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(57) Resumo: POLIPEPTIDEO ISOLADO, SEQUENCIA DE ACIDO
NUCLEICO ISOLADA, CONSTRUGCAO DE ACIDO NUCLEICO,
VETOR DE EXPRESSAO RECOMBINANTE, CELULA HOSPEDEIRA
DE BACILLUS RECOMBINANTE, USO DE POLIPEPTIDEO,
METODOS PARA PRODUZIR UM POLIPEPTIDEO, PARA
MELHORAR A TAXA DE CONVERSAO DE RAGAO PARA ANIMAL, E
PARA MODULAR A MICROFLORA INTESTINAL DE ANIMAL,
ADITIVO DE RAGAO ANIMAL, E, COMPOSIGAO DE RAGAO
ANIMAL. A presente invengao diz respeito aos polipeptideos isolados
e seqUéncias de 4&cido nucleico isoladas que codificam os
polipeptideos, assim como a métodos para produzir e usar os
polipeptideos em ragéo para animal. Um exemplo de um polipeptideo
da invengao é a chamada proteina L12 de Bacilius licheniformis ATCC
14580 que melhora a Taxa de Conversdo de racéo (FCR) e/ou atua
como um modulador da microflora intestinal. A invengao além disso diz
respeito ao uso probidtico de cepas de Bacilius que produzem
proteinas relacionadas com L12.
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«“POLIPEPTIDEO ISOLADO, SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO
ISOLADA, CONSTRUCAO DE ACIDO NUCLEICO, VETOR DE
EXPRESSAO RECOMBINANTE, CELULA HOSPEDEIRA DE
BACILLUS RECOMBINANTE, METODOS PARA PRODUZIR ‘UM
POLIPEPTIDEO, PARA MELHORAR A TAXA DE CONVERSAO DE
RACAO, E PARA MODULAR A MICROFLORA INTESTINAL, USOS DE
UM POLIPEPTIDEO, E DE UMA CEPA DE BACILLUS, ADITIVO DE
RACAO PARA ANIMAL, COMPOSICAO DE RACAO PARA ANIMAL,
E, MICROORGANISMO” “

Campo da Invencio

A presente invengdo diz respeito a polipeptideos isolados e
seqiiéncias de 4cido nucléico isoladas que codificam os polipeptideos. A
invengdo também diz respeito a construgdes de acido nucléico, vetores e
células hospedeiras que compreendem as seqiiéncias de acido nucléico, assim
como métodos para produzir e usar os polipeptideos em ragdo de animal, por
exemplo para melhorar a Taxa de Conversdo de Ragdo (FCR) e/ou para a
modulagio da microflora intestinal. Um exemplo de um polipeptideo da
inven¢do ¢ a chamado de proteina L12 de Bacillus licheniformis ATCC
14580, que tem a seqiiéncia de aminoacido dos aminoacidos de +1 a +85 da
SEQ ID NO: 2 aqui contida (em que segue os aminoacidos 1 a 85 da SEQ ID
NO: 2). A invengfo também diz respeito ao uso probidtico em ragdo de
animal de cepas de Bacillus que produzem proteinas relacionada com a L12.
Fundamentos da Invencao

Fundamentos da Técnica

A WO 03/093453 divulga, no Exemplo 1, o planejamento de

uma célula hospedeira de Bacillus licheniformis melhorada que ndo produz
uma proteina extracelular pequena codificada pelos nucleotideos de 601 a 978
da SEQ ID NO: 133 da WO 03/093453, a proteina tendo a seqﬁéncia de
aminoacido dos aminoacidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 134 da WO
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03/093453. As SEQ ID NOs 133 e 134 da WO 03/093453 séo incluidas na
presente listagem de seqiiéncia como as SEQ ID NOs 3 e 4, respectivamente.
a seqiiéncia de aminoacidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 4 aqui contida ¢
idéntica aos aminoacidos de -41 a +85 da SEQ ID NO: 2 aqui contida. A WO
03/093453 nio divulga um polipeptideo isolado tendo os aminoacidos de 1 a
85 da SEQ ID NO: 2. A WO 03/093453 também ndo divulga uma seqiiéncia
de acido nucléico isolada tendo os nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO:
1.

GenPept acesso no. YP_081375 ¢ uma proteina BL00275
hipotética de Bacillus licheniformis ATCC 14580. GenPept acesso no.
YP_081375 ¢é idéntico aos aminoécidos de -41 a +85 da SEQ ID NO: 2 aqui
contida. A seqiiéncia da proteina BL00275 hipotética de Bacillus
licheniformis ATCC 14580 também foi entrada no UniProtK B/TrEMBL com
o acesso primario nimero Q65CU4. Esta seqliéncia também ¢ idéntica aos
aminodacidos de -41 a +85 da SEQ ID NO: 2 aqui contida.

A seqiiéncia de nucleotideo que codifica YP_081375 tem
acesso do Banco de Gene no. NC_006270. O acesso do Banco de Gene no.
NC_006270 ¢ idéntico aos nucleotideos de 1 a 381 da SEQ ID NO: 1 aqui
contida.

Surpreendentemente  verificou-se que 0s polipeptideos
relacionados com parte desta seqiiéncia hipotética de Bacillus licheniformis, a
saber os aminoécidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2, tém um potencial enorme
para o uso em ragdo de animal.

SWISSPROT acesso no. Q8DQMS5 é uma proteina spr0600
hipotética de 115 aminoéacidos de Streptococcus pneumoniae (cepa ATCC
BAA-255 / R6). A seqiiéncia também é divulgada em “Genome of the
bacterium Streptococcus pneumoniae strain R6” por Hoskins et al, J.
Bacteriol. 183: 5709 (2001). Q8DQMS5 ndo compreende uma seqiiéncia de

aminoéacido que tem pelo menos 33% de identidade aos aminoacidos de 1 a
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Martinez et al, Microbiology (1999), vol. 145, pp. 3155-3161
divulga, na Fig. 3, a seqiiéncia de 91 aminoacidos deduzida da pré-
bacteriocina lactococina 972 com uma porgdo madura de terminal C de 66
aminodcidos prognosticada. A porcentagem de identidade de cada um dos
pré-polipeptideo e o polipeptideo maduro para os aminoacidos de 1 a 85 da
SEQ ID NO: 2 ésté abaixo de 33%.

Uma pesquisa de bases de dados de nucleotideo com
nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1 (que codifica os aminoacidos de
1 a 85 da SEQ ID NO: 2) revelou um fragmento de DNA de 47% de
identidade aos nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1. Este fragmento ¢
parte de uma seqiiéncia que resulta de um projeto de seqiienciamento ainda
em andamento. O organismo a partir do qual o fragmento deriva ¢ chamado
de Bacillus (Geobacillus) stearothermophilus cepa 10. O trabalho de
seqilenciamento ¢  feito no  University of Oklahoma (http:
//www.genome.ou.edu/bstearo.html). Nao existe nenhuma publicagdo de
nenhuma das seqiiéncias de aminoacido que potencialmente correspondem a
este fragmento de DNA e portanto também nenhuma indicagdo de qualquer
utilidade potencial de qualquer seqiiéncia de aminoacido codificada.

Um produto probidtico em ragdo designado BioPlus®2B é
oferecido para venda pelo Chr. Hansen NS, 10-12 Boege All6, DK-2970
Hoersholm, Dinamarca. O produto contém uma cepa de Bacillus
licheniformis que entretanto ndo produz uma proteina relacionada com L12
(ver o Exemplo 6 aqui contido).

E um objetivo da presente invengdo fornecer polipeptideos,
4cidos nucléicos que codificam os polipeptideos, cepas especiais de Bacillus,
assim como métodos para o uso dos polipeptideos e das cepas de Bacillus em
rac¢do de animal.

Sumairio da Invencao
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A presente invengdo diz respeito a polipeptideos isolados
selecionados do grupo que consiste de: (a) um polipeptideo que compreende
uma seqiiéncia de aminodcido que tem um grau de identidade aos
aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 de pelo menos 33%; (b) um
polipeptideo que é codificado por uma seqiiéncia de acido nucléico que
hibridiza sob condicdes de severidade baixa com (i) nucleotideos de 124 a
378 da SEQ ID NO: 1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo menos 100
nucleotideos ou (iii) um filamento complementar de (i) ou (i1); (c) uma
variante do polipeptideo tendo uma seqiiéncia de aminoacido dos
aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 que compreendem uma substitui¢éo,
dele¢do, extensdio, e/ou inser¢do de um ou mais aminodacidos; (d) uma
variante alélica de (a) ou (b); e (¢) um fragmento de (), (b), (c) ou (d); coma
condigdo de que o polipeptideo ndo seja os aminoécidos de 1 a 126 da SEQ
ID NO: 4.

A presente invengdo também diz respeito as seqiiéncias de
4cido nucléico isoladas que codificam os polipeptideos e as construgdes de
4cido nucléico, vetores e células hospedeiras que compreendem as seqiiéncias
de acido nucléico assim como métodos para produzir e usar os polipeptideos
dentro de rag¢do de animal.

A presente invengdo além disso diz respeito ao uso em racdo
de animal de uma cepa de Bacillus que ¢ positiva no teste do Exemplo 6 aqui
contido, a saber o DNA da qual, quando colhido e usado como um padrdo de
DNA em uma reacio de PCR com as SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores,

leva a geragdo de um fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente

0,4 kb.

Descri¢io Detalhada da Invenc¢io
O Polipeptideo, suas Caracteristicas e Uso
Em um primeiro aspecto, a invengdo diz respeito a um

polipeptideo isolado selecionado do grupo que consiste de: (a) um
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polipeptideo que compreende uma seqiiéncia de aminoacido que tem um grau
de identidade aos aminoécidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 de pelo menos
33%; (b) um polipeptideo que ¢ codificado por uma seqiiéncia de acido
nucléico que hibridiza sob condi¢des de severidade baixa com (i) nucleotideos
de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo menos
100 nucleotideos ou (iii) um filamento complementar de (i) ou (ii); (c) uma
variante do polipeptideo tendo uma seqiéncia de aminoacido dos
aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 que compreendem uma substituiggo,
delecdo, extensdo, e/ou inser¢do de um ou mais aminoacidos; (d) uma
variante alélica de (a) ou (b); e (¢) um fragmento de (a), (b), (c) ou (d); com a
condicdo de que o polipeptideo ndo seja os aminoacidos de 1 a 126 da SEQ
ID NO: 4. |

a invengdo também diz respeito ao uso em ragdo de animal dos
polipeptideos definidos acima, e/ou de um polipeptideo tendo os aminoacidos
de 1 a 126 da SEQ ID NO: 4, assim como o uso de qualquer um destes na
preparagdo de uma composigio para 0 uso em ragdo de animal. Estes
polipeptideos melhoram a utilizagdo da ragéo de animal pela melhora da Taxa
de Conversdo de Ragéo (FCR), e/ou modulando a microflora do intestino.

As condigdes acima (que o polipeptideo ndo seja os
aminoacidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 4) serve para negar os aminoécidos
de 1 a 126 da SEQ ID NO: 134 da WO 03/093453, ver a se¢do Fundamentos
da Técnica. A condigfo é opcional; em formas de realizagéo alternativas desta
(i) o polipeptideo nfo inclui uma parte de peptideo de sinal, (ii) o polipeptideo
ndo inclui uma parte de propeptideo, e/ou (iii) o polipeptideo € um
polipeptideo maduro. Em outras formas de realizagdo alternativas, 0
polipeptideo compreende, na alternativa tem ou consiste (essencialmente) de,
50 a 120 aminoacidos, preferivelmente de 55 a 115, 60 a 110, 65 a 105,70 a
100, 75 a 95 ou mais preferivelmente de 80 a 90 aminoécidos.

em uma primeira forma de realizago particular o polipeptideo
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tem, consiste essencialmente de ou consiste de uma seqiiéncia de aminoacido
que tem um grau de identidade aos aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2
de pelo menos 33%, tal como, por exemplo, 0 polipeptideo de amino4cidos de
1 a 85 da SEQ ID NO: 2. Outros exemplos especificos sdo os polipeptideos de
aminodcidos de 1 a 85 de qualquer uma das SEQ ID NOs: 8, 9 e 10
(identificadas como similar a L12 com base no teste de PCR do Exemplo 6
aqui contido).

Um polipeptideo da presente invengdo pode ser um
polipeptideo bacteriano ou fingico. Em uma segunda forma de realizagdo
particular, o polipeptideo ¢ um Polipeptideo bacteriano Gram positivo tal
como um polipeptideo de Bacillus ou uma variante deste, por exemplo um
polipeptideo de Bacillus licheniformis por exemplo derivado de Bacillus
licheniformis ATCC 14580, que é a cepa tipo de Bacillus licheniformis e
disponivel sob requisi¢do da American Type Culture Collection, ATCC. As
cepas preferidas de Bacillus licheniformis sdo positivas no teste do Exemplo 6
aqui contido, tal como as seguintes cepas de Bacillus licheniformis: ATCC
14580 (=NCIB 9375), NCIMB 6346 (=DSM 8785), NCTC 1024, NCTC
1025, NCTC 2120, NCTC 7589, NCTC 9932, ATCC 21424, NCIMB 10689
e ATCC 53757.

Em uma terceira forma de realizagdo, o polipeptideo melhora a
utilizagdio de ragdo de animal pela melhora da Taxa de Conversao de Ragédo
(FCR), e/ou modulando a microflora do intestino. Em formas de realizagdo
alternativas, o polipeptideo melhora a digestibilidade da ragéo de animal, e/ou
mantém a satde animal ajudando na digestdo apropriada e/ou sustentando a
fungdo do sistema imune.

A FCR pode ser determinada com base em um teste de
crescimento de frango que compreendem um primeiro tratamento em que O
polipeptideo ¢ adicionado & ragio de animal em uma concentragao de 5 mg

por kg de ragio e um segundo tratamento (controle) sem nenhuma adig¢@o do
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polipeptideo a ragdo de animal, cada tratamento que consiste de 8 grupos de 6
frangos machos, o frango sendo alimentado com pelotas de uma dieta de
milho/SBM48 ad libitum, a FCR sendo calculada como a ingestdo de ragéo
em g/ave em relagdo ao ganho de peso em g/ave para os dias 8 a 29 do teste, a
FCR para o primeiro tratamento sendo melhorada em relagdo a FCR do
segundo tratamento. Em uma forma de realizagdo particular o teste de
crescimento é um teste de gaiola. Para mais detalhes, ver o Exemplo 5.

