicas.

Por outro lade, embora tenha sido confirmado que linhagens
de Bacillus coagulans de Exemplos Comparativos 1 a 3 se multiplicam em
condi¢bes anaerdbicas, elas formaram apenas umas poucas colénias no meio
de agar normal com uma concentracio de p6 de bile de 0,3% em massa e ndo

formaram nenhuma colénia nos meios com concentracdes de po de bile de 1%

em massa e 3% em massa, e elas revelaram serem inferiores em resisténcia a

]
@

acido biliar a linhagens de Eacillus thuringiensis de Exemplos 1 a 4. Em
adi¢do, linhagens de Bacillus subiilis de Exemplos Comparativos 4 a 7
revelaram ter resisténcia a 4cido biliar mas nfo ter nenhuma capacidade de se
multiplicar em condicdes anaerdbicas. Bacillus clausii DSM2512, DSM2515,
DSM2525, DSMS716 de Exemplos Comparatives § a 11 revelaram ter
resisténcia a acido biliar mas ndo ter nenhuma capacidade de se multiplicar

T condicdes anaerobicas.

rp

~

(2) Teste de capacidade de inativacéo de fator bacteriano auto-induzido
Chremobacterium violaceum CV0O26 com um gene produtor
de fator bacteriano auto-induzidoe interrompido foi usado para realizar um
teste para confirmar indugio de um mecanismo bacteriano auto-induzido
(McCliean, K. et al., Microbiology, 143, 3703-3711 (1997)). A linhagem
CVO026 € uma linhagem com um gene biossintétice interrompido de N-
hexanoil-L-homoserina lactona (HHL), que é um fator bacteriano auto-
induzido, e no caso onde uma acil homoserina lactona (AHL) tal como HHL
ndo ¢ adicionada forma o exterior, a linhagem nd3o pode expressar um
mecanismo bacteriano auto-induzido e nfo pode sintetizar um pigmento
violeta (violaceina). Também no case onde N-(3-oxohexanoil)-L-homaoserina

ctona (OHHL) ¢ adicionada como uma AHL ao invés de HHL, a linhagem
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pode expressar um mecanismo bacteriano auto-induzido. Um método
especifico do teste € como segue.

Chromobacterium violaceum CV026 foi inoculada em meio
Luria-Bertani (LB) e cultivada com agitacdo a 28°C durante a noite.
Subseqgiieniemente, 50 pi da solucdo de cultura de CV026 obtida acima e 50
wl de uma solucdo aquosa de 2% de canamicina esterilizada por filtracio
foram adicionados a 5 ml de um meio de dgar LB semifluido (0,3%%)
esterilizado em uma autoclave e resfriado para 45°C, e 5 ml do meio de dgar
LB semifluido foi sobreposto em meio de agar LB, que foi preparado
antecipadamente em uma placa de petri com um didmetro de @ cm. O agar foi
solidificado, e pocos com um didmetro de 6 mm foram formados no meio de
azar LB usando uma broca de cortica.

CV026 ¢ uma Jinhagem depositada na National Collection of
Type Cultures (NCTC) como NCTC13273.

A 10 mi de meio LB foi 2dicienade ©,5 ml de 560 uM de
OHHL (fabricado por Sigma), ¢ © conjunto foi deixado permanecer a 28“C
por 4 horas e usado como um controle posiiivo. Enquanto isso, meio LB ndo
suplementado com nenhum aditivo foi tratado da mesma maneira que acima e
usado como um controle negativo. Os controles foram separadamente
adicionados em uma quantidade de 50 pl aos pocos do meio LB contendo
CVO026 preparado acirna, cultura foi realizada a 28“C por 24 horas. Como uim
resultado, no meio onde o controle positivo contendo OHHL foi adicionado,
inducdo de violaceinz foi observada ao redor dos pogos do meio, enguanto
que no meio onde o controle negativo comtendo nenhuma OHMFL foi
adicionado, indugédo de violaceina néo foi observada. Os resultados revelam
que CV026 pode expressar um mecanismo bacteriano auto-induzido e pode
induzir violaceina quando cultivada na presenca de OHHL mas ndo pode
expressar um mecanismo bacteriano auto-induzido e ndo pode induzir

violaceina quando cultivada na auséncia de OHHL.
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Subseqiientemente, a fim de avaliar a capacidade de inativagio
de OHHL. de bactérias Facillus, bactérias Bacillus foram permitidas reagir
com OHHL em conformidade com o seguinte procedimento.

Bacillus thuringicnsis BGSC 4A3, BGSC 4D1, BGSC 4J4

]

BGSC 4Q7 (Exemplos 1 a 4), ¢ Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, ¢
Bacillus clausii mostrados em Tabela 2 foram separadamente inoculados em
meio LB e cultivados com agitacio a 37°C durante a noite (Exemplos
Comparativos 1 a 11). Posteriormente, 1,5 m! de OHHL foi adicionado a 10
ml de cada solucdo de cultura com uma absorbéncia (660 nm) ajustada para
1,0, seguido por uma reagdo a 28°C por 4 horas. Cada uma das solucdes de
reagdo foi adicionada em uma quaniidade de 50 upl @os pogos do meio LB
contendo CV020, e cultura foi realizada a 28“C por 24 horas. Depois de
cultura, indugdo de violaceina ao redor de cada poco foi observada.

Os resultados sido mosirados em Tabela 2.

Tabela 2
Linhagem | Indugiio de vinlaceina
L) )

Controle positivo - (Suplementado com OFHL) -
Controle negativo - (Svplementado cora no ONIHL) | -
Exomplo 1 LBacillus ilnminzicnsis subsp.
Zemplo Py -

P u’mrmwenszs BGSC 4A35
Esemplo 2 Eacillus ilnringicnsis subsp.
=-remplo 2 v -

o f’w svald BGSC 4]
" Eacillus iluaingicnsis subep.
Exemplo 3 X e -
aizawai BaSC 4)4

Exernolo 4 Eacillus ihvrinzicnsis subzp.
Zremplo ) e g -

: israclensis Fs3SC 4Q7
Eremply Comparativo 1 EBacillus coagulons ATCCS038 -
Exemplo Comparaiivo 2 Eacillis coagudans MBRC12583 | +
Exemplo Comparaiivo & Eacillus coazulans DSM2312 -+
Exemplo Comparativo 4 Eacillus subeiliz WBRLC3000 -+
Exemplo Comparaiivo 5 Eacillus subrilis M TERC3025 -
Exemplo Comparaiivo & Eacillus cubiilis NERC3108 +

I} P
Exemplo Comparativo 7 Eacillus subiiliz YIBR{C3354 -
Exemplo Comparativo % | Bacillus clavsii DSM2512 +
Exemplo Comparaiivo 9 Facillus clausii D'SM2515 -+
Ezemplo Comparativo 10 Bacillus clausii DSM2525 +
Exemplo Comparaiivo 11 Lacillis clausii DSMS7 16 -+

] ]

+: Inducdo de violaceina foi observada. -: Inducéio de violaceina n#io foi observada.

Em todas as linhagens de Bacillus thuringiensis de Exemplos 1
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a 4, a inducdo de violaceina nio foi observada. Por outro lado, em todas as
linhagens de Bacillus coagulans de Exemplos Comparativos 1 a 2, Bacillus
subiilis de Exemplos Comparativos 4 a 7, e Bacillus clausii de Exemplos
Comparativos & a 11, a inducdo de viclaceina foi observada. Os resultados
revelam que as linhagens de Bacillus thuringiensis podem produzir uma
enzima que degrada OHHL para inativar OHHL e para inibir expressio do
mecanismo bacteriano auto-induzido de CV026, enquanto que as bactérias
Eacillus de Exemplos Comparativos 1 a 11 nfo podem inativar OFIHL.

(3) Producéio de agente de controle de bactéria prejudicial

' meio para formagldc de

4]

sporo, tendo a COH’!}JQSi‘;} 0

seguinte, foi usado para cultivar BGSC 4A3, BGSC 4D1, BGSC 414, ¢ BGSC

~

~N ~ CA"\

407 a 37°C por 72 horas em um liguido (Proceedinzs of the National
Academy of Sciences, US, 1965, 54, pp. 704-711). As solucdes de cultura
resultantes foram centrifugadas para coletar células bacterianas. As células
coletadas foram liofilizadas e pulverizadas, e lactose foi adicionada a estaz de
forma que a densidade de esporos atingiu 5 < 10° CFU/g para produzir
agentes de controle de bactéria prejudicial, que foram usados em Exemplos de
Producéo 1 a 4, respectivamente. A densidade de esporos foi medida: diluindo
cada um dos agentes de controle de bactéria prejudicial produzidos acima
para uma concentracio apropriada com dgua esterilizada; aquecendo o agente
a 70°C por 30 minutos para matar apenas células vegetativas; inoculando as
células em um meio de agar normal; e contando o nUmero de coldnias
formadas neste.

(Componente de meio para formacdo de esporo)

Caldo nutritivo (fabricado por Difco Laboratories) 8,02
KCI 1,0 2
l\/IgSC)L;'7I‘I’_;C) ‘:’,25 2
MnCl, 4H,0O 0,002 =

Total, ajustado para pH 7,0 1.000 ml
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s componentes acima foram esterilizados em uma autoclave,
e uma solugdo de CaCl, e uma solucidc de FeSOQ,, que haviam sido pré-
esterilizadas, foram adicionadas de forma a estarem em quantidades de 5
10* Me 1 x 10 M, respectivamente.

Por outro lado, composi¢gdes produzidas da mesma maneira
que acima usando Bacillus coazulans NBRC12533 e PBacillus subtilis
NBRC3009 designam Exemplos Comparativos de Producdo 1 e 2,
respectivamente.

(4) Teste de crescimento de pinto

Rag¢des obtidas misturando os agentes de controle de bactéria
prejudicial de Exemplos de Produgdo 1 a 4 em uma concentracido de 0,2%% em
massa com respeito @ massa total de uma racdo para pinto (para frango SD em
estagios precoces e avancadas, fabricadc por Nippon Formula Feed Mifz Co.,
Lid., uma ragéo nfc suplementada com nenhuma substéncia antibacteriana)
foram usadas e Exemplos 5 a S. Pintos dos respectivas grupos, cada grupo
consistindo de 12 pintos ecledidos de ovos chocados derivados de frangzos de
corte (espécie: Chunliy), foram permitidos ingerir as racdes de Exemplos 5 a
S por 56 dias para realizar um teste de crescimento. Por outro lado, uma ragéo
obtida misturando as composigdes de Exemplos Comparativos de Produgdo |
¢ 2 em uma concentracdo de 0,27 foi usada em Exemplos Comparativos 12 ¢

]

(93]

. Uma racdo obtida misturando lactose ao invés de um agente de controle
de bactéria prejudicial em uma cc»ncemragéo de 0,2% foi designada E};emplc»
de Controle e usada em um teste de crescimento da mesma maneira que
acima.

56 dias depois, 03 pesos corporais dos pintos dos respectivos
grupos foram medidos, e valores médics para os respectivos grupos foram
calculados. Enquanto isso, as concentracdes celulares das bactérias
adicionadas nas fezes durante o periodo de criacdo foram medidas, e

concentragdes médias para os respectivos grupos foram calculadas.
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s resultados sdo mostrados em Tabela 3.

Tabela 3

Quantidade de Concentracio
_ Peso  corporal | Peso corporal

agerte R R . celular de

= médio de pinto | médio de

adicionada - K e e g baciéria

1o momento de | pinio 56 dias .

(baseado  em inicio (g depois (2) adicionada em

1agdo seca) (%) e PP As, fezes («JF""J)
Exemplo 5 0,2 | 50 5154 | 12,1 = 10°
Exemplo 0,2 50 3.10] | 11,3 < 10°
Exemplo 7 0,2 50 3.157 20,9 < 10°
Exemplo $ 0,2 | 50 3.074 17,6 : 10°
Exemplo Comparaiivo 12 | 0,2 I3 2.5%4 0,1 10>
Exemplo Comparativo 13 | (0,2 ] 2.874 0,2 ::10°
Exemplo de Controle 0,2 50 | 2.760 0

s pesos corporais dos pintos alimentados com as ragées de

Exemplos 5 a 8 foram mais aumentados comparados com aqueles dos pintos
alimentados com as racdes de Exemplos Comparativos 12 e 13. Nas fezes dos
pintos alimentados com as racdes de Exemplos 5 a 8, as bactérias adizionadas
foram detectadas em concentracdes de 11,3 < 10° CFU/g (erama de fezes
brutas de pinto) ou mais, e os nimeros das células bacterianas foram
significantemente maiores do que agueles nas fezes dos pintos alimentados
com as ragdes de Exemplos Comparativos 12 e 13, Qs resultados revelam que
os agentes de controle de bactéria prejudicial contendo esporos de Bacillus
thuringiensis da presente invencéc podem promover o ganho de peso corporal
de um animal pois a bactéria ndo ¢ morta em um trato digestivo tal como
estdémago ou intestino e forma coldénias no intestino.
i5) Teste de alimentagdo de porco
Rac¢des obtidas misturando os agentes de controle de bactéria
prejudicial de Exemplos de Producéo 1 e 3 com uma racio padrio para porco

{Premium Power, fabricado por Showa CJo.’,‘L]l"""O Co., Lid) foram usada

=

d|

73]
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Exemplos 9 e 10, respectivamente, e filhotes de porco dos respectivos grupos,
cada grupo consistindo de 30 porcos, foram permitidos ingerir as racoes. Da
mesma maneira que acima, vimna ragio obtida misturando a composi¢do de
Exemplo Comparativo de Producdo 1 com a ragdo padréo para porco foi

designada Exemplo Comparativo 14, e filhotes de porco foram permitidos
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ingerir a racdo. Uma ragdo obtida misturando lactose ao invés de um agente
de conirole de bactéria prejudicial foi designada Esiemplo de Controle, e
filhotes de porco foram permitidos ingerir a racio.

21 dias depois, os pesos corporais dos filhotes de porco dos
respectivos grupos foram medidos, e valores médios para os respectivos
grupos foram calculados. Em adi¢do, a ocorréncia de diarréia ou perda de
fezes durante o periodo foi observada, e os dias quando um filhote de porco
desenvolveu diarréia ou perda de fezes foram contados e somados como um
ponto por dia. Os resultados foram avaliados como escores de djarréia ou

perda de fezes.

Os resultados sdo mostrados em Tabela 4.
Tabela 4

‘:’uaﬁiftﬂidac!e‘ de cho _ corporal F‘e:s,g corE)f)rai Escore de

agenie adicionada | médio de porcos | médio de porcos | ...

. o : . . | diarréia cu perda

(baseado em | 1o momente dJde | 21 dias  depois

- < o - o de fezes

racho seca) (%) inicio (k2) (Lg
Exemplo 9 0.5 | 15,6 32,0 | 4
Exemplo 10 0.5 | 17.9 32.4 | 7
Ezemplo 0.5 15,0 31,8 39
Comparativo 14
Exempio de | 0.5 18,0 31,4 ol
Controle

Os pesos corporais dos filhotes de porco alimentados com as

racdes de Exemplos 9 e 10 foram mais aumentados comparados com aguele

[02]

dos filhotes de porco alimentados coi acdo de Exemplo Comparative 14,

mn a }

Enguanto isso, nos cases dos filhotes de porco alimentiados com as ragdes de
Exemplos 9 e 10, os escores de diaméia ou perda de fezes foram
significantemente menores do que o escore dos filhotes de porco alimentados
com a raclo de Exemple Comparative 14. Os resultados sugerem que os
agentes de comrole de bactéria prejudicial contendo esporos de Bacillus
thuringiensis da presente invencéo podem promover o ganho de peso corporal
de filhotes de porco e tém capacidade de prevenir ou melhorar diarréia ou
perda de fezes.

(6) Teste de criacdo de bezerro
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Bezerros machos de uma semana de idade (Holstein) dos
respectivos grupos, cada grupo consistindo de 6 bezerros, foram criados.
Ragdes obtidas misturando os agentes de controle de bactéria prejudicial em
uma concentracdo de 2% em massa de Exemplos de Producdo 1 ¢ 3 com um
leite substitute mostrado abaixe foram usadas em Exemplos 11 e 12,
respectivamente, enquanto que uma racdo obtida misturando a composi¢do de
Exemplo Comparativo de Produgdc 1 em uma concentracio de 25 em massa
fo1 designada Exemple Comparativo 15. Uma ragdo obtida misturando lactose
na mesma quantidade que acima feoi designada Exemplo de Controle.

Os bezerros foram permitidos ingerir o leite substituio e uma ragio para

—

bezerro em periodo de amamentagdo (Ushikko, fabricado por Snow Brand
Seed Co., Ltd.) para cria-los aié que os bezerros se tornassem de 35 dias de

idade, e a ocorréncia de diarréia ou perda de fezes durante o periodo foi

observada.

(Composicdo de leite substituto)

(% em massa)

Leite em po6 desnatado 6o
Soro 10
Seba bovino ~ 12,2
Lecitina 0,8
Vitaiminas, minerais, = outros aditivos S

(Critério de avaliacdo de ocorréncia de diarréia ou perda de

Freqlientemente: Numero total de bezerros que desenvolveram
diarréia no periodo de teste é 10 ou mais.

Dificilmente: Numero total de bezerros que desenvolveram
diarréia no periodo de teste é menor do que 10 e 5 ou mais.

Muito  dificilmente: Numero total de bezerros que

desenvolveram diarréia no periodo de teste € menor do que 5.
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Os resultados sdo mostrados em Tabela 5

Tabela 5
- . Peso coiporal | Peso corporal | Ocorréncia
Quantidade de agente gy e gy P P
.. médio de bezerros | médio de | de diarréia ou
adicionada (baszado ST
~ o no momento  de | bezerros 2& dias | perda de
em racdo seca) (Yo) s .
inicio (kg) depois (kg) feces
Exemplo 11 2.6 495 70,2 Muito
dificilmente
Exemplo 12 2.0 50,0 70,3 Muiteo
dificilmente
Exemplo 2.0 499 59,0 Dificilmente
Comparativo 15
Exemplo de | 2.0 50,1 69,0 Freqiienteme
Conirole nte

Os pesos corporais dos bezerros alimentados com o leite

substitutos de Exemplos 11 e 12 foram mais aumentados comparados com
aqueles dos bezerros alimentados com o leite substituto de Exemplo
Comparativo 15. Enguanto isso, nos casos dos bezerros alimentados com os
leites

substitutos de Exemplos 11 e 12, o3 escores de diarréia ou perda de

fezes foram significantemente menores do que o escore dos bezerros
alimentados com o leite substituto de Exemplo Comparativo 15. Os resuitados
sugerem que os agentes de controle de bactéiia prejudicial contendo esporos

de Bacillus thuringiensis da presente invencio podem promover o ganho de

re

peso corporal de bezerros e tém capacidade de prevenir ou melhorar diarréia
ou perda de fezes.

Os resultados de crescimento/criagdo de pintos, filhotes de
porca, e bezerros revelam que, se uma racdo contendo um agente de controle
de bactéria prejudicial da presente invencdoe é dada, Bacillus thuringicnsis é

colonizado no intestino em uma alta freqliéncia para melhorar digestic e

absorcdo das  racGez e para promover o crescimento, e para

prevengdo/melhora de um sintoma indesejavel tal comc diarréia ou perda de

(7) Teste de efeito de melhorar qualidade de leite

Ragbes obtidas misturando os agentes de controle de bactéria

-~

prejudicial de Exemplos de Produgéo 1 ¢ 3 com uma ragio para vaca leiteira
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(4,5 kg de milho, 2,5 kg de cevada, 1,1 a 1,§ kg de beterraba, 1,8 kg de
semente de algoddo, 1,4 to 1,6 kg de soja desengordurada, 0,6 kg a 1,2 kg de
soja, 10 a 12 kg de capim seco, e 160 a 220 L. de azua) foram usadas em
Exemplos 13 e 14, respectivamente, ¢ separadamente dadas a vacas leiteiras
(Holstein) dos respectivos grupos, cada grupo consistindo de 30 vacas. Uma
racdo obtida misturando a composiciao de Exemplo Comparativo de Producio
1 com uma ragdo para vaca leiteira foi designada Comparative 16 e dada da
mesma maneira que acima. Em adicdo, uma racio obtida misturando lactosz
ao invés de um agente de controle de bactéria prejudicial foi desiznada
Exemplo de Contrele e dada da mesma maneira que acima.

Para as vacas leiteiras dos respectivos grupos, ordenha foi
realizada em intervalos de 10 dias 17 vezes, e as proporgdes de gordura de

leite e proteina de leite e & proporgdo de solido de leite desnatado de cada leite

foram medidas para calcular valores médios.

::T\

s resultados 230 mostiados em Tabela

Tabela 6
Quaniidade de agenie | Proporgdo  de | Froporgdo  de | Proporgéio de
adicionada (baqcado sordura de leite | proteina de | sélido de leite
ém racio seca) (%) (%) leite (%) sem gordura (%)
Exempls 13 | 0.5 | 4,10 | 3,39 0.0]
Exemplo 14 | 0.5 | 5,00 3,42 5,90
Exemplo 0,5 3.92 3,26 8,84
Comparativo 16
Exemplo de | 0.5 289 3.15% 5,79
Controle

O teor de gordura de leite, teor de proteina de leite, e teor de
solido de leite sem gordura em cada leite producido pelas vacas leiteiras
alimentadas com as ra¢des de Exempios 13 e 14 revelaram ser maiores do que
aqueles em cada leite produzido pelas vacas leiteiras alimentadas com a racio
de Exemplo Comparativo 16. Qs resultados revelam que os agentes d
controle de bactéria prejudicial contendo esporos de Eacillus thuringiensis da
presente invencéo tém capacidade de melhorar a qualidade de leite de uma

vaca leiteira.
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(&) Estudo de desafio de Salmonella cnieritidis para pinto

Ragdes obtidas misturando os agentes de conirole de bactéria
prejudicial de Exemplos de Producdo 1 a 4 em uma concentracdo de 0,2% em
massa com respeito 4 massa total de uma racdo para pinto (para frango SD em
estagio precoce, fabricado por Nippon Formula Feed Mfg Co., Ltd., uma
racio ndo suplementada com nenhuma substdncia antibacteriana) foram
usadas em Exemplos 15 a 1§, respectivamente. Pintos dos respectivos grupos,
cada grupo consistindo de 12 pinios eclodides de ovos chocados derivades de
frangos de corte (espécie: Chunky), foram permitidos ingerir as ragdes de
Exemplos 15 a 18 por 12 dias. Por outro lado, racdes cobtidas misturando as
composicées de Exemplos Comparativos de Producdo 1 e 2 em uma
concentragdc de 0,2% em massa foram usadas em Exemplos Comparativos 17
e 1%, Umia ragdo obtida misturando lactose ao invés de um agente de controle
de bactéria prejudicial em uma concentragdo de 0,2% em massa foi designada
Exemplo de Centrole ¢ alimentada aos pintos da mesma maneira que acima.
Cuando pintos chegaram aos 7 dias de idade, os pintos foram oralmente
desafiados por Salponella enteritidis (SE) a 1,2 » 10’ CFU/pinto. E quando
03 pintos chegaram aos 12 dias de idade, o contetido cecal e as fezes foram
coletados de cada pinto. As fezes foram coletadas Jimpando a cloaca com
esitegdes. A SE usada foi uma linhagem separada do contelido cecal e uma
galinha gue havia morrido em uma fazenda de um produtor aviario em distrito
de Gunma.

a1 Creyes PRI, DR
cecals ioram contaaas

As células viaveis de SE nos ¢ 2tido

n

belo seguinte método para calcular indices de infeccido e indices de defesa.

o

] 2z de cada conteudo cecal foi diluido 10 vezes com salina
tamponada com fosfato esterilizada, ¢ a solucdc foi bem misturada para
preparar uma solucdo estoque de amostra. Subsegilientemente, a solucio
estoque de amostra foi serialmente diluida 10 vezes com salina fisiolégica

esterilizada para preparar solucdes serialmente diluidas. A solugéo estoque de



oy

15

20

25

o

[F¥]

7

amosira e solucdes serialmente diluidas foram separadamente borradas em
meic de placa de azar SS “Nissui” (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co.,
Ltd.) em um meio de placa de agar verde brilhante (fabricado por Difco
Laboratories) em uma quantidade de 0,1 ml e cultivados a 37°C por 24 horas,
e o numero de coldnias tipicas de SE multiplicadas em cada meio de placa foi
medido. Além disso, células bacterianas foram coletadas das colénias e
inoculadas em meio de dgar SIM para teste de descarboxilagdo de lisina
“Nissui” (fabricade por Nissui Pharmaceutical Co., 1.td.) e meio de agar TSI
“Nissui” (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), e elas foram
cultivadas a 37°C por 24 horas para confirmar suas propriedades.

O numero de celulas vidveis de SE em 1 2 do conteudo cecal
foi calculado muliiplicande o nimero de colénias confirmadas de serem SE
por um fator de diluicdo da sc»lugé@ iluida. Baseado nos resultados, indices
de infeccdo e indices de defesa foram calculados como segue. O indice de
infeccdo € um valor indicando a taxa de infecgdo de um patdzeno, enquanto
que o indice de defesa é um valor indicando a capacidade de cada racfo de
proteger a infeccdo de um patdgenc, o qua é comparado com o caso de
administracdo de uma racac ndo contendo uma bactéria Bacillus.

indice de infeccio: valor médio de lozaritmos dos nimeros de

céluias vidveis de SE em contetdos cecais dos respectivos individuos (valor
médio de log CFU/zg)

Indice de defesa: indice de infecgdo de grupo de
controle/indice de infeccda de cada grupo de teste

Para cada excremento coletade da cloaca, cultura qualitativa
foi realizada pelo seguinte método para observar as propriedades de SE. Isto
¢, se coldonias de SE foram detectadas ou nio em cada individuo foi
confirmado por: suspendendo as fezes acopladas a um esfregéo em 10 ml de
salina tamponada com fosfato esterilizada para preparar uma solucdo estoque

de amostra; borrar a solucdo em uma quantidade de 0,1 ml em meio de agar
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SS em um meio de placa de agar verde brilhante; e realizar cultura a 37°C por

Além disso, foi determinado se homoserina lactona esta
presente nos conteudos cecais dos respectivos grupos coletados acima.

Primeiro, o seguinte teste foi realizado para avaliar a relacio
entre a concentracao de homoserina lactona e indugdo de um mecanismo
bacteriano auto-induzido.

Chromobacterium violaceum CV026 foi inoculada em meio
LB e cultivada com agiiacdo a 23°C durante a noite. Subseqiientemente, 50 pl
da solucdo de cultura de CV026 obtida acima e 50 pl de uma solucdio aquosa
de 2% de canamicina esterilizada por filtracdo foram adicionados a 5 ml de
um meio de dgar LB semifluido (0,3%%), que havia sido esterilizado em uma
autoclave e resfriado a 45°C, e 5 ml do meio de agzar LB semifluido foi
disposto em meio de agar LB que foi previamente preparado em uma placa de
petri com um didgmetro de @ cm. O azar foi solidificado, e 50 pi de 500 pM,
50 pM, ou 5 uM de OHHL (fabricado por Sizgma) foi adicionado em gotas 2
superficie do meio LB disposto com linhagem CV026 e seco por 30 minutos,
seguido por cultura a 28°C por 24 horas. Como um resultado, no meio onde
500 pM ou 50 pM de OHHL foi adicionado em gotas, inducio de violaceina
foi observada ao redor da regido onde OHHL foi adicionado em gotas,
enquanto que no meio onde 5 WM de OHHL foi adicionado em zotas, inducic
de violaceina néc foi observada ao redor da regido onde OHHL foi adicionadc
em gotas.

Posteriormente, a solucdo estoque de cada contetdo cecal em
salina tamponada com fosfato esterilizada preparada acima foi centrifugada a
4°C per 30 minutos a 28.G00 > g, e urn volume dupio de diclorometano (gran
especial, fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) foi adicionadao
a0 sobrenadante resultante, seguido por agitacdo por 1 hora para realizar

extragdo. A extracfo foi repetida duas vezes. As camadas orgénicas foram
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combinadas, e agua fol removida com sulfato de sédio anidro (grau especial,
fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Entdo, evaporacio foi
realizada para remover o solvente, e 50 pl de agua esterilizada foi adicionado
a isto. A solucdo assirn preparada do contendo cecal de cada grupo foi
adicionada em gotas em uma quantidade de 50 pl na superficic do meic LB
disposta com CV026 e seca por 30 minutos, e cultura foi realizada a 28°C por
24 horas. Depois de cultura, inducio de violaceina foi observada ao redor da
regido onde a solucio descrita acima foi adicionada emn gotas.