A FCR também pode ser determinada com base em um teste
de crescimento de frango que compreende um primeiro tratamento em que 0
polipeptideo é adicionado a ragdo de animal em uma concentragao de (i) 2,5,
(i) 5,0 ou (iii) 7,5 mg por kg de ragdo e um segundo tratamento (controle)
sem nenhuma adigdo do polipeptideo & ragio de animal, cada tratamento que
consiste de 10 grupos de 6 frangos machos, o frango sendo alimentado com
pelotas de uma dieta de milho/SBM48 ad libitum, a FCR sendo calculada
como a ingestdo de ragdo em g/ave em relagdio ao ganho de peso em g/ave
para os dias 8 a 29 do teste, a FCR para o primeiro tratamento sendo
melhorado em relagdo 3 FCR do segundo tratamento. Em uma forma de
realizagdo particular o teste de crescimento é um teste de gaiola. Para mais
detalhes, ver o Exemplo 9.

A FCR também pode ser determinada com base em um teste
de crescimento de frango que compreende um primeiro tratamento em que o
polipeptideo é adicionado a ragéo de animal em uma concentragdo de 7,5 mg
por kg de ragdo e um segundo tratamento (controle) sem nenhuma adiggo do
polipeptideo a ragdo de animal, cada tratamento consistindo de 12 grupos de
20 frangos (6 grupos de 20 fémeas, 6 grupos de 20 machos), os frangos sendo
alimentados com pelotas de uma dieta com base de farinha de trigo, centeio e
soja ad libitum, a FCR sendo calculada como a ingestdo de ragdo em g/ave em
relagdo ao ganho de peso em g/ave para os dias de 1 a 36 do teste, a FCR para

o primeiro tratamento sendo melhorada em relagdo a FCR do segundo
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tratamento. Em uma primeira forma de realizagdo particular os frangos sdo
alojados em galinheiros com cama de serragem. Em uma segunda forma de
realizagdo particular os frangos sdo alimentados com uma dieta iniciadora no
periodo do dia 1 a 22 e uma dieta de crescimento rapido no periodo do dia 22
a 36, ambas com base em farinha de trigo, centeio e soja e com uma
composigdo como mostrado na Tabela 9. Para mais detalhes, ver o Exemplo
12.

Como é no geral conhecido, uma FCR melhorada ¢ mais baixa
do que a FCR de controle. Em formas de realizagdo particulares, a FCR ¢
melhorada (isto é, reduzida) quando comparada ao controle em pelo menos
1,0%, preferivelmente pelo menos 1,5%, 1,6%, 1,7%, 1,8%, 1,9%, 2,0%,
2,1%, 2,2%, 2,3%, 2,4% ou pelo menos 2,5%. Em outras formas de realizagdo
particulares, a FCR ¢ melhorada (isto ¢ reduzida) quando comparada ao
controle em pelo menos 2,6%, 2,7%, 2,8%, 2,9% ou pelo menos 3,0%. Ainda
em outras formas de realizagdo particulares, a FCR é melhorada (isto ¢,
reduzida) quando comparada ao controle em pelo menos 3,1%, 3,2%, 3,3%,
3,4%, 3,5%, 3,6%, 3,7% ou pelo menos 3,8%.

O termo “intestino” como aqui usado designa o trato
gastrointestinal ou digestivo (também aludido como o canal alimentar) e o
mesmo se refere ao sistema de 6rgdos dentro de animais multicelulares que
ingere o alimento, o digere para extrair energia e nutrientes e expele o residuo
remanescente. O intestino pode ser dividido em trato gastrointestinal superior
e inferior, o primeiro compreendendo a boca e o estomago e o ultimo
compreendendo os intestinos. Os intestinos podem ser divididos em intestino
delgado e grosso. Os componentes basicos do intestino delgado, entretanto
com diferengas entre as espécies de animal, sdo duodeno, jejuno e ileo. Os
componentes basicos do intestino grosso séo ceco, cdlon e reto (cloaca).

O termo “microflora” intestinal como aqui usado refere-se as

culturas microbianas naturais que residem no intestino e mantém a saude
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ajudando na digestio apropriada e/ou sustentagdo da fungdo do sistema
imune.

O termo “modular” como aqui usado em conexdo com a
microflora intestinal no geral significa mudar, manipular, alterar ou ajustar a
sua fungfo ou situagdo em um animal saudavel e normalmente em atividade,
isto é um uso ndo terapéutico. A modulagdo é em resposta aos polipeptideos
e/ou as cepas de Bacillus da inveng&o.

Os seguintes sdo exemplos particulares ndo limitantes do
efeito de modulacdo da microflora intestinal obtido pelo polipeptideo da
invengdo (mudangas quando comparadas a um controle sem o polipeptideo da
invenc#o) - para mais detalhes, ver o Exemplo 8:

(i) um aumento no nimero de bactérias anaerobicas
facultativas totais in vivo, por exemplo em leitdes e/ou frangos,
preferivelmente determinado depois do cultivo de conteudos ileo-retais e/ou
cecal, respectivamente, em Brucela dgar suplementado com 5% vol/vol de
sangue de ovelha depois da incubagdo em uma cabina anaerobica a 37 °C por
cinco dias;

(i) um aumento no nimero de Escherichia coli in vivo, por
exemplo em leitdes e/ou frangos, preferivelmente determinado depois do
cultivo dos contetidos ileo-retais e/ou cecais, respectivamente, no meio
cromogénico Coli-ID, aerobicamente, a 37° C por 24 horas;

(iii) nenhuma mudanga substancial ou um aumento, nas
bactérias de 4cido lactico total in vivo, por exemplo em leitdes e/ou frangos,
preferivelmente determinados depois do cultivo dos contetdos ileo-retais e/ou
cecais, respectivamente, em MRS 4gar, em uma cabina anaerdbica, a 37° C
por 48 horas;

(iv) nenhuma mudanga substancial no LactoBacillus spp. total
in vivo, por exemplo em leitdes, preferivelmente determinada depois do

cultivo dos conteudos ileo-retais em Rogosa 4gar, em uma cabine anaerdbica
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a 37° C por 48 horas;

(v) uma diminuigdo no nimero de outras Enferobacteriaceae
(outra que ndo a E. coli) in vivo, por exemplo em leitdes, preferivelmente
determinada depois do cultivo dos conteados ileo-retais em um meio
cromogénico Coli-ID, aerobicamente, a 37° C por 24 horas;

(vi) uma diminui¢do no niimero de Enterococcus spp. in vivo,
por exemplo em leitdes, preferivelmente determinada depois do cultivo dos
contetidos ileo-retais em um Enterococos 4gar, aerobicamente, a 37° C por 48
horas; e/ou

(vii) uma diminuigdo na freqiiéncia com que Clostridium
perfringens ocorre in vivo, por exemplo em leitdes, preferivelmente
determinada depois do cultivo dos conteudos ileo-retais em TSN agar depois
de aquecer a amostra a 80° C durante 10 min, em uma cabine anaerdbica a
46° C por 24 horas.

Ainda mais, também em relagio ao efeito modulador da
microflora intestinal e com referéncia a um controle sem o polipeptideo da
invenggo, o polipeptideo da invengdo preferivelmente:

(iix) é mais ativo in vifro contra cocos Gram positivos do que
bactérias Gram negativas, a saber exibindo uma redugdo mais forte do
primeiro, por exemplo para cocos Gram positivos e bactérias Gram negativas
isoladas dos conteudos intestinais de leitdo e/ou frango;

(ix) é mais ativo in vitro contra Clostridium spp., por exemplo
Clostridium perfringens, do que as bactérias Gram negativas bacteria, a saber
exibindo uma redugdo mais forte do primeiro, por exemplo para Clostridium
perfringens e bactérias Gram negativas isoladas dos conteudos intestinais de
leitdo e/ou frangos;

(x) ndo influencia substancialmente o crescimento in vitro de
microorganismos benéficos, tais como bactérias, por exemplo como isoladas

de conteudos intestinais de leitdo e/ou frangos; e/ou
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(xi) nfo influencia substancialmente, por exemplo reduz, o
crescimento in vitro de microorganismos nocivos, tais como bactérias, por
exemplo como isoladas de conteudos intestinais de leitdo e/ou frangos.

Para detalhes em relagdo as formas de realizagdo (iix)-(xi),
favor ver a ultima parte do Exemplo 8.

Em formas de realizagdo (x), os microorganismos benéficos
sio preferivelmente selecionados de LactoBacillus spp., tal como
LactoBacillus salivarius DSM 18070, para o qual o MICy é pelo menos 1000
microgramas/ml, preferivelmente pelo menos 2000, 3000, 4000, 4500, 5000,
5500, 6000 ou pelo menos 7000 microgramas/ml, em particular pelo menos
4170 microgramas/ml.

Consegiientemente, o polipeptideo da invengdo tem um MICgo
contra LactoBacillus salivarius DSM 18070 de pelo menos 1000
microgramas/ml, preferivelmente pelo menos 2000, 3000, 4000, 4500, 5000,
5500, 6000 ou pelo menos 7000 microgramas/ml, em particular pelo menos
4170 microgramas/ml.

Em formas de realizagdo (xi), 0s microorganismos nocivos sao
preferivelmente selecionados de Enterococcus, Staphylococcus, Clostridium
(preferivelmente Clostridium perfringens); tal como Enterococcus faecalis
DSM 18047, para a qual o MICy, estd abaixo de 4000 microgramas/ml,
preferivelmente abaixo de 3000, 2000, 1000, 800, 600, 500, 400, 300, 200,
100, 90, 80 ou abaixo 70 microgramas/ml, preferivelmente um MICyy de 50 a
80, mais preferivelmente de 60 a 70 microgramas/ml.

Consegiientemente, o polipeptideo da invengdo tem um MICgo
contra Enterococcus faecalis DSM 18047 abaixo de 4000 microgramas/ml,
preferivelmente abaixo 3000, 2000, 1000, 800, 600, 500, 400, 300, 200, 100,
90, 80 ou abaixo 70 microgramas/ml, preferivelmente um MICy de 50 a 80,

mais preferivelmente de 60 a 70 microgramas/ml.

MICy, designa a Concentragdo Inibidora Minima requerida



10

15

20

25

12

para inibir o crescimento de 90% dos organismos. Para os presentes
propositos, MICy, € definida como aquela concentragao do polipeptideo da
invengdo que é requerida para reduzir a densidade da cultura, determinada
como ODsgs, em 90% em relagio a um controle sem o polipeptideo da
invengdo. A ODsgs é determinada depois da incubagdo sob condigdes de
incubagdo apropriadas (que dependem do organismo em questdo, como
mostrado na Tabela 5 do Exemplo 8). A determinagdo de MICy, pode ser feita
por um método de diluigdo de caldo de micro titulagdo, usando
aproximadamente 10° CFU/ml das bactérias puras em caldo de soja triptico,
adicionando o polipeptideo da invengdo em dilui¢do de 2 vezes em série,
usando 4gua como controle. Para mais detalhes, ver o Exemplo 8. A MICy €
aqui no geral indicada na unidade de micrograma do polipeptideo puro por ml
(micrograma/ml).

Ainda em outras formas de realizagdo particulares, o
polipeptideo da inveng@o:

(xii) tem um MICy, para uma bactéria Gram negativa, tal como
uma cepa de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhimurium ou Proteus mirabilis, que é pelo menos 50% mais
alta do que um MICqy para um coco Gram positivo, tal como uma cepa de
Enterococcus ou Staphylococcus, por exemplo Enterococcus faecalis,
preferivelmente Enterococcus faecalis DSM 18047 - em suas sub-formas de
realizagdo preferidas, a MICqy do primeiro € preferivelmente de pelo menos
100%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% ou pelo menos 500%
mais alta do que a MICy, do ultimo.

Em uma quarta forma de realizago particular (ver o Exemplo
11 para detalhes), o polipeptideo da invengdo, na sua forma nativa (isto € ndo
desnaturada), nio é degradada por (i) pepsina (pH 3,5, 40° C, 2 horas); (i1)
pancreatina (pH 7,0, 40° C, 4 horas); e/ou (iii) pepsina seguida por

pancreatina (pepsina no pH 3,5, 40° C, 2 horas - seguida pela pancreatina no
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pH 7,0, 40° C, 4 horas) - para todas as formas de realizagdo de (i) a (iii) como
julgado pela SDS-PAGE (ver o Exemplo 10).

Em uma quinta forma de realizagdo particular (ver o Exemplo
7 para detalhes), o polipeptideo da invengdo tem as seguintes temperaturas de
desnatura¢do, como determinado pela Calorimetria de Varredura Diferencial
(DSC): (i) pelo menos 54° C no pH 2,5, (ii) pelo menos 68° C no pH 4,0, e/ou
(iii) pelo menos 59° C no pH 7,0; preferivelmente (iv) 55° C no pH 2,5; (v)
69° C no pH 4,0; e/ou (vi) 60° C no pH 7,0.

Identidade e Hibridiza¢do, Fragmentos e Variantes

A relacionabilidade entre duas seqiiéncias de aminoécido €
descrita pelo pardmetro “identidade”.

Para os propésitos da presente invengdo, o alinhamento de
duas seqiiéncias de amino4cido é determinada usando-se o programa Needle
do pacote EMBOSS (http: //emboss.org) versdo 2.8.0. O programa Needle
implementa o algoritmo de alinhamento global descrito em Needleman, S. B.
e Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453. A matriz de substituigdo
usada ¢ BLOSUMSG62, penalidade de abertura de intervalo € 10 e a penalidade
de extensdo de intervalo € 0,5.

O grau de identidade entre uma seqiiéncia de aminoacido da
presente invengéo (“seqiiéncia da inveng@o”; por exemplo aminoacidos de 1 a
85 da SEQ ID NO: 2 e uma seqiiéncia de aminodcido diferente (“seqtiéncia
estranha”) é calculado como o numero de emparelhamentos exatos em um
alinhamento das duas seqiiéncias, dividido pelo comprimento da “seqiiéncia
da invencgdo” ou pelo comprimento da “seqiiéncia estranha”, seja qual for
mais curta. O resultado é expressado em identidade percentual.

Um emparelhamento exato ocorre quando a “sequiéncia da
invengdo” e a “seqiiéncia estranha” tém residuos de aminodcido idénticos nas
mesmas posi¢des da sobreposi¢do (no exemplo de alinhamento abaixo isto €

representado por “I”). O comprimento de uma seqiiéncia é o nimero de
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residuos de aminoacido na seqiiéncia (por exemplo o comprimento de
aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 € 85).

No exemplo de alinhamento puramente hipotético abaixo, a
sobreposi¢do é a seqiiéncia de aminoécido “HTWGER-NL” da seqiiéncia 1;
ou a seqiiéncia de aminoacido “HGWGEDANL” da seqiiéncia 2. No exemplo
um intervalo é indicado por um “-”.