Enquanto isso, as concentragdes de células bacterianas de

Bacillus ihuringicnsis adicionado nas fezes durante o periodo de criagdo
foram medidas, e as concentracdes médias foram calculadas para os
respectivos grupos.

Os resultados sdo mostrados em Tabela 7.

Tabela 7

‘ MNumero de | Niamero de individuos | Inducdo  de | Concentracio
céivias vidveis em | cujas fezes, coleiadac | violaceina celular de
conteado cecal a pariir da cloaca, | em conteido | bactéria Eacillus
Indice indice | contém SE cecal adicionada em
de de Womero de pintos de fezes (ot 10°
infecclo | defesa | teste(12) CFU/g)

Exemplo 15 1,2 7,1 2 - 10,3
Exemplo 16 2,] 4,0 3 - 2.9
Exernplo 17 0,8 10,6 1 - 13,5
Exemiplo 18 1.9 4,5 2 - 11,0
Exemplo _ 14 1o 5 N 0.2
Comyparativo 17 i )
Exemplo 5.1 1.7 o + 0.3
Comparativo 18 ’

Exemplo de S5 ) - n 0.0
Controle ’ ’

+: Inducéo de viclaceina foi observada. -: Indu¢io de violaceina nio foi okservada.

No caso dos pintos administrados com as racdes contendo
Bacillus thuringiensis de Exemplos 15 a 18, as concentracdes de células
bacterianas de SE nos contendos cecais foram extremamente baixas, e os
indices de infeccdo da bactéria Salmonella foram extremamente baixos. Em

adicdo, uma inspegdo visual das visceras dos pintos mostrou que existem

poucas lesdes com sangramento no ceco. Como € claro a partir dos indices de
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defesa, os indices de infeccdo revelaram ser cerca de 1/4 a 1/10 comparados
com Exemplo de Controle.

Nos casos dos pintos alimentados com as ragdes de Exemplos
Comparativos 17 e 18, multiplicacido de SE foi ligeiramente inibida
comparada com Exemplo de Controle. Uma inspecio visual das visceras dos
pintos mostrou que existem lesdes com sangramento no ceco em uma alta
freqiiencia. Nas fezes dos pintos alimentados com as racdes de
Exemplo 15 a 18, a bactéria adicicnada foi detectada a 9,9 = 10° CFU/
(grama de excremento bruto de pinto) ou mais, e os niuneros de células
vidveis foram significantemente maiores comparados com Exemplos
Comparativos.

Os resultados revelam que os agentes de controle de bactéria
prejudicial para animais coniendo esporos de Facillus thuringiensis da
presente invencio podem inibir multiplicagéo de SE e podem inibir ex.pressio
d= fator bacteriano autc-induzidos pois a linhagem ndo é morta em um trato
digestivo tal como estémago ou intestino e jorma colénias no intestino. Isto &,
adicdo de espoics de uma bactéria Bacillus ihuringiensis da presente invencio
a uma ragdo ¢ efetiva em prevengdo/iratamenio de doengas infecciosas
intestinais causadas por SE.

(9) Estudo de desafio de Escherichia coli para porco

Ragdes obtidas misturando os agentes de controle de bactéria
prejudicial de Exemplos de Preducgfio 1 e 3 em uma concentracio de 9,5% em
massa cam respeito a massa total de uma racdo para suino (Premium Series,
tabricado por Showa Sangyo Co., Lid.) foram usadas em Exemplos 19 e 20,
respectivamente, & porcos dos respectivos grupos, cada grupe consisiindo de
30 porcoes (35 dias de idade), foram permitidos ingerir as ragdes por
19 dias. Da mesma maneira que acima, uma racfo obtida misturando a
composicdo de Exemplo Comparative de Producdo 1 em uma conceniracio

de 0,5% em massa foi designada Exemplo Comparativo 19
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¢ dada acs porcos. Em adic@o, uma racio obtida misturando lactose ao invés
de um agente de controle de bactéria prejudicial em uma concentracdo de
0.5% em massa foi designada Exemplo de Controle e dada aos porcos.
Quando os parcos chegaram aos 40 dias de idade, os porcos foram oralmente
desafiados por uma bactéria de doenca de edema (Escherichia coli) a 1.8 =
10° CFU/porco. A bactéria de doenca de edema usada foi uma linhagem
separada do contetdo intestinal de um porco, que havia desenvolvido doenca
de edema e morreu em uma fazenda de engorda em Kitalyusyu. Os porcos
foram criados até que os porcos chegassem aos 54 dias de idade, e as taxas de
mortalidade de porcos do respectivo 2rupo foram calculadas.

Em adicéo, o namero de células viaveis de E. coli no conteido
de intestino delgado foi medido pelo seguinte método. 1 2 do conteGdo de
intestino delgade foi diluide 10 vezes com salina tamponada com fosfato
esterilizada, e o conjunio foi bem misturado para preparar uma solucio
estoque de amostra. Subseqlientemente, a solucdo esioque de amostra foi
serialmente dilvida 10 vezes com salina fisioldgica esterilizada. A solucdo
estoque de amostra e solucSes serialmente diluidas foram separadamente
borradas em meio de placa de dgar DHL (granulo) “Nissui” (fabricado por
Nissui Pharmaceutical Co., Lid.) em uma quantidade de 0,1 ml, e cultura foi
realizada a 27°C por 24 horas, seguido por medida do ntimero de colénias
tipicas de E. coli multiplicadas em cada meijo de placa. O ntmero de células
viaveis de E. coli em 1 g do conteudo de intestino delgado foi caleulado
multiplicando o nimero de colénias confirmadas de serem E. coli por um
fator de dilui¢do da solugdo diluida, e o indice de infeccéo foi calculado pelo
seauinte métode.

Indice de infeccdo: valor médio de logaritmos dos nimeros de
células viaveis de E. coli em intestinos delgados dos respectivos individuos
(valor médio de log CFU/2)

Além disso, a fim de avaliar a presenca ou auséncia de
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homoserina lactona no conteido de intestino delgade, induco de violaceina
foi observada pelo mesmo méiodo do que aquele descrito no item (8) usando
linhagem CVO026.

(s resultados sdo mostrados em Tabela 8

Tabela S

Taxa de mortalidade | Numero de células vidveis | Inducéo de
4 dias depois de | em contendo de intestino | vinlaceina em
infeccdo de bactéria de | delgado (log CFU/2) | contenda de
doenca de edema (%) (indice de infecsén) intestino delgado
Exemplo 19 | 10 0.2 -
Exermnplo 20 B 1,1 | -
E::emplo 43 5,9 -
Comparativo 19
Exemplo de Confrole | 60 3.2 --

--: Inducéo de violaceina {o1 observada. -: Jnduc E« de violaceina néo fol observada.

A taxa de mortalidade de Exemplo de Controle e a taxa de
mortialidade do grupo de teste de Exemplo Comparative 19 revelaram ser
00% e 43", respectivamente, e uma fase de doenca de edema ial como edema
de palpebra ou torcicolo foram observadas em porcos mortos. Em porcos
sobreviventes, perda de vitalidade ou pele aspera foi observada. Nos casos
dos porcos alimentados com os agentes de controlz de bactéria prejudicial
contendo Bacillus ihuringiensis de Exemplos 19 e 28, as taxas de mortalidade
revelaram ser 10%% cu menos.

Nos casos de Exemplos 19 e 20, muliiplicacio de E. coli foi
inibida nos contetdos de intestino deigado dos porcos. Em adicéo, inducio de
fatores bacteriancs auto-induzidos foi inibida. Os resultados revelam que
administracan dos agentez de controle de bactéria prejudicial contendo
esporos de Bacillus thuringiensis da presente invencdo a porcos € efetiva em
prevencac/irataments de infeccio por bactéria de doenca de edema.

(10) Estudo de desafio de Salmoneila para bezerro

Bezerros machos de uma semana de idade (Holstein) dos
respectivos grupos, cada zrupo consistindo de § bezerros, foram criados.
Ragdes obtidas misturando os agentes de controle de bactéria prejudicial de

Exemplos de Produgdo 1 e 3 em uma concentracio de 2,0% em massa com
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uma racdo misturada para bezerro (Miracle Mate, fabricado por Scientific
Feed Laboratory Co., Ltd.) foram wusadas em Exemplos 21 e 22,
respectivamente, enquanto que uma racio obtida misturando a composicio de
Exemplo Comparative de Producio 1 em uma concentracio de 2,0% foi
designada Exemplo Comparativo 20. Em adicdo, uma racdo wobtida
adicionando lactose ao invés de um agente de controle de bactéria prejudicial
em uma quantidade igual foi designada Exemplo de Controle. Estas racées
misturadas para bezerro foram dadas aos bezerros até gque os bezerros
chegassem a 4 semanas de idade. Quando os bezerros chegaram a 2 semanas
de idade, os bezerros [oram oralmente desafiados por uma Salmonclla
typhimurivm (ST) a &9 + 10° CFU/bezerro. A ST usada foi uma linhagem
separada de um excremento iresco de uma vaca, que havia desenvolvido
diarréia na fazenda de um fazendeiro leiteiro em Kitakyusyu. Os bezerros
ioram criados até que os bezerros chegassem a 4 semanas de idade, e as taxas

de mortalidade dos bezerros dos respectivos

m

upos ioraim caleuladas.

Em adicdo, o nimero de células viaveis de ST no conteudo de
intesiino delgado coleiado foi medido pele seguinte métado. 1 = do contetdo
de intestino delgado foi diluide 10 vezes com salina tamponada com fosfato
esterilizada, e o conjunto foi bem misturado para preparar uma solucio
estoque de amostra. Subseqlientemente, a sclucio estoque de amostra foi

serialmente diluida 10 vezes com salina fisiologica esterilizada. A solucio
estoque de amostra e solucdes serialmente diluidas foram separadamente
borradas em meio de placa de dgar SS “Nissui” (fabricado por Nissui
Pharmaceutical Co., Ltd.) em um meio de placa de agar verde brilhante
(fabricado por Difco Laboratories) em uma quantidade de 0,1 ml, e cultura foi
realicada a 37°C por 24 horas, segnido por medida do nimero de colénias
tipicas de ST multiplicadas em cada meio de placa. A bactéria foi coletada das
colénias e inoculada em meio de dgar SIM para tesie de descarboxilacio de

lisina “Nissui” (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) e meio de azar
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TSI “Nissui” (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), ¢ cultura foi
realizada a 37°C por 24 horas para confirinar as propriedades da bactéria.
Subseqgiientemente, o nimero de células viaveis de ST em 1 z do contendo de
iniestino delgado foi calculado multiplicando o ntimero de colénias por um
fator de diluicédo da solucio diluida.

Além disso, a fim de avaliar a presenga ou auséncia de
homoserina laciona no conteddo de intestino delgado, inducdo de violaceina
foi observada pelo mesmo método do que aquele descrito no item ($) usando
linhagem CV0206

05 resultados sdo mostrados em Tabela 9.

Tabela 9

Exeinplo Comparaiivo 20 | 50.0
E=emplo de Controle 50.0

+: Indugdo de vialaceina f01 observada. -: Inducio de violaceina ndo foi observada.

-
!

E)

Taxa de | Mimero  de  células | Inducio de
mortalidade 14 | vidveis em conteido de | violaceina em
dias depois de | intestino delgade  (log | contendo de intestino
infeccdo de ST | CFU/g) delzado
1%%) ‘ (indice de infeccdo)
Exemplo 21 12,5 [ 1,2 -
Exemplo 22 0,0 | ] -
|
[
|

Lafun —
(%)

b

Ambas as taxas de mortalidade de Exemplo de Controle ¢ do
zrupo de teste de Exemplo Comparativo 20 revelaram ser 50%:, ¢ os bezerros
mortos exibiram fases tal como fezes barrentas amarelas ¢ amarronzadas,
fezes mucosas e com sangue, desidratacio, e astasia no momenio de
amamenta¢do. Em bezerros sobrevivenies, diarréia foi observada. As taxas de

maortalidade dos bezerros alimeniados com os agentes de controle de bactéria

prejudicial de Exemplos 21 e 22 revelaram ser tdo baixas quanto 12,5% ou
menos, € em particular, a taxa de mortalidade dos bezerros alimentados com o
agente de controle de bactéria prejudicial de Exemplo 22 revelou ser 096
Enguanto isso, nos contelidos de intestino delgado dos
bezerros de Exemplos 21 e 22, multiplicacdo de ST foi inibida. Em adicéo,

inducdo de fatores bacterianos auto-induzidos foi inibida. Os resultados

revelam que administraciio dos agentes de controle de bactéria prejudicial
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contendo esporos de Eacillus thuringiensis da presente invengdo a bezerros é
efetiva em prevencio/iratamento de infeccio de ST.
(11) Estudo de desafio de Closiridiiinm para pinto

Racdes obtidas misturando os agentes de controle de bactéria

)]

pirejudicial de Exemplos de Producio 1 a 4 em uma concentracio de 0,2%% em
massa com respeito a massa total de uma racio para pinto (para frango SD em
estagio precoce, fabricado por Nippon Formula Feed Mfz Co., Lid., uma
racic ndc suplementada com nenhuma substincia antibacteriana) foram
usadas em Exemplos 23 a 24, respectivamenie. Pintos dos respectivos 12
grupos, cada grupo copsistindo de 12 pintos eclodidos de ovos chocados
derivados de frangos (espécie: Chunky), foram permitidos ingerir as racdes de
Exemplos 23 a 26 por 14 dias. Por outro lado, ragdes obtidas misturando as
composicdes de Exemplos Comparativos de Producdc 1 e 2 em uma
concentracdo de 0,.2%% ent massa foram usadas em Exemplos C«:»mparativos 21
e 22 e alimentadas a & giupos. Uma racdo obtida misturando lac a0 inves
de um agente de controle de bactéria prejudicial em uma concentracio de
0,2% em massa foi designada Exemplo de Controle e alimentada a 3 2rupos
dos pintes da mesma maneira que acima.

Quando os pintos chegaram aos 7 dias de idade, os pintos
foram oralmente desafiados por Clostridium perfrizens (CP) a 1,0 = 10°
CFU/pinto, e 1,0 = 107 CFU/pinto, ou 1,0 - ll)g/pinto. E quando os pintos
chegaram aos 14 dias de idade, o contetdo cecal e as fezes foram coletados de
cada pinto. As fezes foram coletadas limpando a cloaca com esfregdes.

As celulas viaveis de CP nos conteudos cecais foram contadas
pelo seguinte método para calcular indices de infeccdo e indices de defesa.

1 g de cada conteude cecal foi diluido 19 vezes coin salina
tamponada com fosfato esterilizada, e a solucdo foi bem misturada para
preparar uma solucdo estoque de amostra. Subseqlientemente, a solucao

estoque de amostra foi serialmente diluida 10 vezes com salina fisioldgica
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esterilizada para preparar solucdes serialmente diluidas. A solugdo estoque de
amosira e solugdes serialmente diluidas foram separadamente borradas em um
meio para medir Clostridia (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.)
em uma quantidade de 0,] ml e cultivadas anaerobicamerite usando
Anaeropack Kenki a 35°C por 24 horas, e © mumerce de coldnias pretas
multiplicadas em cada meio de placa foi medido. Além disso, células
bacterianas foram coletadaz das colonias e inoculadas em meio de dgar CW
suplementado com gema de ovo (fabricado por Nissui Pharmacsutical Co.,
Lid.), e elas foram cultivadas aerobicamente e anaerobicamente a 35°C por 24
a 48 horas para confirmar suas propriedades.

O nimero de células viaveis de CP em 1 g do conteudo cecal

foi calculado multiplicands o nimero de colénias confirmadas de serem CP
por um fator de diluic@io da soluc@e diluida. Baseado nos resultados, indices
J >

de infecgdo e indices de defesa foram calculados como segue.

Indice de infecciio: valor médio de logaritmos dos nimeros de
células viadveis de CP em coniendos cecais dos respectivos individuos (valor
médio de log CFU/g)

indice de defesa: indice de infeccio de grupo de
controle/indice de infeccdo de cada grupe de teste

Para cada excremento coletado da cloaca, cultura qualitativa
foi realizada pelc seguinte méiodo para observar as propriedades de CP. Isto

, se colonias de CP foram deiectadas ou ndo na cloaca de cada individuo foi
confirmado por: suspendendo as fezes acopladas a um esfregao em 10 ml de
salina tamponada com fosfato esterilizada para preparar uma solucdo estoque
de amostra; borrar a soiugdo em uma quantidade de 0,1 mi em um meio para
medir Clostridia; realizando cultura anaerdbica a 35°C por 24 horas usando
Anaeropacl: Kenki para avaliar formacdo de colénias preias multiplicadas em
cada meio de placa; coletando a bactéria das coldnias; inoculando-as para

meio de agar CW suplementado com gema de ovo; e realizando cultura
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aerdbica e cultura anaerdbica a 35°C por 24 a 48 horas.

Em adicdo, as concentracdes celulares da bactéria Bacillus
adicionada nas fezes durante o periodo de criagdo foram medidas para
calcular concentragdes médias para os respectivos grupos.

s resultados de desafio de CP a 1,0 x 10 CFU sdo mostrados
em Tabela 10; os resultados de desafio de CP a 1,0 x 107 CFU sio mostrados
em Tabela 11; e os resultados de desafio de CP a 1,0 < 10® CFU sio

mostrados em Tabela 12.

Tabela 10
Desaficde CP a 1,0 x 10° CFU
HNiamero de células | Mamero de individuos | Concentragdo celular
viaveis em  conteudo | cujas fezes, coletadas a | de bactéria Bacillus
cecal partir  da cloaca, | adicionada em fezes
indice de [Indice de | contém CP Namero de (x 10° CFU/g)
infeccdo defesa pintos de teste (12)
Exemplo 23 | 3.5 2.3 B 105
Exemplo 24 | 3,2 2,0 4 253
Exepiplo 25 3.2 2,3 3 | 31,4
Eremiplo 26 3.8 2,1 ) 221
Exemplo .
Fremplo 5,3 1,4 11 0,6
Comparativo 21
Exemplo 5,7 12 12 0,5
Comparativo 22
Exemplo de Controle | 7.5 | - | 12 0,0
Tabela 11

Desafio de

CPal,0x 10" CFU

Wamero de células vidveis | Ihimero de individuos cujas | Concentragio celular
e conteddo cecal fezes, coletadas a partir da | de bactéria Bacillus
Indice de 1 ndlce de | cloaca, contém CP adicionada em fezes
N . . PN 106 o

infecz30 | defe I'imero de pintos de teste (12) | (x 10° CFU/g)

Eremplo 23 a4 | 1,5 | 11 | 15,6

Exermolo 24 4.0 | 2.0 0 200

Exzemplo 25 | 4.3 1.0 10 27,4

Exemplo 26 | 2,1 2,0 | 10 24,5

Eremplo 6,2 1.3 12 0,4

Coimparativo 21

Exemplo 6,6 1,2 12 0.5

Coimparativo 22 i

Exemplo de -

! 5.1 - 12 0,0
Controle
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Tahela 12

Desafio de CP a 1,0 » 10° CFU

HWimero de células viaveic | Mamero de individuos | Conceniracdo celular
em conteudo cecal cujas fezes, coletadas a | d= bactéria Eacillus
Indice de | Indice  de | partir da cloaca, 3'diCi‘g'mda- em fezes
infeccdo defesa coniém CP Namero de | ¢ 107 CFU/2)
pintos de feste (12)

Exemplo 23 | 6,3 1,2 12 22,3

Exemplo 24 6,0 1,3 12 18,

Exemplo 25 5.9 1.3 11 30,3

Esemplo 26 6,1 J 11 17,5

Exzmplo 7,7 1,1 12 0.5

Comparativo 21

Ewemple 7,0 1,0 12 0.5

_ompatativo 22

E:-:emp]o de 7.8 i 17 0.0

_onirole

Nas fezes dos pintos alimentados com as racdes contendo
Bacillus ihuringiensis de Exemplos 23 a 26 da presente invencio, a bactéria
EBacillus adicionada foi detectada em concentracdes de 1,5 « 107 CFU/gz
(grama de excremento bruio de pinio) ou mais, que foram significantemente
maiores do que aquelas nas fezes dos pintos alimentados com as racdes de
Esxemplos Comparativos. No caso de desafio de CP a 1,0 = 10° CFl, os
indices de infec¢do de CP foram exiremamente baixos, resultando em aitos
indices de defesa, enquanto que no caso de desafio de CP a 1,0 » 107 CFU,
efeito de inibir multiplicacio de CP foi diminuido. Em adicdo, no caso de
desafio de CP a 1.0 = 10° CFU, efeito de inibir multiplicacdo de CP niao foi
suficiente. No caso onde os pintos alimentados com as ragdes de Exemplos
Comparativos 21 e 22 foram desafiados por uma pequena quantidade de CF,
multiplicacéo de CP foi ligeiramente inibida comparada com Exemplo de Controle.

Os resultados revelam que, quando as racdes contendo os
agentes de controle de baciéria prejudicial da presente invencéio sio dadas, a

Bacillus thuringiensis ndo € morta no estémago e forma colénias no intestino

.

Oz resultados revelam adicionalmente que, no caso onde o nimero de células
de CP administradas ¢ menor do que o niimero de células viaveis de Bacillus

é
thuringiensis em 1 ¢ do contetdo cecal, o efeito de inibir multiplicaciio de CP
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¢ particularmente alto. Portanto, Bacillus thuringiensis é considerado formar
colbnias no intestino e excluir competitivamente CP.
{12} Estudo de desafio de bactéria Clostridium para bezerro

Bezerros machos de uma semana de idade (Holstein) dos
respectivos grupos, cada grupo consistindo de 8 bezerros, foram criados.
Racdes obtidas misturando os agentes de controle de bactéria prejudicial de
Exemplos de Producéo 2 ¢ 3 em uma concentracdo de 2,0% em massa com
uma racdo misiurada para bezerro {(Miracle Maie, fabricado por Scientific
Feed Laboratory Co., Ltd.) foram usadas em Exemplos 27 e 28,
respectivamente, enquanto que uma racéo obtida misturando a composicio de
Exemplo Comparativo de Producdo 1 em uma concentracdo de 2,0% foi
designada Exemple Comparative 23. Em  adicdo, uma racdo obtida
adicionando lactose ac invés de um agenie de controle de bactéria prejudicial
em uma quantidade igual foi designada Exemplo de Controle. Estas ragdes
misturadas para bezerro foram dadas acs bezerros até gue os bezerros
chegassem a 4 semanas de idade. Quando os bezerros chegaram a 2 semanas

lostridium perfingens

de idade, os bezerros foram oralmente desafiados por C
(CP) a 3,1 x 107 CFU/bezerro. Os bezerros foram criados até que os bezerros
chegassem a 4 semanas de idade, e as taxas de mortalidade dos bezerros dos
respectivos grupos foram calculadas.

Em adigdo, os conteudos de intestino delgado foram coletados,
e os numeros de células vidveis de CP foram medidos pelo mesmo método do
que acima para calcular indices de infeccéo e indices de defesa.

0Os resuliados sdo mostrados em Tabela 13.

Tabela 13

Taxa de mortalidade | Hmero de células vidveis de CP em
14 dias  depois  de | couteido de inisstino deigado
infeccds de CP (%) indice de infeccdo | Indice de defesa
Exeraplo 27 0] 4.7 2,1
Exemplo 23 0 3,5 2,5
Exemplo Comparativo 235 | 25 6,9 1,3
Exemplo de Conirole 3% 3,7
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Embora a taxa de mortalidade de Exemplo de Controle e a taxa

de mortalidade do grupo de teste de Exemplo Comparativo 22 tenham sido

g
2

(

% e 25%, respectivamente, a taxa de mortalidade dos grupos de teste
alimentados com a racdo de Exemplo 27 ¢ 28 foram 0%a.

Nos bezerros alimentados com as racdes de Exemplos 27 e 28,
os indices de infecgdo de CP foram muito baixos, e os indices de defesa foram
altos. Os resultados revelam que administragdo de vma ragio contendo um
agente de controle de bactéria prejudicial da presente invencio € efetiva em
prevencdo/iratamenio de doenca infecciosa de CP de bezerros.

(13) Estudo de desafio de Clostridium para filhote de porco

Filhotes de porco machos de trés semanas de idade (Large

Yorkehire) dos respectivos grupos, cada grupo consistindo de 25 porcos,

:‘

foram criados. Racgdes obtidas misturando os agentes de controle de bactéria
prejudicial de Exemplos de Producio 2 e 3 em uma quantidade de 0,5%: em
massa com respeite a massa total de uma racdo para filhote de porce (para
filhote de porco SD leite sintético em estagio precoce, fabricado por Nippon
Formula Feed Mfg Ceo., Ltd., uma ragido ndo suplementada com nenhuma
substidncia  antibacteriana) foram usadas em Exemplos 29 e 30,
respectivamente, e elas foram dadas aos porcos até que os porces chegassem a
6 semanas de idade. Por outro lade, uma racdo obtida misturando a
composicido de Exemplo Comparativo de Producio 1 foi designada Exemplos
Comparativos 24, e uma ragdo obtida misturando lactose ac invés de um
agenite de controle de bactéria prejudicial foi designada Exemplo de Controle.
As racdes foram dadas aos {ilhotes de porco da mesma maneira que acima.
Quando o3 porcos chegaram a 4 semanas de idade, os porcos
foram oralmente desafiados por Closiridium perfringens (CP) a 1,8 » 107
CFU/porco. Os porcos foram criados até que eles chegassem a 6 semanas de
idade, e as taxas de mortalidade de porcos dos respectivos grupos foram

calculadas. Enquanto isso, os contenidos de intestino delgado foram coletados,
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e os numeros de células vidveiz no conteudo de intestino delgados foram
medidos da mesma maneira que acima para calcular indices de infecgdo e
indices de defesa.

Os resultados sdo mostrados em Tabela 14.

Tabela 14

Taxz de mortalidade | INumero de células viaveis de CP em
14 dias depois de | contetido de iniestino delgado
infeccio de CP (%) Indice de infeccdo | Indice de defesa

Exemplo 29 17 3,9 2,3

Exemplo30 8 4.1 | 2,2

Exemplo Comparativo 24 | 48 7,7 1,2

Exemplo de Conirole | 60 3,9 -

Embora a taxa de mortalidade de Exemple de Controle e a taxa
de mortalidade do grupo de teste alimentado com a racdo de Exemplo
Comparativo 24 ienham zido 60% e 48%, respectivamente, a taxa de
mortalidade do grupo de teste alimentado com a ragédo de Exemplo 29 e a taxa
de mortalidade do grupo de teste alimentado com a racdo de Exemplo 30
foram 12% e 8%, respectivamente.

Nos casos dos grupos de teste alimeniados com as racdes de
Exemplos 29 e 30, os indices de infeccdo de CP foram muito baixos, e os
indices de defesa foram altos. Os resultados revelam que administracio de
uma ragdo contendo um agente de controle de bactéria prejudicial da presente
inven¢do ¢ efetiva em prevencio/tratamento de doenca infecciosa de CP de
POrcos.

(14) Produc@o de agente de controle de bactéria prejudicial
C meio de fermacdo de esporo usade no item (3) foi usado

para cultivar BGSC 4A3, BGSC 4D1, BGST 414, e BGSC 407 a 37°C por 7

[\

horas em um liguido. As solucdes de cultura resultantes foram centrifugadas
para coletar as células bacterianas. Agua esterilizada foi adicionada a isto de
forma que a densidade de esporos atingiv 1 « 10° CFU/ml para produzir
agentes de controle de bactéria prejudicial, que foram usados como Exemplos

31 a 34, respectivamente. A densidade de esporos foi medida: diluindo um
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agente de controle de bactéria prejudicial produzido para uma concentracio
apropriada usando agua esierilizada; aquecendo o agente a 70°C por 30
minutos para matar apenas células vegetativas; inoculando as células para um
meio de agar normal; e contando o nimero de colénias Tormadas.

Por outro lado, composicdes produzidas da mesma maneira
que acima usando Bacillus coagulans NBRC12583 e Bacillus subtilis
NBRC3009 foram wusadas em Ewxemplos Comparativos 25 e 26,
respectivamente.

(15) Tesie de criacdn de rato

Alimentacdo preliminar de ratos SD (Oriental Yeast Co., Ltd.,
machos, peso corperal inicial de 12C g foi realizada permitindo-os ingerir
livremente agua e uma ragéo para animais experimentais, MF (fabricado por
Oriental Yeast Co., Ltd.) em uma temperatura de criacdo de 23°C por uma
semana para confirmar a auséncia de aparéncias e comportamentos anormais.

ubseqlientemente, a suspensdo de esporos de Exemplo 31 foi diluida com
agua eaterilizada para preparar agentes de conirole de bactéria prejudiciai com
conceniracdes de esporos de 1 > 10° CFU/ml, 1 = 107 CFU/ml, e 1 » 10°
CFU/mi. O agenite de controle de bactéria prejudicial de Exemplo 31 foi
oralmente administrado a ratos dos respectivos grupos, cada grupo
consistindo de 10 ratos, uma vez por dia em uma quantidads de 1 ml por rato
usando um tubo de estébmago. Da mesma maneira que acima, testes foram

realizados para agentes de controle de bactéria prejudicial contendo as

suspensodes de esporos de Exemplos 32 a 34 e para as composicdes contendo
as suspensdes de esporos de Exemplos Comparativos 25 e 26. Em adicio,

wria composigdoe contendo agua esterilizada ao invés de uma suspensio de
esporos foi designada Exemplo de Controle, a qual foi usada em um teste da
mesma maneira que acima.