Exemplo de alinhamento hipotético:

Seqiiéncia 1:  ACMSHTWGER- NL

R

Seqiiéncia 2: HGWGEDANLAMNPS

Em uma forma de realizagdo particular, a porcentagem de
identidade de uma seqiiéncia de aminoacido de um polipeptideo com ou para,
aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 é determinada i) alinhando as duas
seqiiéncias de aminoécido usando o programa de Needle, com a matriz de
substituigio BLOSUMS62, uma penalidade de abertura de intervalo de 10 e
uma penalidade de extensdo de intervalo de 0,5; ii) contando-se o numero de
emparelhamentos exatos no alinhamento; iii) dividindo-se o numero de
emparelhamento exatos pelo comprimento da mais curta das duas seqiiéncias
de aminoicido e iv) convertendo o resultado da diviséo de iii) em
porcentagem. No exemplo hipotético acima, o niimero de emparelhamentos
exatos é de 6, o comprimento da mais curta das duas seqiiéncias de
aminoécido é 12, conseqiientemente a porcentagem de identidade ¢ de 50%.

Na alternativa, o grau de identidade entre as duas seqii€éncias
de aminoacido, assim como o grau de identidade entre as duas seqiiéncias de
nucleotideo, é determinada pelo programa “align” que € um alinhamento de
Needleman-Wunsch (isto é um alinhamento global). O programa ¢ usado para
o alinhamento de seqiiéncias de polipeptideo, assim como de nucleotideo. A
matriz de contagem padrio BLOSUMS50 ¢ usado para os alinhamentos de

polipeptideo e a matriz de identidade padrdo € usada para alinhamentos de
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nucleotideo. A penalidade para o primeiro residuo de um intervalo ¢ -10 para
polipeptideos e -16 para nucleotideos. As penalidades para outros residuos de
um intervalo sdo -2 para polipeptideos e -4 para nucleotideos. “Align” ¢ parte
do pacote FASTA versdo v20u6 (ver W. R. Pearson e D. J. Lipman (1988),
“Improved Tools for Biological Sequence Analysis”, PNAS 85: 2444-2448 e
W. R. Pearson (1990) “Rapid and Sensitive Sequence Comparison with
FASTP e FASTA,” Methods in Enzymology 183: 63-98). Os alinhamentos de
proteina FASTA usam o algoritmo de Smith-Waterman sem nenhuma
limitagdo no tamanho do intervalo (ver o “algoritmo de Smith-Waterman”, T.
F. Smith e M. S. Waterman (1981) J. Mol. Biol. 147: 195-197). Ver também
Myers e Miller, CABIOS (1989) 4: 11-17.

em formas de realizagio preferidas, o grau de identidade aos
aminodacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 é de pelo menos 35% ou pelo menos
37%, 40%, 42%, 45%, 47%, 50%, 52%, 55%, 57%, 60%, 62%, 65%, 67%,
70%, 72%, 75%, 17%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% ou pelo
menos 99%. Os polipeptideos com qualquer um destes graus de identidade
a0s aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 séo aludidos como polipeptideos
homélogos. Em uma forma de realizagdo alternativa, o grau de identidade aos
aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 € 32%.

Em formas de realizagdo particulares, os polipeptideos da
invencdo compreendem (ou tém ou consistem de) uma seqiiéncia de
aminoacido que difere em (i) 57, 55, 50, 45, 40, 35, 30 ou 25 aminoacidos dos
aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2; ou em (ii) 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14,
13, 12 ou 11 aminoécidos dos aminoécidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2; ou
em (iii) 10, 9, 8, 7, 6 ou 5 aminoacidos dos aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID
NO: 2. Em uma outra forma de realizagio particular, os polipeptideos
compreendem (ou tém ou consistem de) uma seqiiéncia de aminodcido que
difere em 4, 3 ou 2 aminoacidos ou em 1 aminoacido dos aminoacidos de 1 a

85 da SEQ ID NO: 2.
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Um fragmento, por exemplo, dos aminodcidos de 1 a 85 da
SEQ ID NO: 2 ¢ um polipeptideo tendo um ou mais aminoacidos deletados do
término amino e/ou carboxila destas seqiiéncias de aminoéacido. Em uma
forma de realizagdo um fragmento contém pelo menos 30, 35, 40, 45, 50 ou
pelo menos 55 aminoéacidos. Em uma outra forma de realizag¢do um fragmento
contém pelo menos 65 residuos de aminodcido ou pelo menos 70 residuos de
aminoécido ou pelo menos 75 residuos de aminodcido ou pelo menos 80
residuos de aminoacido ou pelo menos 81 residuos de aminodcido ou pelo
menos 82 residuos de aminoécido ou pelo menos 83 residuos de aminoacido
ou pelo menos 84 residuos de aminoécido.

Uma variante alélica denota qualquer uma de duas ou mais
formas alternativas de um gene que ocupam o mesmo local cromossémico. A
variagdo alélica surge naturalmente através da mutagdo e pode resultar em
polimorfismo dentro das populagdes. As mutagdes de gene podem ser
silenciosas (nenhuma mudanga no polipeptideo codificado) ou podem
codificar polipeptideos tendo seqiiéncias de aminoacido alteradas. Uma
variante alélica de um polipeptideo ¢ um polipeptideo codificado por uma
variante alélica de um gene.

A presente invengdo também diz respeito a polipeptideos
isolados que sdo codificados pelas seqliéncias de acido nucléico que
hibridizam sob condigdes de severidade muito baixa ou baixa ou média ou
média-alta ou alta ou muito alta com uma sonda de 4cido nucléico que
hibridiza sob as mesmas condigdes com (i) nucleotideos de 124 a 378 da SEQ
ID NO: 1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) ou (iii) um filamento complementar de
(i) ou (ii) (J. Sambrook, E. F. Fritsch e T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning,
A Laboratory Manual, 2° edi¢@o, Cold Spring Harbor, nova Iorque). Em uma
forma de realizagdo particular a sonda de 4cido nucléico é selecionada dentre
as seqiiéncias de acido nucléico de (i), (ii) ou (iii) acima.

A subsegiiéncia de nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO:
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1 pode ser de pelo menos 100 nucleotideos ou em uma outra forma de
realizacdo pelo menos 50, 150 ou 200 nucleotideos.

A seqiiéncia de 4cido nucléico dos nucleotideos de 124 a 378
da SEQ ID NO: 1 ou uma subseqiiéncia deste, assim como a seqiiéncia de
aminoacido dos aminoécidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 ou um fragmento
deste, podem ser usadas para planejar uma sonda de acido nucléico para
identificar e clonar polipeptideos que codificam DNA tendo um potencial
para o uso em ragdo de animal a partir das cepas de géneros ou espécies
diferentes de acordo com os métodos bem conhecidos na técnica. Em
particular, tais sondas podem ser usadas para a hibridiza¢do com o DNA
gendmico ou cDNA do género ou espécie de interesse, seguindo
procedimentos de manchamento de Southern padrdo, de modo a identificar e
isolar o gene correspondente ai contido. Tais sondas podem ser
consideravelmente mais curtas do que a seqiiéncia inteira, mas devem ter pelo
menos 15, preferivelmente pelo menos 25 e mais preferivelmente pelo menos
35 nucleotideos no comprimento. As sondas mais longas também podem ser
usadas. Tanto sondas de DNA quanto de RNA podem ser usadas. As sondas
sdo tipicamente rotuladas para detectar o gene correspondente (por exemplo,
com >?P, *H, ¥*S, biotina ou avidina). Tais sondas sdo abrangidas pela presente
invengdo.

Assim, uma biblioteca de DNA gendmico ou cDNA preparada
a partir de tais outros organismos pode ser triada quanto ao DNA que
hibridiza com as sondas descritas acima e que codificam um polipeptideo
tendo a atividade desejada. O DNA gendmico ou outro DNA de tais outros
organismos pode ser separado pela eletroforese em gel de agarose ou gel de
poliacrilamida ou outras técnicas de separacdo. O DNA das bibliotecas ou o
DNA separado podem ser transferidos para e imobilizados em nitrocelulose
ou outro material carregador adequado. de modo a identificar um clone ou

DNA que seja homoélogo com a SEQ ID NO: 1 ou uma subseqiiéncia desta, o
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material carregador é usado em um Southern blot. para os propositos da
presente invengdo, a hibridizag¢do indica que a seqiiéncia de acido nucléico
hibridiza com uma sonda de éacido nucléico rotulada correspondendo a
seqiiéncia de 4cido nucléico mostrada na SEQ ID NO: 1, seu filamento
complementar ou uma subseqiiéncia desta, sob condigdes de severidade muito
baixas a muito altas. As moléculas as quais a sonda de 4cido nucléico
hibridiza sob estas condicGes sdo detectadas usando pelicula de raio X.

Em uma forma de realizagdo particular, a sonda de &cido
nucléico é uma seqiiéncia de 4cido nucléico que codifica aminoacidos dela
85 da SEQ ID NO: 2 ou subseqiiéncias destes. Em uma outra forma de
realizacdo, a sonda de acido nucléico tem nucleotideos de 124 a 378 da SEQ
ID NO: 1 (a regifo codificadora de polipeptideo maduro da SEQ ID NO: 1).

Para sondas longas de pelo menos 100 nucleotideos no
comprimento, as condigdes de severidade muito baixas a muito altas sdo
definidas como pré hibridizaggo e hibridizagdo a 42° C em 5X SSPE, 0,3% de
SDS, 200 pg/ml de DNA de esperma de salmdo cisalhado e desnaturado e
25% de formamida para as severidades muito baixas e baixas, 35% de
formamida para as severidades médias e médias-altas ou 50% de formamida
para as severidades altas e muito altas, seguindo os procedimentos de
Southern blotting padrao.

Para sondas mais longas de pelo menos 100 nucleotideos no
comprimento, o material carregador é finalmente lavado trés vezes cada por
15 minutes usando 2 x SSC, 0,2% de SDS preferivelmente pelo menos a 45°
C (severidade muito baixa), mais preferivelmente pelo menos a 50° C
(severidade baixa), mais preferivelmente pelo menos a 55° C (severidade
média), mais preferivelmente pelo menos a 60° C (severidade média-alta),
ainda mais preferivelmente pelo menos a 65° C (severidade alta) e mais
preferivelmente pelo menos a 70° C (severidade muito alta).

Para sondas curtas de cerca de 15 nucleotideos a cerca de 70
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nucleotideos no comprimento, as condigdes de severidade sdo definidas como
pré hibridizagdo, hibridizagdo e lavagem pos-hibridizagéo de 5° Cal0°C
abaixo da T, calculada usando o calculo de acordo com Bolton e McCarthy
(1962, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 48: 1390) em
0,9 M de NaCl, 0,09 M de Tris-HCI pH 7,6, 6 mM de EDTA, 0,5% de NP-40,
1X solugdo de Denhardt, | mM de pirofosfato de sodio, 1 mM de fosfato
monobasico de sédio, 0,1 mM de ATP e 0,2 mg de RNA de levedura por ml
seguindo os procedimentos de Southern blotting padrdo.

Para sondas curtas de cerca de 15 nucleotideos a cerca de 70
nucleotideos no comprimento, o material carregador ¢ lavado uma vez em 6X
SSC mais 0,1% de SDS por 15 minutos e duas vezes cada por 15 minutos
usando 6X SSC de 5° C a 10° C abaixo da Tm calculada.

A presente invengio também diz respeito a variantes do
polipeptideo tendo uma seqiiéncia de aminoécido de aminoécidos de 1 a 85 da
SEQ ID NO: 2 que compreendem uma substituigéo, delecdo, e/ou inser¢do de
um ou mais aminodcidos.

A seqiiéncia de aminodcidos dos polipeptideos variantes
podem diferir da seqiiéncia de aminoacido dos aminoacidos de 1 a 85 da SEQ
ID NO: 2 por uma inser¢do ou dele¢do de um ou mais residuos de aminoacido
e/ou a substituicio de um ou mais residuos de aminoacido pelos residuos de
aminodcido diferentes. Preferivelmente, as mudangas de aminoacido sdo de
uma natureza menor, que sdo substituigdes de aminoacido conservativas que
ndo afetam significantemente a dobra e/ou a atividade da proteina; delecdes
pequenas, tipicamente de um a cerca de 30 aminoacidos; extensdes de
terminal amino ou carboxila pequenas, tais como um residuo de metionina de
terminal amino; um peptideo de ligador pequeno de até cerca de 20 a 25
residuos; ou uma extenso pequena que facilite a purificagdo pela mudanga da
carga liquida ou uma outra fungéo, tal como um trato de poli-histidina.

Os exemplos de substituigdes conservativas estdo dentro do
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grupo de aminoacidos basicos (arginina, lisina e histidina), aminoécidos
4cidos (acido glutdmico e acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina e
asparagina), aminoédcidos hidrofébicos (leucina, isoleucina e valina),
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano e tirosina) e aminoacidos
pequenos (glicina, alanina, serina, treonina e metionina). Conseqiientemente,
por exemplo, a invengdo diz respeito a um polipeptideo tendo ou
compreendendo, uma seqiiéncia como apresentada na SEQ ID NO: 2,
preferivelmente a parte madura desta, em que as substitui¢des de aminoécido
conservativas compreendem substitui¢des, reciprocas, entre 0s aminoacidos
basicos (arginina, lisina e histidina), entre os aminoacidos acidos (acido
glutdimico e acido aspartico), entre os aminoacidos polares (glutamina e
asparagina), entre os aminoacidos hidrofébicos (alanina, leucina, isoleucina e
valina), entre os amino4cidos aromaticos (fenilalanina, triptofano e tirosina) e
entre os aminoacidos pequenos (glicina, alanina, serina, treonina e metionina)
ou qualquer combinagfo destes ou fragmentos ativos destes.

Como aqui definido, um polipeptideo “isolado” ou “puro” ¢
um polipeptideo que €é essencialmente livre de outros polipeptideos, por
exemplo, pelo menos 80% puro, preferivelmente pelo menos 85%, 86%, 87%,
88%, 89% ou pelo menos 90% puro, mais preferivelmente pelo menos 91%,
92%, 93%, 94%, 95% ou pelo menos 96% puro, como determinado pela SDS-
PAGE (por exemplo, pelo tingimento com coomassie € varredura subseqiiente
pelos métodos conhecidos na técnica - ver os Exemplos 2 e 4). A pureza
também pode ser determinada pela HPLC, preferivelmente RP-HPLC (por
exemplo, usando uma coluna Waters p-Bondapak C18, Fase mével A: 0,1%
de TFA, Fase movel B: Acetonitrila + 0,1% de TFA, detectando a 280 nm -
ver o Exemplo 10). A pureza pela SDS-PAGE, assim como a pureza pela
HPLC, refere-se a quantidade do polipeptideo da invengdo, em relagdo a
quantidade de proteina total. Em formas de realizagdo alternativas, o

polipeptideo pode ser pelo menos 20%, 40%, 60% ou pelo menos 70% puro.
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A quantidade de proteina total pode ser determinada por
qualquer método conhecido na técnica, por exemplo o método de Kjeldahl
(A.O.A.C., 1984, Official Methods of Analysis 14* ed., Association of
Official Analytical Chemists, Washington DC) e a quantidade do polipeptideo
da invencdo pode ser determinada pela SDS-PAGE e varredura subseqtiente,
também pelos métodos conhecidos na técnica.