3 semanas depois, 0s pesos corporais dos ratos dos respectivos

grupos foram medidos, ¢ os valores médios de ganhos de peso dos grupos
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foram calculados. Além disso, fezes de um dia foram coletadas, e as
concentragdes de células da bactéria adicienada foram medidas para calcular
os valores médios dos respectivos grupos.

Os resultados sdo mostrados em Tabela 15 e 16,

Tabela 15

Aumento médio em peso corporal de ratos depois de 3 semanas (g)

Daose Dose Diase

) < 10° CFU/rato/dia | 1 = 107 CFU/rato/dia_| 1 10° CFU/rato/dia
Exzemplo 3] 156 165 | 172
Exemplo 32 155 109 171
Exemplo 33 155 157 169
Exemplo 34 | 157 | 158 170
Exzemplo Comparaiivo 25 | 144 143 141
Exenplo Comparaiivo 26 | 142 144 128
Exemplo de Controle | 130

Tabela 16

Concentragio celular bacteriana de bactéria adicionada em fezes

{(CFU/rato/dia)

Dose Doce Doce

! 10° CFU/rato/dia | 1 < 107 CFU/rato/dia | 1 - 10° CFU/rato/dia
Ezeniplo 31 | 6.5 <107 $.2 - 107 ¢,7 x 107
Exemplo 32 | 8,6 <107 §.9: 107 11.5 = 107
Exernplo 33 8,4 < 10 9.2:: 10 12,1 = 107
E:emplo 34 7,90 107 8.5+ 107 | 10,8 = 10’
Exemplo Comparativo 25 | 0,03 > 107 0,5: 107 | 1,9 > 10:

| 2,2 x 1

Exemplo Comparativo 26 | 0,05 3 107 |[03:: 10
Exemplo de Controle |

Durante o periodo de teste, mudangas anormais tal como
morte, doengas, e diarréia ndo foram observadas em todos os 2rupos. O ganho
de peso corporal dos ratos alimentados com os azentes de controle de bactéria
prejudicial contendo esporos de Bacillus thuringiensis de Exemplos 31 a 34
foi maior do que aguele dos ratos alimentados com as composicdes de

Exemplos Comparatives 25 e 26. Nas fezes dos ratos alimentados com os

mais, que € significaniemente maior do que aquelas de Exemplos
Comparativos. Quando a bactéria foi administrada em uma alta concentracio,
o 2anho de peso dos ratos se tornou maior. Os resultados revelam que esporos

de Bacillus thuringiensis da presente invencdo podem formar colénias no
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intestino pois eles ndo sdo mortos nos tratos digestivos ta] como estdmago e
intestinos de um rate e podem promover o zanho de peso do rato.
(16) Teste de defesa para infeccdo de bactéria Salmonelia

Alimentacio preliminar de camundongzos SPF de 7 semanas de
idade (BALB/c, Criental Yeast Co., Ltd., miachos) {oi realizada permitindo-os
ingerir livremente 4dgua e uma ragfio para animais experimentais, MF

(fabricado por Oriental Yeast Co., Ltd.) em uma temperatura de criacdo d

w

23°C por uma semana para confirmar a auséncia de aparéncias e
comportamentos ancrmais. ) agente de contrele de bactéria prejudicial
contendo a suspensiio de esporos de Exemplo 31 foi oralmente administrado a
camundongzos dos respectivos grupos, cada giupo consistindo de 10
camundongos, uma vez por dia em uma quantidade de 100 ul por
camundongo usando um tubo de estdmago. Da mesma maneira gue acima,
testes foram realizados para os agentes de controle de bactéria prejudicial
contends as suspensdes de esporos de Exemplos 32 a 34 e as composicdes
contendo as suspensdes de esporos de Exemplos Comparaiivos 25 e 26. Em
adicdo, uma composicdo contendo Agua esterilizada ao invés de uma
suspensdo de esporos foi designada Exemplo de Controle, a qual foi testada
da mesma maneira que acima.

7 dias depois do comeco de adminisiracdo das suspensdes de
esporos, os camundongos foram oralmente desafiados por Salmonclla
Typhimurium (ST) a 1,4 ]=ﬁ)4/can‘1undongo usando um tubo de estémago.
Em dia 14 de desafio oral de ST, oz conteudos cecais foram coletados. As
células viaveis de ST foram medidas pelo seguinte método. 1 g de cada

ontetudo cecal foi diluido 10 vezes com salina tamponada com fosfato
esterilizada, ¢ a solugdo foi bem misturada para preparar uma solucio estoque
de amostra. Subsegiientemente, a solucdo estoque de amostra foi serialmente
dilvida 10 vezes com salina fisiolégica esterilizada para preparar solucdes

serialmente diluidas. A solucdo estoque de amostra ¢ solucées serialmente
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diluidas foram separadamente borradas em meio de placa de dzar SS “Nissui”
(fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) em um meio de placa de agar
verde brilhante (fabricado por Difco Laboratories) em uma gquantidade de 0,1
ml, e cultura foi realizada a 37°C por 24 horas, sezuido por medida do

numero de colonias tipicas de ST multiplicadas em cada meio de placa. Além

()

disso, ¢élulas bacterianas foram coletadas das coldnias e inoculadas em meio
de azar SIM “Nissui” (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) ¢ meio
de agar TSI para teste de descarboxilacdo de lisina “Nissui” (fabricado por
Nissui Phaimaceutical Co., Ltd.), e elas foram cultivadas a 37°C por 24 horas
para confirmar suas propriedades. O numero de células viaveis de STem 1 g
de um excremento foi calculado multiplicando © nimero de colénias
confirmadas de serem ST por um fator de diiuicdo da solugdo diluida.

Além disso, a presenca ou auséncia de homoserina laciona no
conteudo cecal foi avaliada. Da mesma maneira que o método no item (S) acima,
uma exiracio de um contetido cecal foi adicionada em Zotas a superficie do meio LB
disposto com CVO020, e cultura foi realizada, seguido por observacio de inducdo de
violaceina ac redor das regides onde o extrate foi adicionado em gotas.

Os resultados sdo mostrados em Tabela 17.

Tabela 17

Taxa de morialidade | Nimero de células vidveis | Indugfio de
14 dias depois d¢ | de ST em conteido cecal | violaceina
iniecras de ST (%) (log CFU/z)
Exemplo 31 0 1,0 -
Exemplo 32 0 1.5 -
Eremple 33 Lo 1,3 -
Exemplo 34 | 0 2,0 -
Exemplas Comparativo 2 0 6,7 -
Exemplo Comparativo zo 10 | 7.1 +
Exeinplo de Conirole | %0 | 8,5 +
+: Inducio de violaceina foi obzervada.
-: Inducdo de violaceina néo foi observada.

Nos casos dos camundongos alimentados com o agente de
controle de bactéria prejudicial contendo esporos de Bacillus thuringiensis of
Exemplos 31 a 34 da presente invencéo, os nimeros de células viaveis de ST

nos conteudos cecais foram muito menores do que aqueles dos camundongos
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alimentados com as composicdes de Esiemplos Comparativos 25 e 26, e
formagdo de microgranulomas no baco e linfonodos mesentéricos e mudancas
inflamatorias no ceco ndo foram observadas de maneira nerthuma. Nos casos
dos camundonges alimentados com as composicdes de  Exemplos
Coinparativos, multiplicagdo de ST ol apenas ligeiramente inibida
comparada com Exemplo de Controle, e formacio de microgranulomas no
baco e linfonodos mesentéricos e mudancas inflamatdrias no ceco foram observados.
Enquanto is50, com os Exemplos de Controle, formacio de microgranulomas no
baco ¢ linfonodos mesentéricos e mudancas inflamatdrias no ceco foram observados.

O3 resuliados revelam que administracdo de esporos de Bucillus thuringicensis

pode inibir muliiplicacdo de ST e inibir expressio de fatores baclerianos auto-
g3
induzidos. Isto &, administracdo de esporos de Bacillus thuringiensis é efetiva

em prevencio/tratamenio de doencas infecciosas intestinais causadasz par ST,
(17) Teste de detesa para infeccio de bactéria Vibric

Alimentacdo preliminar de camundongos SPF de 7 semanas de
idade (ICR, Oriental Yeast Co., Ltd., machos) foi realizada da mesma maneira
que no item (16) acima para confirmar a auséncia de aparéncias e
comportamentos anormais. Lm agente de controle de bactéria prejudicial
contendo a suspenséo de esporos de Exemplo 31 foi oralmente administrado a
camundongos dos respectivos  grupos, cada grupo consistindo de 10
camundongos, uma vez por dia em uma quantidade de 100 pl por camundongo
usando wn fube de esidmage. Da mesma maneira que acima, tesies foram realizados
para azentes de controle de bacténa prejudicial contendo as suspensdes de esporos de
Exemplos 32 a 34 e as compasicdes contendo as suspensdies de esporos de Exemplos
Comparativos 25 e 26. Em adicdo, uma composicas contendo agua esterilizada ao
invés de uma suspensio de esporos foi designada Exemplo de Controle, a qual foi
testada da mesrna maneira que acima.

7 dias depois do comeco de administracdo das suspensdez de

esporos, os camundongos foram oralmente desafiados por Vibrio parahaemolyricus
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(VP)a 2,1 = 107/ camundongo usando um tubo de estdmago. Em dia 14 de desafio
oral de VP, os conteudos de intestino delgado foram coletados. As células visveis de
VP foram medidas pelo seguinte método. 1 g de cada contetido de intestino delgado
foi diluido 10 vezes com Caldo Sal Polimixina “Nissui” (fabricado por Nissui
Pharmaceutical Co., Ltd.), e a solucio foi bem misturada para preparar uma solucio
estoque de amostra. Subseqiientemente, a zolucdo estoque de amostra foi
serialmente diluida 10 vezes com Calde Sal Polimixina para preparar solucdes
serialmente diluidas. A solucio estoque de amostra e solugdes serialmente
diluidas foram separadamente borradas em um meio de agar TCBS “Nissui”
(fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) em uma quantidade de ¢,1 ml, e
cultura foi realizada a 37°C por 18 horas, seguido por medida do ntmero de
ias tipicas de VP muitiplicadas em cada meio de placa. O nimero de células
vidveis de VP em 1 2 do contendo de intestino delgado foi calculado multiplicando
o nimero de coldnias por um fator de diluigo da solugio diluida.

Além disso, a presenca ou auséncia de homoserina laciona no
conteudo de intestino delzado foi avaliada. Da mesma maneira que o método
no item (8) acima, uma exiracdo de um contetdo de intestino delgado foi

adicionada em gotas a superficie do meio LB disposto com CV026, e cultura

o

[ oas)

foi realizada, seguido por observacdo de indugdo de viclaceina ao redor das
regides onde o extrato foi adicionado em gotas.
Os resultados sdo mostrados em Tabela 18.

Tabela 18

Taxa de mortalidade | Humere de células | Inducio de
14 dias depois de | viaveis de VP em | violaceina
infeccio de VP (%) conteudo de intestino
delgads (log CFU/9)
Exzemplo 31 i0 4.7 | -
E: ul’[’l]’]u .)._'. 0 3,9 i -
Exemplo 33 10 472 -
Exemplo 34 0 4,8 -
Exemplo Comparativo 25 | 20 6,0 -
Eremnplo Comparativo 26 | 40 0,4 | +
Excmplo de Controle | 40 7,2 | -

-+ Inducdo de vinlaceina foi observada.
-: Inducéo de violaceina ndo foi observada.
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Nos casos dos camundongos alimentados com os agentes de
controle de bactéria prejudicial contendo esporos de Bacillus r’huringiensis de
Exemplos 31 a 34 da presente invencdo, os numeros de células vidveis de VP
nos conteudos de intestino delgado foram menores, e incha¢o do intestino
delgado e plenitude de conieado de intestino foram dificilmente observados.
Por outro lado, nos casos dos camundongoes alimentados com as composicdes
de Exemplos Comparativos 25 e 26, multiplicacdo de VP [oi apenas
ligeiramente inibida comparada com Exempio de Controle, e intestino delzado
inchado avermelhado e plenitude de contetdo de intestino foram observados. Qs
resultados revelam que administragdo dos esporos de Bacillus thuringiensis pode
mibiir multiplicagdo de VP e inibir expresso de fatores bacterianos auto-
induzidos. Isto é, adininistracdo de esporos de Bacillus ihuringiensis é efetiva em
prevencao/iraiamento de doencas infecciosas intestinais causadas por VP,
(1%) Teste de defesa para infeccdo de bactéria Camyprylobacter

Alimentacdo preliminar de camundongoes SPF de 7 semanas de
idade (BALB/c, Oriental Yeast Co., Ltd., machos) foi realizada da mesma
maneira que no item (163 acima para confirmar a auséncia de aparéncias e
comportamentos anormais. Um agente de controle de bactéria prejudicial
contendo a suspensidc de esporos de Exemplo 31 foi oralmente administrado a
camundongos dos regpectivos grupos, cada grupo consisiindo de 10
camundongos, uma vez por dia em uma quaniidade de 100 p] por camundongo
usando um tubo de estdmago. Da mesma maneira que acima, testes foram realizados
para agentes de controle de bactéria prejudicial contendo as suspensdes de ssporos de

Exemplos 32 a 34 ¢ as composicdes contenda as suspensdes de esporos de Exemplos
Comparativos 25 e 26. Em adicdo, uma composicio contendo agus esterilizada ao
invés de uma suspensido de esporos foi designada Exemplo de Controle, a qual foi
testada da mesma maneira que acima.