O polipeptideo codificado pelas seqiiéncias de acido nucléico
da presente invengdo também incluem polipeptideos fundidos ou
polipeptideos de fusdo clivaveis em que um outro polipeptideo € fundido no
terminal N ou no terminal C do polipeptideo ou fragmento deste. Um
polipeptideo fundido € produzido pela fusdo de uma seqiiéncia de 4cido
nucléico (ou um porgdo deste) que codifica um outro polipeptideo a uma
seqiiéncia de 4cido nucléico (ou uma porgdo deste) da presente invengdo. As
técnicas para produzir polipeptideos de fusdo sdo conhecidos na técnica e
incluem ligar as seqiiéncias codificadoras que codificam os polipeptideos de
modo que as mesmas estejam na matriz e que a expressdo do polipeptideo
fundido esteja sob o controle do mesmo promotor(s) e terminador.

Em uma forma de realizacdo especifica, o polipeptideo € uma
variante alergénica baixa, planejada para invocar uma resposta imunoldgica
reduzida quando exposta aos animais, incluindo o ser humano. O termo
resposta imunolégica deve ser entendida como qualquer reagdo pelo sistema
imune de um animal exposto ao polipeptideo. Um tipo de resposta
imunoldgica é uma resposta alérgica que leva a niveis aumentados de IgE no
animal exposto. As variantes alergénicas baixas podem ser preparadas usando
técnicas conhecidas no ramo. Por exemplo o polipeptideo pode ser conjugado
com porgdes que protegem por¢des poliméricas ou epitopos do polipeptideo
envolvido em uma resposta imunoldgica. A conjugagdo com polimeros pode
envolver a ligagio quimica in vitro de polimero ao polipeptideo, por exemplo

como descrito na WO 96/17929, WO098/30682, WO098/35026, e/ou
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W099/00489. A conjugagio pode além disso ou alternativamente a isto
envolver a ligagdo in vivo de polimeros ao polipeptideo. Tal conjugagdo pode
ser obtida pelo engenheiramento genético da seqliéncia de nucleotideo que
codifica o polipeptideo. Um outro modo de fornecer variantes alergénicas
baixas é o engenheiramento genético da seqiiéncia de nucleotideo que
codifica o polipeptideo de modo a fazer com que os polipeptideos se auto-
oligomerizem, fazendo com que os monémeros de polipeptideo possam
proteger os epitopos de outros mondmeros de polipeptideo e diminuindo deste
modo a antigenicidade dos oligdmeros. Tais produtos e a sua preparagdo ¢
descrita por exemplo na WO 96/16177. Os epitopos envolvidos em uma
resposta imunolégica podem ser identificados pelos varios métodos tais comd
o método de demonstragio de fago descrito na WO 00/26230 e WO 01/83559
ou o método aleatério descrito na EP 561907. Uma vez que um epitopo tenha
sido identificado, a sua seqiiéncia de aminoacido pode ser alterada para
produzir propriedades imunologicas alteradas do polipeptideo pelas técnicas
de manipulagio de gene conhecidas tais como a mutagénese direcionada ao
sitio (ver por exemplo a WO 00/26230, WO 00/26354 e/ou WO 00/22103)
e/ou a conjugacdo de um polimero pode ser feita em proxiinidade suficiente
ao epitopo para o polimero proteger o epitopo.
Cepas Bacterianas; Cepas de Bacillus probidticas

Em um segundo aspecto, a invengdo diz respeito ao uso em
ragdo de animal de uma cepa de Bacillus, o DNA da qual, quando colhido €
usado como um padrio de DNA em uma reagdo de PCR com as SEQ ID
NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a geracdo de um fragmento de PCR de um
tamanho de aproximadamente 0,4 kb. Este teste serve para identificar cepas
com um gene como L12, ver o Exemplo 6 aqui contido. Estas cepas de
Bacillus também podem ser usadas na preparagdo de uma composi¢éo para o
uso em ragdo de animal. Estes usos sdo, por exemplo, com uma vista para

melhorar a Taxa de Converso de Ragdo (FCR), e/ou modulando a microflora
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do intestino.

Em uma primeira forma de realizagdo particular, a cepa de
Bacillus é um microorganismo probiético. O termo “probiético” no geral
refere-se a uma bactéria ndo patogénica alimentada aos animais, incluindo as
aves, como um meio de prevenir a colonizagio pelas bactérias patogénicas. O
conceito basico é encorajar a colonizagdo de superficies mucosicas como um
meio de bloquear a colonizagdo pelos patdgenos sérios. Os probidticos
também podem ser definidos como microorganismos vivos ou com que se
pode conviver, que beneficamente afetam o equilibrio intestinal de humanos e
animais sauddveis e que funcionam normalmente, aumentando
preferivelmente deste modo o ganho de peso vivo e/ou melhorando a
conversao da racdo.

Em uma segunda forma de realizagdo particular, a cepa de
Bacillus é usada na forma de esporos. Os esporos podem ser eXosporos ou,
preferivelmente, endosporos. Um endosporo ¢ qualquer esporo que €
produzido dentro de um organismo (usualmente uma bactéria). Os endosporos
podem sobreviver por periodos de estresse ambiental e sdo portanto capazes
de sobreviver a passagem do ambiente agressivo (4cido) do trato gastro
intestinal superior, enquanto que apenas exerce seu efeito uma vez que atinja
os intestinos, onde as células vegetativas normais serdo formadas.

Em uma terceira forma de realiza¢do, o fragmento de PCR,
quando purificado e seqiienciado codifica uma seqiiéncia de aminoécido que
tem pelo menos 33% de identidade aos aminoécidos de 1 a 85 da SEQ ID
NO: 2. As formas de realizagio particulares do primeiro aspecto da invengdo
(o polipeptideo e seu uso em ragio de animal) também sdo aplicaveis a este
aspecto da invengdo.

Em outras formas de realizac¢do particulares, a cepa de Bacillus
é uma cepa de Bacillus licheniformis, preferivelmente selecionados das

seguintes cepas de Bacillus licheniformis: ATCC 14580 (=NCIB 9375),
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NCIMB 6346 (=DSM 8785), NCTC 1024, NCTC 1025, NCTC 2120, NCTC
7589, NCTC 9932, ATCC 21424, NCIMB 10689 ¢ ATCC 53757. Um
subgrupo preferido inclui Bacillus licheniformis ATCC 14580 (=NCIB 9375)
e Bacillus licheniformis NCIMB 6346 (=DSM 8785).

Ainda em outras formas de realizagdo particulares, as cepas de
Bacillus para o uso de acordo com a invengio (i) ndo € Bacillus licheniformis
DSMZ 5749, (ii) ndo é Bacillus subtilis DSMZ 5750, e/ou (iii) ndo ¢ Bacillus
licheniformis FERM BP-266. As cepas de (i) e (ii) sdo incluidas no produto
BioPlus®2B, ver, por exemplo, a EP 1472933. A cepa de (iii) € descrita na
GB 2138023.

Para uma classificacfo taxondmica e identificagdo de bactérias
referéncia é feita ao Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1986), vol
2, ISBNO-683-0783; ver por exemplo p 1104 se¢do 13, Endospore forming
Gram positive rods and cocci; p. 1105 Genus Bacillus; pp. 1105-1129
description of the genus; pp. 1130-1138 description of the individual Bacillus
species, por exemplo na p. 1132 Bacillus licheniformis). Na alternativa, a
analise de seqiiéncia 16STRNA bem conhecida pode ser usada (ver por
exemplo Johansen et al, Int. J. Syst. Bacteriol, 1999, 49, 1231-1240, em
particular a segdo de Métodos na p. 1233, 2° coluna); ou peritos em taxonomia
podem ser consultados, por exemplo da DSMZ ou outros institutos
depositarios reconhecidos.

As cepas de Bacillus, tais como as cepas de Bacillus
licheniformis, sio conhecidas na técnica e disponivel, por exemplo, de
colecdes de cultura como ATTC mencionada acima ou podem ser isoladas da
natureza. As preparagdes de células de Bacillus, vivas ou com que se pode
conviver, podem ser preparadas como é conhecido na técnica. Os exemplos
de tais células sdo células vegetativas e esporos tais como endosporos. Em
uma forma de realizagio um extrato de fermentagio da cepa de Bacillus ¢

usada, por exemplo na forma de um liquido de fermentagao seca pulverizado.



10

15

20

25

25

O teste do Exemplo 6 é uma reagdo de PCR, neste exemplo
conduzido com DNA isolado de varias cepas de Bacillus licheniformis. Em
uma forma de realizacdo particular deste teste, 0 DNA usado como padrdo
para a reagdo de PCR é o DNA cromossémico que pode ser isolado pelos
métodos conhecidos na técnica. O resultado do teste do Exemplo 6 € positivo
quando um fragmento de PCR do tamanho correto é obtido. No Exemplo 6, o
tamanho correto é indicado como 0,4 kb. Em uma forma de realizagéo
particular, o tamanho correto esta entre 0,35 kb e 0,44 kb (=350 pares de base
a 440 pares de base). Em formas de realizagdo alternativas, o tamanho correto
¢ de 330 a 430 pares de base, de 340 a 420 pares de base, de 350 a 410 pares
de base, de 360 a 400 pares de base, de 370 a 390 pares de base ou de 385 a
395 pares de base. O tamanho da seqiiéncia codificadora (CDS) da SEQ ID
NO: 1 é de aproximadamente 380 pares de base (a saber de 378 pares de
base).

Seqiiéncias de Acido Nucléico

A invengdo também diz respeito a uma seqiiéncia de éacido
nucléico isolada que compreende uma seqiiéncia de éacido nucléico que
codifica polipeptideo, que (a) codifica o polipeptideo da invengdo; (b)
hibridiza sob condig¢des de severidade muito baixa com (i) os nucleotideos de
124 a 378 da SEQ ID NO: 1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo menos 100
nucleotideos, e/ou (iii) um filamento complementar de (i) ou (ii); e/ou (c) tem
um grau de identidade aos nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1 de
pelo menos 48%; com a condigdo de que a seqiiéncia de acido nucl€ico ndo
seja (iv) a SEQ ID NO: 3 e ndo (v) os nucleotideos de 601 a 978 da SEQ ID
NO: 3 e ndo (vi) os nucleotideos de 1 a 381 da SEQ ID NO: 1. A presente
invencdo além disso diz respeito as seqiiéncias de acido nucléico isoladas que
codificam um polipeptideo da invengao.

Com respeito as condigdes acima, referéncia € feita a segdo

Fundamentos da Técnica aqui contida. Conseqiientemente, a negagdo (iv)
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refere-se 2 SEQ ID NO: 133 da WO 03/093453, negagéo (v) aos nucleotideos
de 601 a 978 desta e negagiio (vi) ao acesso do Banco de Gene no.
NC_006270. Estas negagdes sdo opcionais; em formas de realizagdo
alternativas desta a seqiiéncia de 4cido nucléico codifica um polipeptideo que
(i) ndo inclui uma parte de peptideo de sinal, (ii) ndo inclui uma parte de
propeptideo, e/ou (iii) é um polipeptideo maduro. Em outras formas de
realizagdo alternativas, a seqiiéncia de 4cido nucléico compreende, na
alternativa tem ou consiste (essencialmente) de, 150 a 360 nucleotideos,
preferivelmente de 165 a 345, 180 a 330, 195 a 315, 210 a 300, 225 a 285 ou
mais preferivelmente de 240 a 270 aminoécidos.

A identidade e hibridizacdo sdo definidas em uma segdo
anterior.

Em uma primeira forma de realizacdo particular, a seqiliéncia
de 4cido nucléico codifica um polipeptideo que melhora a utilizagdo da ragéo
de animal pela melhora da Taxa de Conversdo de Ragdo (FCR), e/ou
modulando a microflora do intestino.

Uma seqiiéncia de 4cido nucléico particular da invengdo € os
nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1, o ultimo correspondendo a
regido que codifica o polipeptideo maduro. Outras seqiiéncias de 4cido
nucléico particulares da invengao séo aquelas que codificam o polipeptideo de
185 aminoécidos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 2, 8,9 ¢ 10.

A presente invengio também abrange as seqiiéncias de acido
nucléico que compreendem uma seqiiéncia de 4cido nucléico que codifica um
polipeptideo tendo a seqiiéncia de aminoécido dos aminodcidos de 1 a 85 da
SEQ ID NO: 2, que diferem das partes correspondentes da SEQ ID NO: 1 em
virtude da degenerescéncia do codigo genético. A presente invengéo também
diz respeito a subseqiiéncias da SEQ ID NO: 1 que codificam fragmentos da
SEQ ID NO: 2.

Uma subseqiiéncia da SEQ ID NO: 1 é uma seqiiéncia de
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4cido nucléico abrangida pela SEQ ID NO: 1 exceto que um ou mais
nucleotideos das extremidades 5’ e/ou 3’ foram deletados. Preferivelmente,
uma subseqjiiéncia contém pelo menos 150 nucleotideos, mais preferivelmente
pelo menos 165, 180, 195, 210, 225, 240, 270, 285, 300, 315, 330 ou mais
preferivelmente pelo menos 345 nucleotideos.

A presente invengdo também diz respeito a seqiiéncias de
nucleotideo que compreendem uma seqiiéncia de acido nucléico que
codificam um polipeptideo e que tém um grau de identidade aos nucleotideos
de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1 de pelo menos 48%. para determinar o grau de
identidade de nucleotideo, o programa “align” é usado que ¢ aludido acima.

Em formas de realizagdo preferidas, o grau de identidade aos
nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1 ¢ de pelo menos 50%, 52%,
55%, 57%, 60%, 62%, 65%, 67%, 70%, 72%, 75%, 71%, 80%, 82%, 85%,
87%, 90%, 92%, 95%, 97% ou pelo menos 99%. Em formas de realizagdo
alternativas, o grau de identidade aos nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID
NO: 1 ¢ de pelo menos 32% ou de pelo menos 35%, 37%, 40%, 42%, 45% ou
pelo menos 47%.

A presente invengdo também diz respeito a seqliéncias de
4cido nucléico mutantes que compreendem pelo menos uma muta¢do nos
nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1, em que a seqiiéncia de acido
nucléico mutante codifica um polipeptideo que (i) consiste dos aminoacidos
de 1 a85da SEQ ID NO: 2 ou (ii) ¢ uma variante da seqiiéncia de (i), em que
a variante compreende uma substitui¢do, delecdo, e/ou inser¢do de um ou
mais aminoécidos ou (iii) é uma variante alélica da seqiiéncia de (i), ou (iv) é
um fragmento da seqtiéncia de (i).

As técnicas usadas para isolar ou clonar uma seqiiéncia de
4cido nucléico que codifica um polipeptideo sdo conhecidos na técnica e
incluem a isolagdo de DNA gendmico, preparagio de cDNA ou uma

combinacdo destes. A clonagem das seqiiéncias de dcido nucléico da presente
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invengéo a partir de tal DNA gendmico pode ser efetuada, por exemplo, pelo
uso da reagdo da cadeia da polimerase bem conhecida (PCR) ou triagem de
anticorpo de bibliotecas de expressdo para detectar fragmentos de DNA
clonado com caracteristicas estruturais compartilhadas. Ver, por exemplo,
Innis et al., 1990, PCR: A Guide to Methods and Application, Academic
Press, Néva Torque. Outros procedimentos de amplificagdo de acido nucléico
tais como a reagdo da cadeia de ligase (LCR), transcrigdo ativada ligada
(LAT) e amplificagdo com base na seqiiéncia de acido nucléico (NASBA)
podem ser usados. A seqiiéncia de 4cido nucléico pode ser clonada a partir de
uma cepa de Bacillus, preferivelmente Bacillus licheniformis ou uma outra ou
organismo relacionado e assim, por exemplo, pode ser uma variante alélica ou
de espécie da regiio que codifica o polipeptideo da seqiiéncia de 4cido
nucléico.

O termo “seqiiéncia de acido nucléico isolada” como aqui
usado refere-se a uma seqiiéncia de 4cido nucléico que seja essencialmente
livre de outras seqiiéncias de acido nucléico, por exemplo, pelo menos cerca
de 20% puro, preferivelmente pelo menos cerca de 40% puro, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 60% puro, ainda mais preferivelmente
pelo menos cerca de 80% puro e mais preferivelmente pelo menos cerca de
90% puro como determinado pela eletroforese em agarose. Por exemplo, uma
seqiiéncia de 4cido nucléico isolada pode ser obtida pelos procedimentos de
clonagem padrio usados no engenheiramento genético para relocar a
seqiiéncia de 4cido nucléico da sua localizagdo natural para um sitio diferente
onde serd reproduzida. Os procedimentos de clonagem podem envolver a
excisio e a isolagdo de um fragmento de 4cido nucléico desejado que
compreenda a seqiiéncia de acido nucléico que codifica o polipeptideo, a
inser¢do do fragmento em uma molécula de vetor e a incorporagado do vetor
recombinante em uma célula hospedeira onde copias multiplas ou clones da

seqiiéncia de 4cido nucléico serd replicado. A seqiiéncia de acido nucléico
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pode ser de origem gendmica, cDNA, RNA, semi-sintética, sintética ou
quaisquer combinagdes destes.

Modificacdo de uma seqiiéncia de 4cido nucléico que codifica
um polipeptideo da presente invengdo pode ser necessario para a sintese de
polipeptideos ~ substancialmente similares ao polipeptideo. O termo
“substancialmente similar” ao polipeptideo refere-se as formas que ndo
ocorrem naturalmente do polipeptideo. Estes polipeptideos podem diferir de
algum modo engendrado a partir do polipeptideo isolado de sua fonte nativa,
por exemplo, variantes que diferem em termoestabilidade, estabilidade de pH,
estabilidade contra enzimas digestivas, alergenicidade ou semelhante. A
seqiiéncia variante pode ser construida com base na seqiiéncia de acido
nucléico apresentada como o polipeptideo que codifica parte da SEQ ID NO:
1, por exemplo, uma subseqiiéncia desta, e/ou pela introdugdo de
substitui¢es de nucleotideo que ndo déo origem a uma outra seqiiéncia de
aminoécido do polipeptideo codificado pela seqtiéncia de acido nucléico, mas
que correspondem ao uso de cédon do organismo hospedeiro intencionado
para a produgdo do polipeptideo ou pela introdugdo de substitui¢des de
nucleotideo que podem dar origem a uma seqiiéncia de aminoacido diferente.
Para uma descri¢do geral de substituigdo de nucleotideo ver, por exemplo,
Ford et al, 1991, Protein Expression and Purification 2: 95-107.
Polipeptideos alergénicos baixos por exemplo podem ser preparados como
descrito acima.

A presente invengdio também diz respeito a seqiiéncias de
4cido nucléico isoladas que compreendem uma seqiiéncia de acido nucléico
que codifica um polipeptideo e que hibridiza sob condi¢bes de severidade
muito baixas, preferivelmente condigdes de severidade baixa, mais
preferivelmente condigdes de severidade média, mais preferivelmente
condigdes de severidade média-alta, ainda mais preferivelmente condi¢des de

severidade alta e mais preferivelmente condigdes de severidade muito alta
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com uma sonda de 4cido nucléico que hibridiza sob as mesmas condigbes
com a seqiiéncia de acido nucléico da SEQ ID NO: I ou seu filamento
complementar; ou variantes alélicas e subseqiiéncias destas (Sambrook et al.,
1989, supra), como aqui definido.

A presente invengdo também diz respeito as seqiiéncias de
4cido nucléico isoladas produzidas (a) hibridizando-se um DNA sob
condi¢des de severidade muito baixa, baixa, média, média-alta, alta ou muito
alta com (i) nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1, (i) uma
subseqiiéncia de (i) ou (iii) um filamento complementar de (i) ou (ii); e (b)
isolando-se a seqiiéncia de 4cido nucléico. A subseqiiéncia € preferivelmente
uma seqiiéncia de pelo menos 100 nucleotideos tal como uma seqiiéncia que
codifica um fragmento de polipeptideo. |

A presente invengdo diz respeito ainda a métodos para
produzir uma seqiiéncia de 4cido nucléico mutante, que compreende
introduzir pelo menos uma mutagfo na seqiiéncia que codifica o polipeptideo
maduro da SEQ ID NO: 1 ou uma subseqiiéncia deste, em que a seqiliéncia de
4cido nucléico mutante codifica um polipeptideo que consiste de aminoéacidos
de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2; ou um fragmento deste.

A introdugdo de uma mutagio na seqiiéncia de cido nucléico
para trocar um nucleotideo por um outro nucleotideo pode ser realizada pela
mutagénese direcionada ao sitio usando qualquer um dos métodos conhecidos
na técnica. Particularmente 1til é o procedimento que utiliza um vetor de
DNA superespiralado, de filamento duplo com um inserto de interesse e dois
iniciadores sintéticos contendo a mutagdo desejada. Os iniciadores de
oligonucleotideo, cada um complementar aos filamentos opostos do vetor,
estendem-se durante a ciclagem de temperatura por meio da Pfu DNA
polimerase. Na incorporagdo dos iniciadores, um plasmideo mutado contendo
entalhes escalonados é gerado. A seguir da ciclagem da temperatura, o

produto é tratado com Dpnl que € especifico para DNA metilado e
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hemimetilado para digerir o padrdo de DNA precursor ¢ para selecionar
quanto o DNA sintetizado contendo a mutagdo. Outros procedimentos
conhecidos na técnica também podem ser usados.

Construcdes de acido nucléico

A presente invengdo também diz respeito as construgdes de
4cido nucléico que compreendem uma seqiiéncia de 4cido nucléico da
presente invengdo operavelmente ligado a uma ou mais seqiiéncias de
controle que direcionam a expressdo da seqiiéncia codificadora em um
hospedeiro de expressdo adequado. Os hospedeiros de expressio adequados
sdo células hospedeiras de Bacillus, o0 DNA das quais, quando colhidos e
usados como um padrio de DNA em uma reagdo de PCR com as SEQ ID
NOs: 6 e 7 como iniciadores, como descrito no Exemplo 6, leva a geragdo de
um fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4 kb.

Os exemplos de células hospedeiras adequadas sdo
mencionados na se¢do abaixo intitulada “Células Hospedeiras”.

A expressio sera entendida incluir qualquer etapa envolvida na
produgdo do polipeptideo incluindo, mas nao limitado a, transcri¢do,
modificagio pds-transcricional, translagio, modificagéo pOs-transcricional e
secrec¢do.

A “constru¢do de acido nucléico” € aqui definida como uma
molécula de 4cido nucléico, de filamento tnico ou duplo, que € isolada de um
gene que ocorre naturalmente ou que foi modificada para conter segmentos de
4cido nucléico combinados e justaposto em uma maneira que de outro modo
ndo poderia existir na natureza. O termo construgdo de acido nucléico €
sindnimo com o termo cassete de expressdo quando a construgdo de acido
nucléico contém todas as seqiiéncias de controle requeridas para a expressao
de uma seqiiéncia codificadora da presente invengdo. O termo “seqiiéncia
codificadora” é aqui definida como uma seqiiéncia de é4cido nucléico que

diretamente especifica a seqiiéncia de aminoacido do seu produto de proteina.
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Os limites da seqiiéncia codificadora sdo no geral determinados por um sitio
de ligagdo de ribossoma (procariotas) ou pelo cédon de inicio de ATG
(eucariotas) localizados exatamente a montante da matriz de leitura aberta na
extremidade 5° do mRNA e uma seqiiéncia terminadora de transcri¢do
localizada exatamente a montante da matriz de leitura aberta na extremidade
3> do mRNA. Uma seqiiéncia codificadora pode incluir, mas néo ¢ limitada a,
DNA, cDNA e seqiiéncias de acido nucléico recombinantes.

Uma seqiiéncia de 4cido nucléico isolada que codifica um
polipeptideo da presente inveng&o pode ser manipulada em uma variedade de
modos para fornecer a expressdo do polipeptideo. A manipulagdo da
seqiiéncia de 4cido nucléico antes da sua inser¢do em um vetor pode ser
desejavel ou necessaria dependendo do vetor de expressdo. As técnicas para
modificar seqiiéncias de 4cido nucléico utilizando métodos de DNA
recombinante sdo bem conhecidas na técnica.

O termo “seqiiéncias de controle” é aqui definido para incluir
todos os componentes que S0 necessarios ou vantajosos para a expressao de
um polipeptideo da presente invengdo. Cada seqiiéncia de controle pode ser
nativa ou estranha a seqiiéncia de acido nucléico que codifica o polipeptideo.
Tais seqiiéncias de controle incluem, mas néo sdo limitadas a, um lider,
seqiiéncia de poliadenilagdo, seqiiéncia de propeptideo, promotor, seqiiéncia
de peptideo de sinal e terminador de transcrigdo. Em um minimo, as
seqiiéncias de controle incluem um promotor e sinais de parada transcricional
e traducional. As seqiiéncias de controle podem ser fornecidas com ligadores
com o proposito de introduzir sitios de restrigdo especificos que facilitam a
ligagdo das seqiiéncias de controle com a regido codificadora da seqliéncia de
4cido nucléico que codifica um polipeptideo. O termo “operavelmente ligado”
é aqui definido como uma configuragdo em que uma seqiiéncia de controle €
apropriadamente colocada em uma posicio em relagdo a seqiiéncia

codificadora da seqiiéncia de DNA tal que a seqiiéncia de controle direcione a
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expressdo de um polipeptideo.

A seqiiéncia promotora, isto é uma seqiiéncia de écido
nucléico que é reconhecida por uma célula hospedeira para a expressao da
seqiiéncia de acido nucléico, contém seqiiéncias de controle transcricional que
medeiam a expressio do polipeptideo. O promotor pode ser qualquer
seqiiéncia de 4cido nucléico que mostre atividade transcricional na célula
hospedeira de escolha incluindo promotores mutantes, truncados e hibridos e
podem ser obtidos a partir de genes que codificam polipeptideos
extracelulares ou intracelulares homologos ou heterdlogos para a célula
hospedeira.

Os exemplos de promotores adequados para direcionar a
transcri¢do das construgdes de acido nucléico da presente invengéo em uma
célula hospedeira de Bacillus licheniformis que € positiva no teste do
Exemplo 6 aqui contido s3o os promotores obtidos do gene da alfa-amilase de
Bacillus licheniformis (amyL), gene da amilase maltogénica de Bacillus
stearoutromophilus  (amyM), gene da alfa-amilase de Bacillus
amiloliquefaciens (amyQ), um promotor de CryIlIA (ver WO 99/43835),
assim como o promotor endégeno L12 de cada uma das células hospedeiras
de Bacillus licheniformis especificas mencionadas abaixo.

A seqiiéncia terminadora de transcrigdo, isto € uma seqiiéncia
reconhecida por uma célula hospedeira para terminar a transcrigdo, €
operavelmente ligada ao terminal 3’ da seqiiéncia de acido nucléico que
codifica o polipeptideo. Qualquer terminador que seja funcional na célula
hospedeira de escolha pode ser usada na presente invengéo.

Os terminadores preferidos para as células hospedeiras de
Bacillus licheniformis supracitadas sdo os terminadores do gene da alfa-
amilase de Bacillus licheniformis (amyL) e o terminador L12 enddgeno de
cada uma destas células hospedeiras.

A seqiiéncia de controle também pode ser uma seqtiéncia lider
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“adequada, uma regifio ndo traduzida de um mRNA que ¢ importante para a

tradugdio pela célula hospedeira. A seqiiéncia lider € operavelmente ligada ao
terminal 5° da seqiiéncia de acido nucléico que codifica o polipeptideo.
Qualquer seqiiéncia lider que seja funcional na célula hospedeira de escolha
pode ser usada na presente invengéo.

A regiﬁo codificadora de peptideo de sinal codifica uma
seqiiéncia de aminoacido ligada ao terminal amino de um polipeptideo que
direciona o polipeptideo codificado no caminho secretor da célula. Em uma
forma de realizagdo preferida, a regido codificadora de peptideo de sinal tem
os nucleotideos de 1 a 123 da SEQ ID NO: 1 que codificam os aminoacidos
de -41 a-1 da SEQ ID NO: 2.

De acordo com o software SignalP Versdo 3.0, o peptideo de
sinal prognosticado da SEQ ID NO: 2 tem os aminoécidos de -41 a -2. Isto
significa que a proteina madura prognosticada comega no aminoacido -1 da
SEQ ID NO: 2, a saber Ala. Entretanto, de acordo com o Exemplo 2 aqui
contido, o terminal N da proteina madura comega com o aminoacido +1 da
SEQ ID NO: 2, a saber Trp, que significa que a parte do peptideo de sinal vai
do aminoécido -41 ao -1 da SEQ ID NO: 2, que ¢ um amino4cido mais longo
do que o prognosticado.

Portanto os aminoacidos de -1 a +85 da SEQ ID NO: 2 ¢ uma
forma madura alternativa da proteina L12, que também ¢ parte da presente
invengdo. Conseqiientemente, qualquer reivindicagéo e qualquer relato aqui
contidos que se refiram aos aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 podem
portanto também ou alternativamente, referir-se aos aminoacidos de -1 a +85
da SEQ ID NO: 2. O mesmo ¢ o caso para qualquer reivindicagéo e qualquer
relato aqui contidos que se refiram a parte correspondente da SEQ ID NO: 1:
Nucleotideos 121 a 378 da SEQ ID NO: 1 podem ser aludidos além ou na
alternativa aos, nucleotideos de 124 a 378 da SEQ 1D NO: 1.