7 dias depois do comeco de administracdo das suspensdes de

esporos, os camundongos foram oralmente desafiados por Campylobacter
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jejuni (CJ) a 1,7 = 107/camundongo usando um tubo de estdmago. Em dia 14

de desafio oral de Cl, os conteudos de intestino delzado foram coleiados. As
células viaveis de CJ [oram medidas pelo seguinte méiodo. 1 2 de cada
conteudo de intestino delgado foi diluido 10 vezes com salina tamponada com
fostato esterilizada, e a solugo foi bem misturada para preparar uma solucéo estoque
de amosira. Subseqiientemente, a solucio estoque de amostra foi serialmente diluida
10 vezes com salina tamponada com fosfato esterilizada para preparar solucdes

serialmente diluidas. A solugio estoque de amostra e solucdes serialmente diluidas
foram separadamenie borradas em um meie Skirrow modificado (fabricado por

il ven £ sanalioade,

Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) em uma ,  cultura foi realizada

(9722 SRR .
2 42°C por 2 ou 3 dias em condicdes microaerébicas usando Anaeropack Campylo
(fabricado por Mitsubishi Gas. Chemical Co., Ltd.), sezuido por medida do niuimero
de coldnias tipicas de CJ multiplicadas em cada meie de placa. O niimero de células
de Cl'em 1 g do contetdo de intestino delgado foi calculade multiplicande o numero
de colinias confirmadas de serem: CJ por um fatos de dilvicio da solucgio diluids
Além disso, a presenga ou auséncia de homoserina lactona no
conieude de iniestino deigado foi avaliada. Da mesma maneira que o método
no item (8) acima, uma extracdo de um contetdo de intestino delgado foi
adicionada em gotas a superficie do meio LB disposto com CV026, e cultura
foi realizada, seguido por observacdo de inducdo de violaceina ao redor das
regides onde o estrato foi adicionado em zotas.

Os resultados sdo mostrados em Tabela 19.

Tabela 12

Taxe de mortalidade 14 | Tiamero de células viaveis de | Inducio de

dias depois de infeccio | CJ e conieldo de intesting | violaceina

dc CJ (%) dzlgado (log TFU/g)
Exermplo 51 0 2,2 -
Ezemplo 32 0 1,4 -
Exemplo 33 0 1,8 -
E:eraplo 34 | 0 | 2,0 -
Exemplo Coynparativo 25 | 0 2,8 -
Esxemplo Coraparativo 26 | 0 2,7 +
Ezemplo de Controle [0 3,1 -+

-: Inducéo de violaceina foi observada.
-: Inducéo de violaceina nédo foi observada.
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Nos casos dos camundongos alimentados com o agente de
controle de bactéria prejudicial contendo esporos de Bacillus thuringiensis de
Exemplos 31 a 34 da presentie invencao, as concentracdes de células de CJ

nos conteados de intestino delgado foram baixas, e edema e lesée

2]

hemorrdgicas na mucosa intestinal do intestino delgado ndo foram
observados. Por outro lado, nos casos dos camundongzos alimentados com as
composicdes de Exemplos Comparativos 25 e 26, multiplicagdo de Cl foi
apenas ligeiramente inibida comparada com Exzmplo de Controle, ¢ edema e
lesdes hemorrdgicas na mucosa intestinal do intestine delgado foram
observados. E.riquanto isso, com o Exemplo d¢ Controle, edeima e lesdes
hemorragicas na mucosa intestinal do intestino delgade foram cbseivados. Os
resultados revelam que administracio dos esporos de Bacillus thuringicnsis
pode mnibir multiplicacéo de CJ e pode inibir expressao de fatores bacterianos
auto-induzidos. Isto €, administracio dos esporos de Bacillus thuringicnsis é

efetiva em prevencao/tratamento de daencas infecciosas intesiinais causadas

3 Estudo de desafto de Bacilius para camundongo

Alimentacao preliminar de camundongos SPF de 7 semanas de
idade (ICR, Oriental Yeast Co., Ltd., machos) foi realizada permitindo-os
ingerir livremente 3agua e uma racéo para animais experimentais, MF
(fabricado por Oriental Yeast Co., Ltd.) em uma temperatura de criacdo de
23°C por uma semana para confirmar a auséncia de aparéncias e

comportamentos anormais. O : !

agenie de confrole de baciéria prejudicial ce
Exemploe 31 foi oralmente administiado a camundongos dos respectivos
zrupos, cada grupo consistindo de 10 camundongos, vma vez por dia em uma
quantidade de 100 pl por camundongo por 21 dias usando um tubo de
estdmago. Da mesma maneira que acima, testes foram realizados para os
agentes de controle de bhactéria prejudicial de Exemplos 32 a 34 e as

composicdes de Exemplos Comparativos 25 e 26. Em adicdo, uma
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compesigdo contendo agua esterilizada ao invés de uma suspensio de esporos
foi designada Exemplo de Controle, a qual foi testada da mesma maneira que
acina.

7 dias depois do come¢o de administracdo das suspensées de
esporos, 0s camundongos foram oralmente desafiados por um mutante
resistente a canamicina de Bacillus cereus (BC) (linhagem BC Km) a 1.0 «
10° CI'U/camundongo administrando oralmente uma quantidade de 100p] de
composicdo usando um tubo de estémago.

A linhagem BC Km foi preparada de acordo com o seguinte
procedimento. Isto €, BC foi cultivada em um meio de caldo (fabricado por
Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) a 37°C por 16 horas. As células foram
coletadas por centrifugacdo a 4°C, e elas foram lavadas com 4gua esterilizada
uma vez e suspensas em agua esterilizada de novo. As células foram
irradiadas com raios ultravicletas a uma distdncia 20 cm de uma luz UV e
suspensas no meio de caldo, e cuitura foi rzalizada a 37°C por 4 horas. A
solugdo de cultura (0,1 pl) foi borrada em um meioc (NAKm) obtido
adicionando sulfato de canamicina (fabricado por Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) a um meio de &gar normal (fabricado por Nissui
Pharmaceutical Co., Ltd.) em uma concentraco de 200 ppm, e cultura foi
realizada a 37°C. Depois de cultura, coldénias formadas em NAKm foram
isoladas e usadas como uma linhagem BC Km.

Em aia 14 de desafio oral da linhagem BC Km (a seguir,
referida como BC), as taxas de mortalidade dos respectives grupos foram
calculadas. Enquanto isso, o contetdo de intestino grosso foi coletado, e o
numero de células viaveis de BC no conteudo de intestine grosso foi medido
pelo seguinie método. 1 g do contetdo de intestino grosso foi diluido 10 vezes
com salina tamponada com fosfato esterilizada, e o conjunto foi bem
misturado para preparar uma solucdo estoque de amostra. Subseqiientemente,

a solucdo estoque de amostra foi serialmente diluida 10 vezes com salina
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fisiolégica esterilizada para preparar solucdes serialmente diluidas. A solucfo
estoque de amostra e solucGes serialmente diluidas foram separadamente
aplicadas em uma quaniiidade de 0,1 ml em um meio obtido adicionando
suifato de canamicina (fabricado por Wake Pure Chemical Industries, Ltd.)
em uina conceniragéo de 200 ppm a meio de agar NGK.G suplementado cont
gema de ovo (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), ¢ cultura foi
realizada a 30°C por 1S horas, seguido por medida do numero de colénias
tipicas de BC multiplicadas em cada meio de placa. O niimero de células
viaveis de BC em 1 g do contetdo de intestino grosso foi calculado
multiplicando o niimero de colénias confirmadas de serem BC por um fator
de diluigdc da solucdo diluida. Baseado nos resultados, os indices de infeccio

ndices de defesa foram calculados como segue.

...,

e
indice de infeccdo: Valor médio de logaritimos dos niimeros de
c€lulas vidveis de BC nos intestinos grossos dos respectivos individuos (valor
médio de log CT'U/g)
Indice de defesa: Indice de infeccdo de grupe de
controle/indice de infeccdio de cada grupo de teste

Os resultados sdo mostrados em Tabela 20.

Taxa de wmorialidade | Mamero de células vidveis de BC em
14 dias depois de | conteido de iniestino grosso ]
infeccdo de BC Indice de infecgfio | Indice de defesa
(%)

Exemplo 31 0 4.3 1,6

Exemplo 32 0 4.4 | 1,5

E:eraplo 33 0] [ 4.5 1,5

Exemplo 34 | ¢ | 4,2 1,6

Ezemplo Comparativo 25 | 0 | a.5 1.9

Exeraplo Comparativo 26 | 0 5,7 | 1,0

E:xeroplo de Conirole 0 6,5 | -

Nos casos de todos os grupos de teste de Exemplos, Exemplos
Comparativos, e Exemplo de Controle, as taxas de mortalidade revelaram ser
0%. Os grupos de teste alimentados com os agentes de controle de bactéria
prejudicial de Exemplos 31 a 34 exibiram indices de infeccdo de BC menores

e indices de defesa maiores do que aqueles dos grupos de teste alimentados
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com as compasicdes de Exemplos Comparativos. Os resultados revelam que
os agentes de controle de bactéria prejudicial da presente invenciio sio
efetivos em prevencédo/tratamento de doencas infecciosas intestinais causadas
por BC.
(20) Estudo de desalio de Staphylococcus para camundongo

Alimenta¢do preliminar de camundongos SPF de 7 semanas de
jdade (ICR, Oriental Yeast Co., Ltd., machos) foi realizada da mesma maneira
que no ilem (19) acima para confirmar a auséncia de aparéncias e
comportamentos anormais. Siaphylococcus aureus (SA) foi colonizado no
trato intesiinal de cada camundongo pele seguinte método de Tda et al.
(Takashi Ida, Atsushi Tamura, Katsumi Kawarajo, Jingoro Shimada,
Chemotherapy, 42, pp. 923-930 {1994)). Primeiro, uma solucio aquosa de 10
mg/ml de ampicilina sédica (fabricado por Wako Pure Chemical Industries,
Lid.) foi preliminarmente administrada a todos os camundonzos em uma
quantidade de 100 pl per camundongo usando um tubo de estdmago uma vez
por dia por 3 dias. No dia seguinte da conclusio de administraco de
ampicilina sédica, uma compasicdo obtida adicionande SA ac agente de
controle de bactéria prejudicial de Exemiplo 31 a 5,0 » 107 CFU foi oralmente
administrada a camundongos dos respectivos grupos, cada grupo consistindo
de 10 camundongos, uma vez por dia em uma quantidade de 100 pl por
camundonzo usando um tubo de estdmago. A partir de 2 dias depois da
conclusdn de administragdo de ampicilina sddica, o agente de conirole de
bactéria prejudicial de Exemplo 31 foi oralmente administrado uma vez por
dia em uma quantidade de 100 pl por 13 dias. Em adicfo, os azentes de
conirole de bactéria prejudicial de Exemplos 32 a 34, as composicdes de
Exemplos Comparativos 25 e 26, ¢ uma composicio de Exemplo de Controle,
que foi produzida usando agua esterilizada ao invés de uma suspensdo de
esporos, foram oralmente administrados da mesma maneira que acima e

testados.
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Em dia 14 do desafio oral de SA, as taxas de mortalidade dos
respactivos grupos foram calculadas. Enquanto isso, o contelido de intestino
grosso foi coletado, e o mimero de células viaveis de SA no contetido de
intestiino grosso foi medido pelo seguinie métedo. 1 g do conteudo de
intestino grosse foi diluido 10 vezes com salina tamponada com fosfato
esterilizada, e o conjunto foi bem misturado para preparar uma solugio
estoque de amostra. Subseqilentemente, a solucio estoque de amostra foi
serialmente diluida 10 vezes com salina fisioldgica esterilizada para preparar
solugdes serialmente diluidas. A solugdo estoque de amostra e solucdes
serialmente diluidas foram separadamente borradas em um meio de 4zar ovo
sal “Nisswi” (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) em uma
quantidade de 0,1 ml, e cultura foi realizada a 37°C por 4% horas, seguido por
medida do nimero de colénias tipicas de SA multiplicadas em cada meio de
placa. O numero de células viaveis de SA em 1 z do contetido de intestine
grosso foi calculado multiplicando o nimerce de colénias confirmadas de serem
SA por um fator de diluicdo da solugdo diluida. Baseado nos resultados, os
indices de infecgdo e indices de defesa foram calculados como segue.

Indice de infecedio: Valor médio de logaritimos dos nameros de
celulas viaveis de SA nos intestinos grossos dos respectivos individuos (valor
meédio de log CFU/g)

Indice de defesa: indice de infeccdo de grupo de
controle/indice de infecgéo de cada grupo de teste

Os resultados sdc mostrados ein Tabela 21.

Tabela 21
| Taxa de mortalidade | Tlimero de células viaveis de SA em
14 dias  depois de | conteudo de intestino grosso
infeccdo de SA (%) Indice de infeccdo | Indice de defesa

-

Exempio 31 | 0 13,2 1,0
Exemplo 32 | 0 | 3,0 1,7
Exemplo 33 | 0 3,1 1,6
Exemplo 34 | 0 3,0 1,7
Exermplo Comparaiivo 25 | 0 4,6 1,1
Execraplo Comparaiivo 26 0 4.8 1,0
Exemplo de Conirole 0 5,0 -
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Nos casos de todos os grupos de teste de Exemplos, Exemplos
Comparativos, e Exemplo de Controle, as taxas de mortalidade revelaram ser
0*a. Os grupos de teste alimentados com os agentes de controle de bactéria
prejudicial de Exemplos 31 a 34 exibiram indices de infeccio de SA menores e
indices de defesa maiores do que aguelez dos grupos de tesie alimentados com as
composicoes de Exemplos Comparativos. Os resultados revelam que os agentes
de controle de bactéria prejudicial da presente invencdo sio efetivos em
prevencac/iratamento de doengas infecciosas intestinais causadas por SA.

(21) Estudo de desafio de Sireptococcus para camundongo

Alimentacéo preliminar de camundongzo SPF de 7 semanas de
idade {ICR, Oriental Yeast Co., Ltd., machos) foi realizada da mesma maneira que
no item (19) acima para confirmar a auséncia de aparéncias e comportamentos
anormais. O agente de contrele de bactéria prejudicial de Exemplo 31 foi cheio
em um mecanismo de alimentagdo de agua, e camundongos dos respectivos
grupos, cada grupo consistindo de 10 camundongos, foram permitidos ingerir
livremenie dgua por 21 dias. © mcecanisine de alimentacio de dgua foi trocade a
cada dia para trocar o agente por um agente de controle de bactéria prejudicial
fresco (suspensdo de esporo). Da mesma maneira que acima, os agentes de
controle de bactéria prejudicial de Exemplos 32 a 34 e as composicdes de
Exemplos Comparativos 25 ¢ 26 foram administrados. Em  adicdo, uma
composicdo contendo dzua esterilizada ao invés de uma suspensio de esporos foi
designada Exemplo de Controle e administrada da mesma maneira que acima.