Do mesmo modo, qualquer referéncia aqui contida a parte de
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sinal da SEQ ID NO: 2 também pode ou na alternativa, ser para os
aminoacidos de -41 a -2 da SEQ ID NO: 2. A parte correspondente da SEQ
ID NO: 1 tem os nucleotideos d 1 a 120 da SEQ ID NO: 1. Qualquer
reivindicagdo e qualquer relato aqui contidos que se refiram a parte de
peptideo de sinal podem portanto também ou alternativamente, se referir aos
nucleotideos de 1 a 120 da SEQIDNO: 1.

O método do SignalP V. 3.0 ¢ descrita em Bendtsen ef al em
Journal of Molecular Biology 2004, 340(4), pp. 783-95. Ver também Nielsen
et al em Proceedings of the Sixth International Conference on Intelligent
Systems for Molecular Biology (ISMB 6), AAAI Press, Menlo Park,
Califérnia, pp 122-130, 1998 (V. 2.0); e Nielsen et al em Protein Engineering
10, 1-6 (1997) (V. 1.1).
Vetores de Expressao

A presente invengdo também diz respeito a vetores de
expressio recombinantes que compreendem uma construgdo de 4cido
nucléico da invengdo, tal como vetores de expressdo recombinantes que
compreendem uma seqiiéncia de acido nucléico da presente invengdo, um
promotor e sinais de parada transcricional e traducional. As varias seqiiéncias
de 4cido nucléico e de controle descritas acima podem ser unidas entre si para
produzir um vetor de expressdo recombinante que pode incluir um ou mais
sitios de restricio convenientes para permitir a insergdo ou substitui¢do da
seqiiéncia de acido nucléico que codifica o polipeptideo em tais sitios.
Alternativamente, a seqiiéncia de 4cido nucléico da presente invengéo pode
ser expressada pela inser¢do da seqiiéncia de acido nucléico ou uma
construgdo de acido nucléico que compreende a seqiiéncia em um vetor
apropriado para a expressdo. Na criagdo do vetor de expressdo, a seqiiéncia
codificadora esta localizada no vetor de modo que a seqiiéncia codificadora

esteja operavelmente ligada com as seqiiéncias de controle apropriadas para a

expressao.
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O vetor de expressdo recombinante pode ser qualquer vetor
(por exemplo, um plasmideo ou virus) que possa ser convenientemente
submetido aos procedimentos de DNA recombinante e possa realizar a
expressdo da seqiiéncia de acido nucléico. A escolha do vetor tipicamente
dependera da compatibilidade do vetor com a célula hospedeira na qual o
vetor deva ser introduzido. Os vetores podem ser plasmideos lineares ou
circulares fechados.

O vetor pode ser um vetor que replique autonomamente, isto €,
um vetor que existe como uma entidade extracromossomica, a replicagdo da
qual ¢ independente da replicagdo cromossbmica, por exemplo, um
plasmideo, um elemento extracromossOmico, um minicromossoma ou um
cromossoma artificial. O vetor pode conter qualquer meio para garantir a
auto-replicagdo. Alternativamente, o vetor pode ser um que, quando
introduzido dentro da célula hospedeira, ¢ integrado no genoma e replicado
junto com o(s) cromossoma(s) no(s) qual(is) o mesmo foi integrado. Além
disso, um tnico vetor ou plasmideo ou dois ou mais vetores ou plasmideos
que juntos contém o DNA total a ser introduzido no genoma da célula
hospedeira ou um transposon pode ser usado.

Os vetores da presente invengdo preferivelmente contém um
ou mais marcadores seleciondveis que permitem a sele¢do facil de células
transformadas. Um marcador selecionédvel é um gene o produto do qual
fornece resisténcia a biocida ou viral, resisténcia a metais pesados, prototrofia
a auxétrofos e outros. Os exemplos de marcadores seleciondveis bacterianos
sdo os genes dal de Bacillus subtilis ou Bacillus licheniformis ou marcadores
que conferem resisténcia a antibidtico tal como resisténcia a ampicilina,
canamicina, cloranfenicol ou tetraciclina.

Os vetores da presente invengdo preferivelmente contém um
elemento ou elementos que permitem a integragdo estavel do vetor no genoma

da célula hospedeira ou replicagdo autdnoma do vetor na célula independente
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do genoma.

Para a integracdo no genoma da célula hospedeira, o vetor
pode contar com a seqiiéncia de 4cido nucléico que codifica o polipeptideo ou
qualquer outro elemento do vetor para a integragdo estavel do vetor no
genoma pelas recombinagdes homologas ou ndo homologa. Alternativamente,
o vetor pode conter seqiiéncias de 4cido nucléico adicionais para direcionar a
integragdo pela recombinagdo homoéloga no genoma da célula hospedeira. As
seqiiéncias de 4cido nucléico adicionais permitem que o vetor seja integrado
no genoma da célula hospedeira em um local ou locais precisos no(s)
cromossoma(s). Para aumentar a probabilidade de integragdo em uma
localizagdo precisa, os elementos integracionais devem preferivelmente conter
um ntmero suficiente de acidos nucléicos, tais como 100 a 1.500 pares de
base, preferivelmente de 400 a 1.500 pares de base e mais preferivelmente de
800 a 1.500 pares de base, que sfo altamente homdlogos com a seqiiéncia
alvo correspondente para realgar a probabilidade de recombina¢do homologa.
Os elementos integracionais podem ser qualquer seqiiéncia que seja homologa
com a seqiiéncia alvo no genoma da célula hospedeira. Além disso, os
clementos integracionais podem ser seqiiéncias de acido nucléico ndo
codificadoras ou codificadoras. Por outro lado, o vetor pode ser integrado no
genoma da célula hospedeira pela recombinag&o ndo homologa.

Para a replicagdo auténoma, o vetor pode compreender ainda
uma origem de replicagdo que permita que o vetor replique autonomamente
na célula hospedeira em questdo. Os exemplos de origens bacterianas de
replicagdo sdo as origens de replicagdo de plasmideos pBR322, pUCI19,
pACYC177 e pACYC184 que permitem a replicagdo na E. coli e pUBI110,
pE194, pTA1060 e pAMBI1 que permitem a replicagdo em Bacillus. A origem
de replicagdo pode ser uma tendo uma mutagdo que a faca ter a funcédo de
sensibilidade & temperatura na célula hospedeira (ver, por exemplo, Ehrlich,

1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 1433).
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Mais do que uma cépia de uma seqiiéncia de acido nucléico da
presente invengdo pode ser inserida na célula hospedeira para aumentar a
produgio do produto de gene. Um aumento no nimero de copia da seqiiéncia
de 4cido nucléico pode ser obtido pela integragdo de pelo menos uma copia
adicional da seqiiéncia no genoma da célula hospedeira ou pela inclusdo de
um gene marcador selecionavel amplificavel com a seqiiéncia de écido
nucléico onde as células contendo as copias amplificadas do gene marcador
selecionavel e por meio deste copias adicionais da seqiiéncia de acido
nucléico, podem ser selecionadas cultivando-se as células na presenca do
agente selecionavel apropriado.

Os procedimentos usados para ligar os elementos descritos
acima para construir os vetores de expressdo recombinantes da presente
invencdo sdo bem conhecidos por uma pessoa habilitada na técnica (ver, por
exemplo, Sambrook et al., 1989, supra). |

O polipeptideo da inveng¢do também pode ser co-expressado
junto com pelo menos um outro componente de interesse para ragdo de
animal, tal como um polipeptideo com uma atividade enzimatica desejada
para o uso em ragdo de animal. O polipeptideo da invengdo e o pelo menos
um outro polipeptideo podem ser co-expressados a partir de vetores
diferentes, a partir de um vetor ou usando uma mistura de ambas as técnicas.
Células Hospedeiras

A invengdo além disso diz respeito a uma célula hospedeira de
Bacillus recombinante que compreende uma construgdo de acido nucléico da
invencdo e/ou um vetor de expressdo da invengdo. O DNA da célula
hospedeira, quando colhido e usado como um padrdo de DNA em uma reacdo
de PCR com as SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a geragdo de um
fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4 kb.

Em uma forma de realizagdo particular, o fragmento de PCR,

quando purificado e seqiienciado codifica uma seqiiéncia de aminoécido que
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tem pelo menos 33% de identidade aos aminoécidos de 1 a 85 da SEQ ID
NO: 2.

As formas de realizagdo particulares do primeiro aspecto da
invencdo (em particular aqueles divulgados nas segdes intituladas “The
Polypeptide, its Characteristics and Use” e “Identity and Hybridization,
Fragments and Variants”) também sdo aplicaveis as células hospedeiras da
invencdo. Por exemplo, em outras formas de realizagdo particulares da célula
hospedeira de Bacillus da invengdo, o fragmento de PCR, quando purificado e
seqiienciado, codifica uma seqiiéncia de aminoacido que tem um grau de
identidade aos aminoécidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 de pelo menos 35%
ou pelo menos 37%, 40%, 42%, 45%, 47%, 50%, 52%, 55%, 57%, 60%,
62%, 65%, 67%, 70%, T2%, 75%, 17%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%,
95%, 97% ou pelo menos 99%.

Ainda em outras formas de realizagdo particulares, a célula
hospedeira de Bacillus é uma célula hospedeira de Bacillus licheniformis,
preferivelmente selecionada das seguintes cepas de Bacillus licheniformis:
ATCC 14580 (=NCIB 9375), NCIMB 6346 (=DSM 8785), NCTC 1024,
NCTC 1025, NCTC 2120, NCTC 7589, NCTC 9932, ATCC 21424, NCIMB
10689 ¢ ATCC 53757. Um subgrupo preferido inclui Bacillus licheniformis
ATCC 14580 (=NCIB 9375) e Bacillus licheniformis NCIMB 6346 (=DSM
8785).

Estas células hospedeiras sfo vantajosamente usadas na
produgdo recombinante dos polipeptideos. Um vetor que compreende uma
seqiiéncia de 4acido nucléico da presente invengdo ¢ introduzida na célula
hospedeira de modo que o vetor seja mantido como um integrante
cromossémico ou como um vetor extra-cromossémico auto-replicante como
descrita mais no principio. O termo “célula hospedeira” abrange qualquer
progénie da célula precursora que ndo € idéntica a célula precursora devido as

mutagdes que ocorrem durante a replicagdo.
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A introduggio de um vetor em uma célula hospedeira bacteriana
pode, por exemplo, ser efetuada pela transformagdo de protoplasto (ver, por
exemplo, Chang e Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168: 111-115),
usando células competentes (ver, por exemplo, Young e Spizizin, 1961,
Journal of Bacteriology 81: 823-829 ou Dubnau e Davidoff-Abelson, 1971,
Journal of Molecular Biology 56: 209-221), eletroporagdo (ver, por exemplo,
Shigekawa e Dower, 1988, Biotechniques 6: 742-751) ou conjugacdo (ver,
por exemplo, Koehler e Thorne, 1987, Journal of Bacteriology 169: 5771-
5278).

Métodos de Producio

A invengdo também diz respeito a um método para produzir
um polipeptideo da invengdio, o método compreendendo (a) cultivar uma
célula hospedeira recombinante da invengdo para produzir um sobrenadante
que compreenda o polipeptideo; e (b) recuperar o polipeptideo.

A invengdo além disso diz respeito a um método para produzir
um polipeptideo da invengdo, o método compreendendo (a) cultivar uma cepa
de Bacillus, o DNA da qual, quando colhido e usado como um padrdo de
DNA em uma reagdo de PCR com SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva
a geracio de um fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4
kb; e (b) recuperar o polipeptideo.

Os exemplos de células hospedeiras sdo mencionados na se¢éo
acima intitulada “Células Hospedeiras”.

A presente invengdo também diz respeito a métodos para
produzir um polipeptideo da presente invengdo que compreendem (a) cultivar
uma célula hospedeira de Bacillus licheniformis ATCC 14580 (=NCIB 9375)
ou de Bacillus licheniformis NCIMB 6346 (=DSM 8785) recombinante sob
condi¢des condutivas a produgdo do polipeptideo, em que a célula hospedeira
compreende uma seqiiéncia de dcido nucléico mutante que compreende pelo

menos uma mutago nos nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1, em que
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a seqiiéncia de 4cido nucléico mutante codifica um polipeptideo que (i)
consiste dos aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 ou (ii) € uma variante
da seqiiéncia de (i), em que a variante compreende uma substitui¢do, delegdo,
e/ou insergdo de um ou mais aminodcidos ou (iii) € uma variante alélica da
seqiiéncia de (i) ou (iv) é um fragmento da seqiiéncia de (1).

Nos métodos de produgdo da presente invengéo, as células séo
cultivadas em um meio nutriente adequado para a produgéo do polipeptideo
usando métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, a célula pode ser
cultivada pelo cultivo em fermentagéo de frasco agitado, em escala pequena
ou escala grande (incluindo as fermentagdes continuas, por lote, lote
alimentado, lote alimentado repetido ou de estado sélido) em fermentadores
de laboratério ou industrial realizados em um meio adequado e sob condigbes
que permitam que o polipeptideo seja expressado e/ou isolado. O cultivo
ocorre em um meio nutriente adequado que compreenda fontes de carbono e
nitrogénio e sais inorgénicos, usando procedimentos conhecidos na técnica.
Os meios adequados sdo disponiveis de fornecedores comerciais ou podem
ser preparados de acordo com composi¢des publicadas (por exemplo, em
catdlogos do American Type Culture Collection). Se o polipeptideo ¢
secretado no meio nutriente, o polipeptideo pode ser recuperado diretamente
do meio. Se o polipeptideo ndo ¢ secretado, 0 mesmo pode ser recuperado a
partir de lisados de célula.

Os polipeptideos podem ser detectados usando métodos
conhecidos na técnica que sdo especificos para os polipeptideos. Estes
métodos de detec¢do podem incluir o uso de anticorpos especificos; a analise
em gel de SDS-PAGE revelando uma faixa de um peso molecular relativo,
Mr, de cerca de 12 kDaj; e/ou a determinagdo da seqiiéncia de terminal N, em
amostras purificadas e/ou na faixa de um Mr de 12 kDa, como corte do gel de
SDS-PAGE. No ultimo caso, o terminal N deve preferivelmente ter uma

identidade com a SEQ ID NO: 5 de pelo menos 33% ou pelo menos 35%,
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37%, 40%, 42%, 45%, 47%, 50%, 52%, 55%, 57%, 60%, 62%, 65%, 67%,
70%, 72%, 75%, 17%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% ou pelo
menos 99%, a identidade sendo determinada como no geral descrito acima).

O polipeptideo resultante pode ser recuperado pelos métodos
conhecidos na técnica. Por exemplo, o polipeptideo pode ser recuperado a
partir do meio nutriente pelos procedimentos convencionais incluindo, mas
ndo limitado a, centrifugacdo, filtragdo (tal como ultrafiltragdo e/ou
diafiltrago), extragdo, secagem por pulverizagéo, evaporagdo ou precipitagdo.

Os polipeptideos da presente invengdo podem ser purificados
por uma variedade de procedimentos conhecidos na técnica incluindo, mas
ndo limitado a, cromatografia (por exemplo, troca i6nica, afinidade,
hidrofébica, cromatofocalizagdo e exclusdo de tamanho), procedimentos
eletroforéticos (por exemplo, focalizagdo isoelétrica preparativa), solubilidade
diferencial (por exemplo, precipitagdo com sulfato de amonio), SDS-PAGE
ou extracdo (ver, por exemplo, Protein Purification, J.-C. Janson and Lars
Ryden, editores, VCH Publishers, Nova Iorque, 1989).

Composigoes e Usos

Ainda em um outro aspecto, a presente invengdo diz respeito
as composigdes que compreendem um polipeptideo e/ou uma cepa de Bacillus
da presente invengo.

As composigdes de polipeptideo podem ser preparadas de
acordo com métodos conhecidos na técnica e podem estar na forma de uma
composi¢do liquida ou um seca. Por exemplo, a composi¢do de polipeptideo
pode estar na forma de um granulado ou um microgranulado. O polipeptideo
a ser incluido na composi¢do pode ser estabilizado de acordo com métodos
conhecidos na técnica.

Os exemplos particulares de composigdes da invengdo sdo os

seguintes:

Uma racdo de animal aditiva que compreenda (a) i) um



10

15

20

25

43

polipeptideo tendo os aminoécidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um
polipeptideo da invengdo; e (b) pelo menos uma vitamina soluvel em gordura,
(c) pelo menos uma vitamina soluvel em 4gua, (d) pelo menos um trago de
mineral, e/ou (¢) pelo menos um mineral macro;

uma composi¢do de ragdo de animal tendo um teor de proteina
bruta de 50 a 800 g/kg e que compreende i) um polipeptideo tendo os
aminoacidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um polipeptideo da
invengao;

um aditivo de ragdo de animal que compreende (a) uma cepa
de Bacillus como definida na secéo intitulada “Cepas bacterianas; Cepas de
Bacillus probidticas”; e (b) pelo menos uma vitamina soluvel em gordura, (c)
pelo menos uma vitamina solivel em agua, (d) pelo menos um trago de
mineral, e/ou (¢) pelo menos um mineral macro; e

uma composi¢do de ragdo de animal tendo um teor de proteina
bruta de 50 a 800 g/kg e que compreende uma cepa de Bacillus como definida
na se¢o intitulada “Cepas bacterianas; Cepas de Bacillus probidticas”.

As chamadas pré misturas sdo exemplos de aditivos de ragéo
de animal da invengdo. Uma pré mistura designa uma mistura preferivelmente
uniforme de um ou mais micro-ingredientes com diluente e/ou carregador. As
pré misturas sdo usadas para facilitar a dispersdo uniforme de micro-
ingredientes em uma mistura maior.

Os exemplos de usos preferidos de acordo com a invengéo sdo
dados acima (nas sec¢des intituladas “O Polipeptideo, suas Caracteristicas e
Uso” e “Cepas bacterianas; Cepas de Bacillus probidticas”) e mais detalhado
abaixo.

Racio de animal

O termo animal inclui todos os animais. Os exemplos de

animais sdo ndo ruminantes e ruminantes. Os animais ruminantes incluem,

por exemplo, animais tais como ovelha, cabra e gado, por exemplo vaca tal
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como gado de corte e vacas leiteiras. Em uma forma de realizagdo particular,
o0 animal é um animal ndo ruminante. Os animais ndo ruminantes incluem os
animais mono-gastricos, por exemplo porco ou suino (incluindo, mas ndo
limitado a, leitdes, porcos em crescimento e porcas); aves domeésticas tais
como perus, patos e galinhas (incluindo mas néo limitado a frango, galinhas
poedeiras); peixe (incluindo mas ndo limitado a salmdo, truta, tilapia, peixe e
carpa); e crustaceos (incluindo mas néo limitado a camardo e pitu).

O termo ragdo ou composi¢do de ragdo significa qualquer
composto, preparagdo, mistura ou composi¢do adequados para ou
intencionados para a ingestdo por um animal.

No uso de acordo com a inven¢do o polipeptideo e/ou a cepa
de Bacillus podem ser alimentado ao animal antes, depois ou
simultaneamente com a dieta. O ultimo ¢ preferido.

Em uma forma de realizagdo particular, o polipeptideo, na
forma em que o mesmo ¢ adicionado & ragdo ou quando € incluido em um
aditivo de ragdo, é bem definido. O termo bem definido significa que a
preparagio de polipeptideo é pelo menos 50% pura, determinada como
anteriormente descrito ou pela cromatografia de exclusdo de tamanho (ver o
Exemplo 12 da WO 01/58275). Em outras formas de realizagdo particulares a
preparagio de polipeptideo bem definida é pelo menos 60, 70, 80, 85, 88, 90,
92, 94 ou pelo menos 95% pura.

Uma preparagio de polipeptideo bem definida € vantajosa. Por
exemplo, é muito mais facil dosar corretamente a ragdo um polipeptideo que €
essencialmente livre de outros polipeptideos interferentes ou contaminantes.
O termo dosar corretamente refere-se em particular ao objetivo de obter
resultados compativeis e constantes e a capacidade de otimizar a dosagem
com base no efeito desejado.

Para o uso em ragdo de animal, entretanto, o polipeptideo néo

precisa ser aquele puro; o mesmo pode incluir por exemplo outros
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polipeptideos tais como enzimas de ragdo de animal, caso este em que O
mesmo poderia ser chamado de uma preparagdo de polipeptideo.

A preparagio de -polipeptideo pode ser (a) adicionada
diretamente & ragdo (ou usada diretamente em um processo de tratamento de
proteinas) ou (b) a mesma pode ser usada na produgdo de uma ou mais
composi¢des intermedidrias tais como aditivos de ragdo ou pré misturas que
sio subseqiientemente adicionadas a ragdio (ou usadas em um processo de
tratamento). O grau de pureza descrito acima refere-se a pureza da preparagédo
de polipeptideo original, seja usado de acordo com (a) ou (b) acima.

As preparagdes de polipeptideo com purezas desta ordem de
magnitude sdo em particular obteniveis usando métodos recombinantes de
produgdo, ao passo que eles ndo sdo assim facilmente obtidos e também
submetidos a uma variagio de lote para lote muito maior quando o
polipeptideo é produzido pelos métodos de fermentagdo tradicionais.

No presente contexto, o termo Taxa de Conversao de Ragdo ou
FCR, ¢é usado como sin6nimos com o termo conversdo de ra¢do. A FCR ¢
calculada como a ingestio de ragdo em g/animal em relagéo ao ganho de peso
em g/animal, ver por exemplo a Tabela 2 no Exemplo 5.

O polipeptideo pode ser adicionado & ragdo em qualquer
forma, seja como um polipeptideo relativamente puro ou em mistura com
outros componentes intencionados para a adi¢8o a ragdo de animal, isto € na
forma de aditivos de ragdo de animal, tal como as chamadas pré-misturas para
rag¢do de animal.

Além do polipeptideo e/ou da cepa de Bacillus da invengao, 0s
aditivos de ragdo de animal da invengfo contém pelo menos uma vitamina
solivel em gordura, e/ou pelo menos uma vitamina soliivel em agua, e/ou
pelo menos um trago de mineral, e/ou pelo menos um mineral macro.

Além disso, os ingredientes de aditivo de ragéo, opcionais sdo

agentes corantes, por exemplo carotendides tais como beta-caroteno,
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astaxantina e luteina; compostos de aroma; estabilizadores; peptideos
antimicrobianos; acidos graxos poliihsaturados; espécies que geram oxigénio
reativo; e/ou pelo menos uma enzima selecionada dentre fitase (EC 3.1.3.8 ou
3.1.3.26), xilanase (EC 3.2.1.8), galactanase (EC 3.2.1.89), alfa-galactosidase
(EC 3.2.1.22), protease (EC 3.4.-.- ), fosfolipase Al (EC 3.1.1.32), fosfolipase
A2 (EC 3.1.1.4), lisofosfolipase (EC 3.1.1.5), fosfolipase C (EC 3.1.4.3),
fosfolipase D (EC 3.1.4.4), amilase tal como. por exemplo. alfa-amilase (EC
3.2.1.1), e/ou beta-glicanase (EC 3.2.1.4 ou EC 3.2.1.6). Em uma forma de
realizagio particular estas outras enzimas sio bem definidas (como definido
acima para as preparagdes de polipeptideo).

Os exemplos de peptideos antimicrobianos (AMP’s) sdo
CAP18, Leucocina A, Tritrpticina, Protegrina-1, Tanatina, Defensina,
Lactoferrina, Lactoferricina e Ovispirina tal como Novispirina (Robert
Lehrer, 2000), Plectasinas e Estatinas, incluindo os compostos e polipeptideos
divulgados na WO 03/044049 ¢ WO 03/048148, assim como variantes ou
fragmentos do acima que retenham a atividade antimicrobiana.

Os exemplos de polipeptideos antifiingicos (AFP’s) séo os
peptideos de Aspergillus giganteus e Aspergillus niger, assim como variantes
e fragmentos destes que retenham a atividade antifingica, como divulgado na
WO 94/01459 e WO 02/090384.

Os exemplos de acidos graxos poliinsaturados sdo C18, C20 e
C22 4cidos graxos poliinsaturados, tais como &cido araquiddnico, acido
docosoexanoico, 4cido eicosapentanoico e acido gamalinoléico.

Os exemplos de espécies que geram oxigénio reativo sdo
produtos quimicos tais como perborato, persulfato ou percarbonato; e enzimas
tais como uma oxidase, uma oxigenase ou uma sintetase.

Usualmente as vitaminas solGiveis em gordura e agua, assim
como minerais trago formam parte de uma chamada pré mistura intencionada

para a adigio a ragdo, a0 passo que Os minerais macros sio usualmente



10

15

20

25

47

adicionados em separado a ragdio. Cada um destes tipos de composi¢éo,
quando enriquecidos com um polipeptideo ou uma cepa de Bacillus da
invencéo, é um aditivo de ragdo de animal da invengéo.

Em uma forma de realizacdo particular, o aditivo de ragdo de
animal da invencdo é intencionado a ser incluido (ou prescrito como tendo
que ser incluido) em dietas ou ragéao de animal em niveis de 0,01 a 10,0%;
mais particular de 0,05 a 5,0%; ou 0,2 a 1,0% (% significando g de aditivo
por 100 g de ragdo). Isto é assim em particular para as pré misturas.

As seguintes sdo listas ndo exclusivas de exemplos destes
componentes:

Os exemplos de vitaminas soluveis em gordura sdo vitamina
A, vitamina D3, vitamina E e vitamina K, por exemplo vitamina K3.

Os exemplos de vitaminas soliiveis em dgua sdo vitamina B12,
biotina e colina, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, niacina, acido folico
e pantotenato, por exemplo Ca-D-pantotenato.

Os exemplos de minerais trago sdo manganés, zinco, ferro,
cobre, iodo, selénio e cobalto.

Exemplos de minerais macro sio célcio, fésforo e sodio.

As  exigéncias nutricionais destes ~ componentes
(exemplificados com aves domésticas e leitdes/porcos) sao listados na Tabela
A da WO 01/58275. Exigéncia nutricional significa que estes componentes
devem ser fornecidos na dieta nas concentragdes indicadas.

Na alternativa, o aditivo de ragdo de animal da invengéo
compreende pelo menos um dos componentes individuais especificados na
Tabela A da WO 01/58275. Pelo menos um significa cada um de, um ou mais
de, um ou dois ou trés ou quatro e assim por diante até todos treze ou até
todos quinze componentes individuais. Mais especificamente, este pelo menos
um componente individual é incluido no aditivo da invengdo em uma tal

quantidade como para fornecer uma concentragdo na ragdo dentro da faixa
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indicada na coluna quatro ou coluna cinco ou coluna seis da Tabela A.

As composi¢des ou dietas de ragdo de animal tém um teor
relativamente alto de proteina. As dietas de aves domésticas e porco podem
ser caracterizadas como indicado na Tabela B da WO 01/58275, colunas 2 a
3. As dietas de peixe podem ser caracterizadas como indicado na coluna 4
desta Tabela B. Além disso tais dietas de peixe usualmente tém um teor de
gordura bruto de 200 a 310 g/kg.

A WO 01/58275 corresponde a US 09/779334 que € por meio
deste incorporada por referéncia.

Uma composigio de ragdo de animal de acordo com a
inven¢do tem um teor de proteina bruta de 50 a 800 g/kg e além disso
compreende pelo menos um polipeptideo e/ou pelo menos uma cepa de
Bacillus como aqui descrita e/ou reivindicada.

 Além disso ou na alternativa (para o teor de proteina bruta
indicada acima), a composi¢do de ragdo de animal da invengdo tem um teor
de energia metabolizavel de 10 a 30 MJ/kg; e/ou um teor de calcio de 0,1 a
200 g/kg; e/ou um teor de fosforo disponivel de 0,1 a 200 g/kg; e/ou um teor
de metionina de 0,1 a 100 g/kg; e/ou um teor de metionina mais cisteina de
0,1 a 150 g/kg; e/ou um teor de lisina de 0,5 a 50 g/kg.

Em formas de realizagdo particulares, o teor de energia
metabolizavel, proteina bruta, calcio, fosforo, metionina, metionina mais
cisteina, e/ou lisina esta dentro de qualquer uma das faixas 2, 3, 4 ou 5 na
Tabela B da WO 01/58275 (R. 2-5).

A proteina bruta ¢ calculada como nitrogénio (N) multiplicado
por um fator de 6,25, isto ¢ Proteina bruta (g/kg) = N (g/kg) x 6,25. O teor de
nitrogénio ¢ determinado pelo método de Kjeldahl (A.O0.A.C., 1984, Official
Methods of Analysis 14* ed., Association of Official Analytical Chemists,
Washington DC).

A energia metabolizivel pode ser calculada com base na
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publicagdo NRC Nutrient requirements in swine, nona edi¢do revisada 1988,
subcomittee on swine nutrition, committee on animal nutrition, board of
agriculture, national research council. National Academy Press, Washington,
D.C., pp. 2-6 ¢ a European Table of Energy Values for Poultry Feed-stuffs,
Spelderholt centre for poultry research and extension, 7361 DA Bee kbergen,
The Netherlands. Grafisch bedrijf Ponsen & looijen by, Wageningen. ISBN
90-71463-12-5.