7 dias depois do comeco de adminiziracio das suspensdes de

5

C/')

esporos, 1,1 = 10 * CFU de Streptococcus suis {SS) fol inf
esfregiio pré-esterilizado em uma quantidade de 100 ul de composicio, e os
camundongos foram oralmente desaliados pele SS girando suavemente o
esfregdo na cavidade oral de cada camundongo por 30 segundos. Depois de
desafio de SS, os camundongos foram observados a cada dia para calcular as

proporgées de individuos que desenvolveram sintomas neuroldgicos tal como
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torcicolo e comportamento giratorio e individuos mortos. Para um individuo
morio, o sangue foi assepticamente coletado a partir do coracio enquanto que
o pulindo, figado, bago, rim, e fluido cerebroespinhal foram assepticamente
coletados. Além disso, um esfregio pré-esterilizado foi usado para coletar tecidos
de garganta. Em dia 14 de administragdo de SS, os respectivos tecidos foram
coletados a parthr de camundongos sobreviventes da mesma maneira que acima.
Imediatamente depois de coleta, os tecidos foram cultivados a 37°C por 24 horas
em caldo de Todd Hewitt (fabricado por Oxoid). Um meio onde multiplicacdo foi
observada foi adicionalmente inoculado em um meio de 4gar infusdo coraco
{fabricade por fabricade por Nissui Pharmaceutical Co., 1.1d.) suplementado com
5% em volume de sangue de ovelhas, e cultura foi realizada a 37°C por 24 a 48
horas para confirmar as propriedades. Um tecido que foi confirmiado conter SS foi
Julgado como positivo, e a propor¢éo de individuos julgados como positives para
cada tecido foi calculada e definida como uma proporcio positiva de SS.

Fnquanto 1s3c, o cdrebre foi fivado com uma solucdo de 10% de
formalina tamponada, e se¢des de parafina foram preparadas de acordo com um
método convencional e sujeitas a coloracdo com hematoxilina-eosina, e resultados
histeldgicos foram avaliados para calcular a taxa de incidéncia de meningite.

s resultados 330 mostrados em Tabela 22.

Tabela 22
I'Incidancia Proporcdo de S3-positivo (%) Taxa de
'de sintoma | Canguc | Pulmdo | Figado Bago | Fuim | Fluido Jargania incidéncia
| neuroldgico/ | de cérebro- de
iaxa de | coragdo cepinhal ineningite
mortzlidade (%)
E
Ezmplo 31 | 20 20 20 | 20 70 Z0 20 20 20
Exeraplo32 | 3 3 50 | 20 20 30 30 20 30
Exeraplo 33 | 20 20 | 20 20 20 20 20 20 20
Excinpio 34 | 50 50 K 30 3 30 30 :0 a0
E:xzemplo 50 50 40 40 10 40 50 50 50
Comparaav
025
Exeraplo 40 40 40 40 A0 40 40 40 40
Comparaiiv
026
E:emplo de | 50 50 | 50 ' 50 50 ‘ 50 I 50 50 50
Controle

Nos casos dos grupos de teste de Exemplos 31 e 33, as taxas

de mortalidade foram t3o baixas quanto 20%. Enquanto isso, nos casos dos
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zrupos de teste de Exemplos 32 e 34, as taxas de mortalidade foram 30%.
Embora as proporgdes de SS-positivos dos respectives grupos tenham sido
diferentes dependendo do tipo dos tecides, nos casos dos grupos de teste de
Exemplos 31 e 33, as proporcdes de SS-positivos foram tio baixas quanto
20% em todos os tecidos. Em adi¢@o, no caso do grupo de teste de Exemplo
32, as proporgdes de SS-positivos foram 3o baixas quanto 20% no figado e
baco e 30% nos outros tecidos. No caso do 2rupo de teste de Exemplo 34, as
proporgdes de SS-positivos dos respectivos tecidos foram relativamente altas
(30%). Por outro lado, no caso do grupo de ieste de Exemplos Comparatives,
as propor¢des de SS-positivos nos respectivos tecidos foram tdo altas quanto
40 a 50%, e infecc@o de SS foi apenas ligeiramente inibida comparada com

Exempio de Controle. Em

{D

dicdo, nos casos dos grupos de teste de Exemplos
3] a 34, as taxas de incidéncia de meningite foram 20 a 30%, e os valores
forant menores do que aqueles dos grupos de teste de Exemplos
Comparativos.

Os resultados revelam que administracdo dos agenies de
conirole de bactéria prejudicial da presente invencdo & efetiva em
prevencido/trataimento  de doengas infecciosas causadas por SS e em
diminuicdo de taxas de incidéncia de desordens nervosas e meningite.

(22) Produto farmacéutico contendo Eacillus ihuringiensis
(A) Pomada

Eacillus thuringiensis BGSC 4A3, BGSC 4D1, BGSC 4J4, ¢
BGSC 4Q7 foram sujeiios a cultura liquida a 37°C por 72 horas usando o
meio de formacdce de esporo descrito no jiem (3). A solucio de cultura
resuliante foil centrifugada para coletar as ¢élulas bacterianas. As células
bacterianas resultantes {oram liofilicadas e pulverizadas, e Di(+)trealose
diidrato (grau especial, fabricado por Wal:o Pure Chemical Industries, Ltd.)
foi adicionado em uma densidade de esporos de 1 » 107 CFU/z. 1 g da

trealose resultante contendo esporos de uma bactéria Bacillus thuringiensis e
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5 2 de uma pomada de resina de polietileno/parafina liquida (nome comercial:
Plastibase, fabricado por Taisho Pharmaceutical Co., Ltd.) aquecidos a 60°C
foram adicienados, € o conjunto foi bem misturado. Entdo, o peso total foi
ajustado para 100 g adicionando adicionalmente a pomada de resina de
pelietileno/parafina liquida, ¢ ¢ conjunto foi misturado uniformemente, para
com isso preparar pomadas de Exemplos 35 a 38. As densidades de esporos
das pomadas de Exemplos 35 a 3% revelaram ser 1,1 = 107 CFU/g, 1,2 = 107
CFU/z, 1,0 - 107 CFU/g, e 1,1 = 107 CIFU/g, respectivamente. A densidade de
esporos foi medida: diluindo a pomada para uma concentracio apropriada
com agua esterilizada contende 0,19 em massa de Tween &C (marca
comercial registrada); aquecendo a selucdo a 70°C por 30 minutos para matar
apenas c€lulas vegetativas; inoculando a solugdn em um meio de 4gar normal;
e medindo ¢ nGmero de colénias formadas. Por outro lado, pomadas foram
produzidas usando Bacillus coagulans NBRC12583 e Bacillus subtifis
NBRC3009 da mesma maneira que acima e designadas Exemplos
Comparativos 27 e 28, respectivamenie. As densidades de esporos das

1

8 reveiaram ser 1,0 -

l\)

pomadas resultantes de Exiemplos Comparativos 27 e

7 CFU/g e 1,1 = 107 CFU/g, respectivamente. Enguanto isso, vma pomada
produzida da mesma maneira que acima usando D(--)trealose diidrato nio
suplementada com nenhuma bactéria Bacillus foi designada Exemplo de
Controle.

Alimentagdo preliminar de ratos SD (Oriental Yeast Co., Ltd.,
machos, peso corporal inicial 120 2) dos respectivos grupos, cada zrupe
consistindo de 10 ratos, foi realizada permitindo-os ingerir livremente agua &
uimé racae para animais experimeniais, MF (fabricado por Oriental Yeast Co.,
Lid.) em uma temperatura de criacéo de 23°C por uma semana para confirmar
a auszéncia de aparéncias e comportamentos anormais. Cada rato {oi
anestesiado com pentobarbital, e o fémur direito foi depilado, fixado em uma

base {ixa, e comprimido pelo fundo de uma seringa descartavel (didgmetro 16



W

10

—
(@)

20

25

69

- S 2
mm) por 6 horas por dia ao longo de 6 dias (presséo: 1,0 kg/cm”). Um fino
amortecedor de silicone foi colocado entre o fundo da seringa e o fémur do
rato.

~

Depceis de conclusdo do teste de compressdn, as pomadas de
Exemplos, Exemples Comparativos, = Exemplo de Controle obtidas acima
foram adminisiradas aos sitios de lesdo por pressdo em uma quantidade de
100 mg por dia para avaliar a eficacia de droga de cada pomada. A eficacia de
droga foi avaliada per observagao visual e observacdo histopatolégica.

Observacio visual foi realizada medindo o ei<o maior e menor
usando um compasso de calibre para medir mudancas em areas dos sitios de
lesdo por pressdo coim respeito ao nimero de dias passados e ¢ niimero de
dias para trataimic

Primeiro, um produto do eixe maior e menor de um sitio de
lesdo por pressdo em dia 2 de desenvolvimento de uma lesdo por pressdo foi
definido como 100%, e as proporcdes (proporgdes de drea) do produte do
eixo maior ¢ menor medidas depois de 3 dias do desenvolvimento da lesdo
por pressdo foram calculados pela seguinie expressio.

Proporcdo de area (“0) = (eixo maior  eixo menor de sitio de
lesdo por pressdo [no dia de observagao]) » 100/{eixe maior » eixo menor de
sitio de lesdo por pressdo [em dia 2 de desenvolvimento de lesfo por pressia])

A propor¢do de area (y) foi plotada contra o namero de dias
passados (x) para criar uma curva (fix)), e uma area aproximada de uma
rezido representada por

D<y<fim)e

5<%x<20

foi calculada pela seguinte expressdo e usada como um indice
de processo de cura. Isto €, guanto maior o nimero de dias requeridos para
reduzir o tamanho de um sitio de lesdo por pressio, maior o indice de

processo de cura.



[\
e

70

aziode Area[ Mo dian] + FPa~dode Area [Nodian +1]

R
Indice de processo de cura = V‘ ~

n=5 Z

Em adicdo, o numero de dias requeridos para completar
formacgdo de epitélio em um sitio de lesfo por pressdo para curar a lesfo é
definido como o numero de dias para cura.

Os resultados sdo mostrados em Tabela 23.

Tabela 23

Nomero de dias para cura | Indice de processo de cura
Exemplo 35 16,7 435
Exemplo 36 10,8 427
Ezemplo 27 15,9 431
Exemplo %8 16.5 | 420
Eremplo Comparaiivo 27 | 15,6 514
Exemplo Comparativo 28 | 19,5 52)
Exemplo de Conirole 21,7 | 576

pomadas de Exemplos 35 a 3§, oz ntimieros de dias para cura foram menores

do que aqueles nos casos de aplicar as pomadas de Exiemplos Comparativos
27 e 28. Em adic3o, os indices de processo de cura revelaram-se menores, e
altas taxas de cura foram atingidas em uma data breve.

Ern dias 5 e 17 depois do comego de aplicagdo de pomada, a
pele de cada sitio de les3o por pressdo foi removida e fixada com uma selucéo
de 10% de fermalina tamponada neutra, e segdes de parafina foram criadas
em conformidade com um método convencional e sujeitas a3 marcagdo com
hemato:ilina-eosina, seguido por observagdo histopatoldgica.

Na observacdo histopatoldgica, regeneracio dos tecidos
epiteliais de foliculos capilares residuvais em dia 5 do comeco da aplicacio foi
observada, e a descamagdo de cicatriz de porgdes periféricas foi observada. A
formacdn de tecido de granwiacdo ioi claramenie observada na camada
inferior do epitélio regenerado, e a restauracio de tecido foi claramente
observada comparada com Exemplos Coinparativos 27 e 28. Em adi¢fio, em
dia 10 do comeco da aplicagdo, prolongamento do epitélio de porcdes

periféricas foi claramente observado, ¢ o umedecimento de células foi
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observado apenas na camada superior. Além disso, formacdo de fibra foi
observada no epiiélio regenerado, e o sitio foi ficando melhor. Por outro lado,

~

nas porcdes periiéricas dos sitios de lesdo por pressdo onde as pomadas de

xemplos Comparativos 27 e 28 foram aplicadas, revestimento com o epitélio
regenerado foi observado, ¢ partes defeituosaz foram cobertas com casca
grossa, resultando em inibicdo de prolongamento de epitélio. Os resultados
revelam que as pomadas contendo Bacillus thuringiensis de Exemplos 35 a 38

revelaram ter capacidade de promover cura de lesdes

(B) Antiflatulento

)

EBacillus thuringiensis BGSC 4D1 foi sujeito 4 cultura liguida a
37°C por 72 horas no meio de formacdo de esporo descrito acima. A zolucio
de cultura resultante foi cenirifugada para coletar células. As células
resultantes forans liofilizadas e pulverizadas, e D(-)trealose diidrato (gran
especial, fabricado por Wake Pure Chemical Industries, Lid.) foi adicionado
em uma densidade de espores de 2 = 107 CFU/z. A ftrealose resultante
contendo esporos de uma bactéria Bacillus thuringiensis (50 partes em massa)
foi misturada com amido de batata (50 partes e massa), e uma mistura foi
formada em 350 mg de comprimidos, para com isso produzir um
antiflatulento, que foi designado Exempio 39. A densidade de esporos do
antiflatulenio de Exempio 39 revelou ser 1,1 = 107 CFU/z. A densidade de

esporos foi medida: diluindo o antiflatulento para uma conceniracic

-

apropriada com 4gzua esterilizada; aguecendo a solugdo a 70°C por 30 minutos
para matar apenas células vegetativas; incculando a solugio em um meie de
agar normal; e medind> o nimero de coldnias formadas. Por outro lado, um
antiflatulento foi produzide usando Facillus coazulans NBRCI12583 da
mesma maneira que acima e designado Esemplo Comparative 29. A
densidade de esporos do antiflatulento resultante de Exzemplo Coraparativo 29
revelou ser 1,2 ~ 10’ CFU/z. Enquanto isso, uma composicio produzida

usando D(+)trealose diidrato n&do suplementada com nenhuma bactéria
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Buacillus da mesma maneira que acima foi designada Exemplo de Controle.
(a) Teste de melhora de perda de fezes

Para adultos com perda de fezes, efeitos de um antiflatulento
contendo Bacillus thuringiensis em propriedades fecais foram avaliados. 11
homens com idade por volta de 40 anos e 7 homens com idade por volta de 50
anos foram permitidos ingerir 3 comprimidos do antiflatulento de Exemplo 39
depois de café da manhd, almoco, e janiar por 2 semanas. Durante as
préximas 2 semanas, eles foram permitidos ingerir a composi¢cio de Exemplo
de Controle. Durante as outras 2 semanas, eles foram permitidos ingerir o
antiflatulento de Exemplo Comparativo 29, Um periodo de 2 semanas antes
do comeco do periodo de ingestdo foi definido como um periodo de nio
ingesifio, e um questiondrio foi conduzido sobre suas propriedades fecais para
o periodo de néo ingestdo e os periodos de ingestdo. Isto é, o formato e
firmeza de cada excremento foram registrados de acordo com os seguintes
critérios.

2

Formato de excremento: 1. aquoso, 2.barrento, 3. tipo meio
misturado, 4. tipo banana, 5. duro, 6. tipo bola

Firmeza: 1. muito mole, 2. mole, 3. normal, 4. duro, 5. muito

duro
Os resultados sdo mostrados em Tabela 24.
Tabela 24
Propriedade de | Antec de ingestdo | Esemplo 39 | Exemplo de Controle | Exemplo
excremento | Comparativo 29
Formaio 2.0 | 3.8 | 3,1 3,3
Firmeza 2.2 | 2.7 | 2.4 2,5

Ingestdo do antiflatulento de Exemplo 39 melhorou a retengéo

de formato para o formato e firmeza de fezes. Por outro lado, no caso d

o

ingestdo do antiflatulento de Exemplo Comparativo 29, o formato e firmeza
de cada excremento, e a sensagdo revelaram ser praticamente as mesmas
daquelas no caso de Exemplo de Controle.

(b) Teste de melhora de constipacéo
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Para adultos com constipacio, efeitos de antiflatulentos
contendo esporos de Facillus thuringiensis em propriedades de fezes foram
avaliados. 17 mulheres com idade por volta de 30 anos e 5 mulheres com
idade por volta de 40 anos foram permitidas ingerir 3 comprimidos do
antiflatulento de Exemplo 39 depois de café da manhd, almogo, e jantar por 2
semanas. Durante as proximas 2 semanas, elas foram permitidas ingerir a
composicdo de Exemplo de Controle. Durante as outras 2 semanas, elas foram
permitidas ingerir o antiflatulentc de Exemplo Comparativo 2%. Um periodo
de 2 semanas antes do comeco do periodo de ingestdo foi definido como um
periodo de ndo ingesifio, ¢ um questiondrio foi conduzido sobre suas
propriedades fecais para o periodo de nio ingestio e os periodos de ingestio.
Os mumeros de vezes de movimento de intestino, formatos de fezes, e
sensacdes foram registrados de acordo com os seguintes critérics.

) numero de vezes de movimento de intestino: vezes/semana

Formato de excremento: 1. aquoso, 2. barrento, 3. tipe meio

misturado, 4. tipo banana, 5. duro, 6. tipo bola

Sensagao: 1. muito ruim, 2. ruim, 3. normal, 4. boa, 5. muito
boa

Os resultados sédo mostrados em Tabela 25.

Tabela 25
Propriedade fecal Arries de | Exemplo 39 Exemplo de | Exemplo

ingesido Conirole Comparativo 29
MWiomero de vezes de | . . < 5 . -
. an 4 )5 E

rmovimento de intesiino ’
Formaio 5,0 4,1 4.3 4.5
Sensasio 3.4 3.6 3,4 | 3.5

Ingestdo do antiflaiulento de Exemplo 39 melhorcu o namero
de vezes de movimento de intestino, {formatos de fezes, e sensacdes. Por outro
lado, no caso de ingestio do antiflaiulento de Exemplo Comparativo 29, o
numero de vezes de movimento de intestino, formatos de fezes, e sensacSes
revelaram ser praticamente os mesmos daqueles de Ex:emplo de Controle.

Os resultados revelam que um antiflatulento contendo esporos
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de Bacillus thuringiensis pode melhorar movimento de intestino e
propriedades fecais.
(23) Alimento contendo Bacillis thuringiensis

Eacillus thuringiensis BGSC 4D1 foi sujeito a cultura liquida a
37°C por 24 horas no meio de formacdo de esporo descrito acima. Sojas
minimas foram imersas em agua de torneira a 4“C durante a noile e
esterilizadas em um tanque de pressdo a 121°C por 30 minutos. Nas sojas
esterilizadas resultantes foi inoculada wma solucdo obtida diluindo a solucio
de cultura de Bacillus descrita acima para 1.000 vezes em wma quaniidade de
2 ml com respeito a 100 g das sojas esterilizadas, e cultura foi realizada a
37°C por 48 horas. Além disso, envelhecimento em armazenamento frio foi
realizado a 4°C por 72 horas, e um produto de cultura de soja foi designade
Exemplo 40. A densidade de esporos revelou ser 2,9 - 10° CFU/z. A
densidade de esporos foi medida: adicionando 90 ml de agua esterilizada ao
produte de cultura de soja; homogeneizando a mistura usande a
homogeneizader (fabricado por NISSE] Corporation) a 10.000 rpm por 2
minutos; diluindo o homogenado para wmna concentracdo apropriada com agua
esterilizada; aquecendo a soiucdo a 70°C por 30 minutos para matar apenas
células vegetativas; inoculando a solucdo em um meio de agar normal;
medindo o nimero de colénias formadas. Um produte de cultura de soja foi
produzido usando Eacillus subtilis NBRC3009 da mesma maneira que acima

,‘

e designado Exemplo Comparative 30. A densidade de esporos revelou ser

<

1.0 » 10° CFU/z. Enquanto 1s30, sojas esterilizadas nde suplementadas com
nenhuma bactéria Bacillus foram designadas Exemplo de Controle.
(a) Teste de melhora de perda de fezes

Para adultos com perda de fezes, efeitos de um alimento
contendo Pacillus thuringiensis em propriedades de fezes avaliados. 11

homens com idade por volta de 40 anos e 7 homens com idade por velta de 50

anos foram permitidos comer 100z do alimento de Exemplo 40 por dia por
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duas semanas. Durante as proximas 2 semanas, eles foram permitidos comer o
alimento de Exemplo de Controle. Durante as outras 2 semanas, eles foram
permitidos comer o alimento de Exemplo Comparativo 30. Um periodo de 2
semanas antes do periodo de refeicdo foi estabelecido como periodo de nio
refeicdo, e um questionario foi conduzido sobre suas propriedades fecais. Isto
¢, o formato e firmeza de cada excremento foram registrados de acordo com
oS seguintes critérios.

Formato de excremento: 1. aquoso, 2.barrento, 3. tipo meio
misturado, 4. tipo banana, 5. duro, o. tipo bola

Firmeza: 1. muito mole, 2. mole, 3. normal, 4. duro, 5. muito
duro

Os resultados s&o mostrados em Tabela 26.

Tabela 26

Propriedade | Antec de comer | Exemplo 40 | Exemplo de Controle | Exemplo

fecal Comparativo 50
Formato 3,1 3.7 3,0 3,6

Firmeza 2.5 3,0 2.2 2,4

Ingestdo do alimento de Exemplo 40 melhorou a retencéo de
formato para o formato e {irmeza de fezes. Por outro lado, no caso de ingestio
do alimento de Exemplo Comparativo 30, o formato e firmeza de cada
excremento, revelaram ser praticamente os mesmeos daqueles no caso de
Exemplo de Controle.

(b) Teste de melhora de constipacdo

Para adultos com constipagio, efeitos de alimento contendo

FEacillus thuringiensis em propriedades de fezes foram avaliados. 17 mulheres

com idade por volta de 30 anos e 5 mulheres com idade por volta de 40 anos

—in

oraim permitidas comer 100 2 do alimente de Exemplo 40 por dia por

o

-

semanas. Durante as proximas 2 semanas, elas foram permitidas comer ¢
alimento de Exemplo de Controle. Durante as ouiras 2 semanas, elas foram
permitidas comer o alimento de Exemple Comparativo 30. Um periodo de 2

semanas antes do periodo de refeicdo foi estabelecido como periodo de nédo
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refeicdo, e um questionario foi conduzido sobre suas propriedades fecais. Os
numeros de vezes de movimento de intestino, formatos de fezes, e sensagdes
foram registrados de acordo com 03 sezuintes critérios.
O pumero de vezes de movimento de intestino: vezes/semana
Formato de excremento: 1. aquoso, 2. barrento, 3. tipo meio

misturado, 4. tipo banana, 5. duro, 6. tipo bola

Sensacdo: 1. muito ruim, 2. ruim, 3. normal, 4. boa, 5. muito
boa

Os resultados sdo mostrados em Tabela 27.

Tabela 27

Propriedade fecal Antes de | Exeraplo 40 | Exemplo de | Exemplo
comer Conirole Comparative 30
Namero de vezes de| . c n - ~ -
. . . 3,0 4.7 3,2 2,0
movimento de intestino
Formato | 4,3 4,1 4,5 4,5
Sensagiio EX 3,9 3,5 | 3.6

Ingesifo do alimento de Exemplo 40 melhorou o nimero de
vezes de movimento de intestino, formatos de fezes, e sensacdes. Por outro
lado, ne caso de ingestéio do alimenio de Exemplo Comparativo 30, o niimero
de vezes de movimento de intestino, formatos de fezes, e sensacdes revelaram
ser praticamente os mesmos daqueles de Exemplo de Controle.

Os resultados revelam que um alimento contendo esporos de
Bacillus thuringicnsis pode melhorar movimento de intestino e propriedades
fecais.

Aplicabilidade Industrial

Se um agente de controle de bactéria prejudicial da presente

.

Q.
3
oy
1921

istrado a um animel, Bacillus thuringiensis pode se
multiplicar no intestino para inibir muitiplica¢do de uma baciéria prejudicial ¢
para inativar fatores bacterianos auto-induzidos, resultando em melhora do
equilibrio de flora intestinal ou prevencdo/iratamento de doencas infecciosas.
Em particular, Bacillus thuringiensis contido no agente de controle de

bactéria prejudicial da presente invencdo ¢ considerado tendo alguns efeitos
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tal como ag¢do antagonistica, interferéncia bacteriana, efeito de barreira,
inibicdo de colonizagdo para células do trato intestinal, e exclusdo
competitiva.

Um agente de controle de bactéria prejudicial da presente
invengdo pode ser usado em drogas para prevenir/tratar doencas infecciosas,
alimentos para melhorar o equilibrio de flora intestinal, e ragdes para

promover crescimento de animais de fazenda.
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REIVINDICACOES

1. Azente de controle de bactéria prejudicial, caracterizado por

compreender Bacillus thuringiensis.

2. Agente de controle de bactéria prejudicial de acordo com

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fate de que o Bacillus thuringiensis tem

uma resisténcia a acido biliar.
)
D

. Agente de controle de bactéria prejudicial de acorde com

reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo faio de que o Eacillus thuringiensis

tem uma capacidade de inativagé.ci';de fator auto-induzida bacteriana.

4. Agente de cenfrole de bactéria prejudicial de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que o
Bacillus thuringziensis é vma linhagem BGSC 4A3 de Bacillus thuringiensis
subsp. thuringiensis, uvma linhagem BGSC 4D1 de Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki, uma linhagem BGSC 414 de Bacillus thuringiensis subsp.
gizawai, uma linhagem BGSC 407 de Bacillus thurinziensis subsp.
israelensis, ou mutantes destas.

5. Agzente de controle de baciéria prejudicial de acordo com

qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a

bactéria prejudicial € um patdgeno causando uma doenca infecciosa.
0. Agente de controle de bactéria prejudicial de acordo com a

reivindicagdo 5, caracterizado pzlo fato de que o patdgeno € um patdgeno

pertencendo a uma bactéria gram-negaiiva.
7. Agente de conirole de bactéria prejudicial de acordo com

reivindicacic 6, caracierizado pelo fato de que o patdgeno pertencendo a uma

[92]

bactéria gram-negativa compreende peio menos qualquer uma das bactéiia
pertencendo ao género Salmonella, Campylobacter, Vibro, Yersinia,
Aeromonas, Pscudcomonas, Escherichia coli, e Shizella.

S. Agente de controle de bactéria prejudicial de acordo com a

reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato de que o patdgeno é um patdgeno




[S—y
<O

15

20

25

2

pertencendo a uma bactéria gram-positiva.
9. Azente de controle de bactéria prejudicial de acordo com

reivindicagdo 8, caracterizado pelo fato de que o patdgeno pertencendo a uma

bactéria gram-positiva compreende pelo menos qualquer uma das bactérias
pertencendo ao 2énero Claostridium, Bacillus, Siaphylococcus, Streptococcus,
e Listeria.

10. Produto farmacéutico, caracterizado pelo fato de

compreender o agente de controie de bactéria prejudicial como definido em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 9.
11. Produto farmacéutico de acordo com reivindicagdo 10,

caracterizado pelo fato de que o produto farmacéutico € para prevenir ou

tratar uma doenca infecciosa causada por um patdgeno.
12. Produto farmacéutico de acordo com reivindicacdo 10 cu

11, caracterizado pelo fato de que o produto farmacéutico ¢ para humano.

13. Produto farmacéutico de acordo com reivindicacio 10 ou

11, caracterizado pelo fato de que o preduto farmacéutico € para um animal

ndo humano.

14. Alimento, caracterizado pelo fato de compreender o agente
de controle de bactéria prejudicial como definido em qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 9.

15. Racdo, caracterizada pelo fato de compreender o agente de

controle de bactéria prejudicial como definido em qualquer uma das
retvindicagdes 1 a 9.

16. Ragdo de acordo com reivindicacdo 15, caracterizada pelo

fato de que a racdo € para prevenir ou tratar uma doenca infecciosa intestinal
de um animal.

17. Método para criar um animal, caracterizado pelo fato de

compreender alimentar a racdo como definida na reivindicacdo 15 ou 16 a um

animal.
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RESUMO

“AGENTE DE CONTROLE DE BACTERIA PREJUDICIAL, PRODUTO
FARMACEUTICO, ALIMENTO, RACAO, E, METODO PARA CRIAR
UM ANIMAL”

Através de inibi¢do da multiplicagdo de bactérias patogénicas
e inativagdo de fatores bacterianos auto-induzidos, o equilibrio de flora
intestinal é melhorado para com isso promover regulacdo de funcdes
intestinais animais e possibilitar preveng¢io/tratamento de doenca infecciosa
causada por tais bactérias patogénicas. Por conseguinte, um produto
farmacéutico contendo Bacillus thuringiensis é administrado a animais, e
animais sdo deixados para ingerir alimento ou ragdo contendo Bacillus

thuringiensis
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