O teor dietético de calcio, fosforo disponivel e aminoacidos
nas dietas de animal completas é calculado com base nas tabelas de ragdo tais
como Veevoedertabel 1997, gegevens over chemische samenstelling,
verteerbaarheid en  voederwaarde van  voedermiddelen, Central
Veevoederbureau, Runderweg 6, 8219 pk Lelystad. ISBN 90-72839-13-7.

Em uma forma de realizagdo particular, a composic¢do de ragédo
de animal da invengo contém pelo menos uma proteina vegetal ou fonte de
proteina. Esta também pode conter proteina animal, tal como Carne e Farinha
de Osso e/ou Farinha de Peixe, tipicamente em uma quantidade de 0 a 25%. O
termo proteinas vegetais como aqui usado refere-se a qualquer composto,
composi¢io, preparagdo ou mistura que inclua pelo menos uma proteina
derivada de ou que se origine de um vegetal, incluindo proteinas modificadas
e derivados de proteina. Em formas de realizagdo particulares, o teor de
proteina das proteinas vegetais € de pelo menos 10, 20, 30, 40, 50 ou 60%
(p/p)-

As proteinas vegetais podem ser derivadas de fontes de
proteina vegetal, tal como legumes e cereais, por exemplo materiais de
plantas das familias  Fabaceae (Leguminosae),  Cruciferaceae,
Chenopodiaceae e Poaceae, tais como farinha de feijdo de soja, farinha de
tremocos e farinha de colza.

Em uma forma de realizagdo particular, a fonte de proteina

vegetal é material de uma ou mais plantas da familia Fabaceae, por exemplo
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soja, tremogo, ervilha ou feijdo.

Em uma outra forma de realizagio particular, a fonte de
proteina vegetal é material de uma ou mais plantas da familia
Chenopodiaceae, por exemplo beterraba, beterraba agucareira, espinafre ou
quinoa.

Outros exemplos de fontes de proteina vegetal sdo colza,
semente de girassol, semente de algodéo e repolho.

Outros exemplos de fontes de proteina vegetal sdo cereais tais
como cevada, trigo, centeio, aveia, milho, arroz, triticale e sorgo.

Ainda em outras formas de realizagdo particulares, a
composi¢do de ragdo de animal da invengdo contém de 0 a 80% de milho;
e/ou de 0 a 80% de sorgo; e/ou de 0 a 70% de trigo; e/ou de 0 a 70% de
cevada; e/ou de 0 a 30% de aveia; e/ou de 0 a 30% de centeio; e/ou de 0 a
40% de farinha de soja; e/ou de 0 a 25% de farinha de peixe; e/ou de 0 a 25%
de carne e farinha de osso; e/ou de 0 a 20% de soro de leite.

As dietas de animal por exemplo podem ser fabricadas como
ragdo em pasta (mao pelotizada) ou ragdo pelotizada. Tipicamente, os géneros
alimenticios moidos sio misturados e quantidades suficientes de vitaminas
essenciais e minerais sdo adicionados de acordo com as especificagdes para a
espécie em questdo. O(s) polipeptideo(s) e/ou a cepa de Bacillus podem ser
adicionadas como formulacdes sélidas ou liquidas. Por exemplo, uma
formulagdo de polipeptideo solida ¢ tipicamente adicionada antes ou durante a
etapa de mistura; e uma preparagdo de polipeptideo liquida é tipicamente
adicionada depois da etapa de pelotizagdo. O polipeptideo também pode ser
incorporado em um aditivo de ragdo ou pré mistura.

A concentragdo de polipeptideo final na dieta estd dentro da
faixa de 0,01 a 200 mg de proteina por kg de dieta, por exemplo na faixa de
0,1 a 20 mg de proteina por kg de dieta de animal.

O polipeptideo e/ou a cepa de Bacillus naturalmente deve ser
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aplicada em uma quantidade eficaz, isto é em uma quantidade adequada para
melhorar a conversdo de ragéo.

E no presente considerado que o polipeptideo ¢ administrado
em uma ou mais das seguintes quantidades (faixas de dosagem): 0,01 a 200;
0,01 a 100; 0,5 a 100; 1 a 50; 5 a 100; 10 a 100; 0,05a50;1a10;0u0,10a
10, todas estas faixas estando em mg de proteina de polipeptideo por kg de
racdo (ppm). Em uma forma de realizagdo particular, a faixa de dosagem ¢ de
1a9,1a8,2a7 2a6ou2asppm. Osexemplos de faixa de dosagem
particularmente preferida sdo; 0,5 a 15,0, 1,0a12,5,1,5a10,0e25a75
ppm. A quantidade do polipeptideo ¢ determinada como descrito para a
proteina .12 no Exemplo 10.

E no presente considerado que a cepa de Bacillus ¢
administrada em uma ou mais das seguintes quantidades (faixas de dosagem):
10 E2-14, 10 E4-12, 10 E6-10, 10 E7-9, preferivelmente 10 E8 CFU/g de
racdo (a designagdo E significa expoente, a saber, por exemplo, 10 E2-14
significa 10° a 10'.

Para determinar mg de proteina de polipeptideo por kg de
ragdo, o polipeptideo é purificado da composi¢do de ragéo e a dosagem em
mg de proteina de polipeptideo por kg de ragéo ¢ calculada, por exemplo
como descrito no Exemplo 10. Os mesmos principios aplicam-se para a
determinagdo de mg de proteina de polipeptideo em aditivos de ragao.
Deposito de Material biologico

Os seguintes materiais biologicos, que foram isolados de
conteudos intestinais de frangos, como descrito no Exemplo 8, foram
depositados sob os termos do Tratado de Budapeste com a DSMZ (DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen and Zellkulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemanha) e dados os
seguintes nimeros de acesso:

Deposito Numero de Acesso Data do Depdsito



10

15

20

25

52

Enterococcus faecalis  DSM 18047 10 de margo de 2006
LactoBacillus salivarius DSM 18070 16 de margo de 2006

Os depositos foram feitos pela Novozymes NS, Krogshoejve]
36, DK-2880, Dinamarca. Estas cepas foram depositadas sob condig¢des que
garantam que o acesso as culturas estardo disponiveis durante a pendéncia
deste pedido de patente a uma pessoa determinada pelo Representante de
Patentes e Marcas Registradas a ser designado para isso sob 37 C.F.R. §1,14 ¢
35 U.S.C. §122. Os depositos representam uma cultura substancialmente pura
das cepas depositadas. Os depositos estdo disponiveis como requerido pelas
leis de patente estrangeiras nos paises em que as contrapartes do presente
pedido ou sua progénie sdo depositadas. Entretanto, deve ser entendido que a
disponibilidade de um depésito ndo constitui uma licenga para a prética da
invencdo objeto em detrimento dos direitos de patente outorgados por agdo
governamental.

A invencdo aqui descrita e reivindicada ndo deve ser limitada
no escopo pelas formas de realizagdo especificas aqui contidas divulgadas,
visto que estas formas de realizagdo sdo intencionadas como ilustragdes de
diversos aspectos da inveng&o. Quaisquer formas de realizagdo equivalentes
sdo intencionadas a estarem dentro do escopo desta invengdo. De fato, vérias
modificagdes da invengdo além daquelas aqui mostradas e descritas tornar-se-
40 evidentes aqueles habilitados na técnica a partir da descrigdo precedente.
Tais modificacbes também sdo intencionadas a cair dentro do escopo das
reivindicagdes anexas. No caso de conflito, a presente divulgagdo incluindo as
defini¢des comandar@o.

Viarias referéncias sdo aqui citadas, as divulgagdes das quais
sdo incorporadas por referéncia em suas totalidades.

Exemplos
Exemplo 1: Fermentacio em frasco agitado de Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis ATCC 14580 foi propagado durante a
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noite a 37° C em meio de TY 4gar (caldo TY solidificado com 2% de éagar) e
inoculado em um frasco agitado contendo 100 ml de caldo TY com a seguinte
composicdo: Triptona: 20 g/litro, Extrato de levedura: 5 g/litro, FeC1,.4H,0:
7 mg/litro, MnCl,.4H,0: 1 mg/litro, MgSO,.7H,0: 15 mg/litro, pH 7,3. O
frasco agitado foi incubado a 37° C por 20 horas com uma velocidade de
agitacio de 225 rpm. As células foram removidas pela centrifugagdo.

A eletroforese em gel de SDS poliacrilamida do sobrenadante
revelou uma faixa de um peso molecular relativo de 12 kDa que corresponde
ao polipeptideo desejado. O polipeptideo da invengdo ¢ designado “a proteina
1.12,” devido ao seu peso molecular relativo de 12 kDa, pela SDS-PAGE
(entretanto, o peso molecular teérico pode ser calculado a 9591,56 Da).
Exemplo 2: Purificacio da fermentacio em frasco agitado de Bacillus
licheniformis

O caldo de fermentagdo do Exemplo 1 foi centrifugada (20000
X g, 20 min) e os sobrenadantes foram cuidadosamente decantados dos
precipitados. Os sobrenadantes combinados foram filtrados através de uma
placa Seitz EKS de modo a remover as células de Bacillus. O filtrado de EKS
foi ultrafiltrado e diafiltrado em cartuchos de corte Filfron 3k de modo a
concentrar as proteinas e reduzir a condutividade no filtrado Seitz EKS. O
concentrado Filtron foi filtrado através de uma outra placa Seitz EKS.

O pH do concentrado foi ajustado ao pH 4,5 com 20% de
CH,;COOH. Alguma coisa (ndo a proteina L12) na solugéo precipitou pelo
ajuste do pH e este precipitado foi removido pela filtragéo através de uma
placa Seitz K-250. O filtrado K-250 foi aplicado a uma coluna de SP-
sepharose FF de 100 ml equilibrada em 20 mM de CH;COOH, 50 mM de
H;BO;, 1 mM de CaCl,, ajustado ao pH 4,5 com NaOH. Depois de lavar a
coluna extensivamente com o tampéo de equilibrio, a proteina L12 foi eluida
com um gradiente de NaCl linear (0 — 0,5M) no mesmo tampao. As fragdes

contendo a proteina L12 foram identificadas pela andlise de SDS-PAGE e
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estas frac;(”)es.foram reunidas e diluidas 10 vezes com 4gua desmineralizada
para reduzir a condutividade da combinag3o. A combinagdo foi aplicada a
uma coluna SOURCE S de 8 ml equilibrada no mesmo tampéo de equilibrio
(20 mM de CH;COOH, 50 mM de H;BO;3, 1 mM de CaCl, ajustado ao pH
4,5 com NaOH) e depois de lavar a coluna extensivamente com 0 tampdo de
equilibrio, a proteina L12 foi eluida com um gradiente linear de NaCl (0 —
1,0 M) no mesmo tampZo.

As fragdes da coluna foram analisadas pela andlise de SDS-
PAGE e as fragdes contendo a proteina L12 foram reunidas, o pH foi ajustado
ao pH 8 com 3% de NaOH e a combinagdo foi deixada no ambiente frio até o
dia seguinte. O ajuste ao pH 8 fez com que a proteina L12 precipitasse € no

dia seguinte o precipitado L12 foi coletado pela centrifugacdo (5000 x g, 10

" min).

O precipitado da proteina L12 foi lavado com 20 mM de
Tris/HCl, pH 8 para aumentar a pureza da proteina L12 precipitada. Depois de
uma segunda centrifugagdo (5000 x g, 10 min) o precipitado da proteina L12
foi dissolvido em um volume minimo de (20 mM de CH;COOH, 50 mM de
H;BO;, 1 mM de CaCl,, 100 mM de NaCl ajustado ao pH 4,5 com NaOH) e
aplicado a uma coluna de excluséo por tamanho Superdex 75 de 300 ml
equilibrada no mesmo tamp&o.

A coluna Superdex 75 foi eluida com o mesmo tampédo € as
fracdes da coluna foram analisadas pela anélise de SDS-PAGE. As fragdes,
onde apenas uma faixa foi observada no gel de SDS-PAGE tingido com
coomassie, foram combinados como a preparagio de proteina L12 purificada.
Glicerol foi adicionado as fracdes L12 combinadas a 50% (p/p) de
concentragdo final.

A proteina L12 formulada com glicerol foi armazenada fria em
um refrigerador. A preparagdo foi essencialmente pura como determinada em

um gel de SDS-PAGE tingido com coomassie (uma faixa).
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Caracteristicas:

O peso molecular relativo como determinado pela SDS-PAGE
foi: Mr = 12 kDa.

A seqiiéncia de terminal N foi: WVNPGYHYQYPSEGG
(SEQ ID NO: 5)

Exemplo 3: Fermentagdo pela retroalimentagdo de Bacillus
licheniformis

Um processo de fermentagfo pela retroalimentagéo de Bacillus
licheniformis ATCC 14580 foi conduzida como descrito abaixo. Todos os
meios foram esterilizados pelos métodos conhecidos na técnica. A menos que
de outro modo descrito, 4gua de torneira foi usada. As concentragbes de
ingredientes aludidas nas receitas abaixo sdo antes de qualquer inoculagdo.
Meios

LB 4gar: 10 g/litro de peptona de caseina (tal como, o no. de
catalogo da Fluke no. 95039, digesto triptica da caseina); 5 g/litro de extrato
de levedura (fabricado pela autolise de Saccharomyces cerevisiae, por
exemplo catdlogo no. 9512 da Organotechnie S.A., 27, avenue Jean Mermoz,
F-93120 La Courneuve, Franca); 10 g/litro de cloreto de sodio; 12 g/litro de
Bacto-agar (LB-4gar (Miller), catalogo Merck no. 110283) ajustado ao pH 7,0
+/- 0,2.

Tampdo M-9: Dihidrogeno fosfato de sodio. 2H,O 8,8 g/litro;
diidrogeno fosfato de potassio 3 g/litro; cloreto de sodio 4 g/litro; sulfato de
magnésio. 7H,0 0,2 g/litro (4gua deionizada € usado neste tampao).

PRK-50: 110 g/litro de farinha grossa de soja; Dihidrogeno
fosfato de sodio. 2H,0O 5 g/litro; antiespumante (tal como, por exemplo,
Struktol SB2121, Schill & Seilacher, Hamburg, Alemanha) 1 ml/litro; pH
ajustado a 8,0 com NaOH/H3PO, antes da esterilizagao.

Meio de composigio: Triptona (Hidrolisado de caseina tal

. ~ y e ® . ’
como, por exemplo, digestdo pancredtica de Bacto™ Triptona de caseina
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catdlogo no. 211699) 30 g/litro; sulfato de magnésio. 7H,O 4 g/litro;
dihidrogeno fosfato de potassio 7 g/litro; dihidrogeno fosfato de sodio, 2H,0O
7 g/litro; di-sulfato de aménio 4 g/litro; acido citrico 0,78 g/litro; vitaminas
(dicloreto de tiamina 34,2 mg/litro; riboflavina 2,9 mg/litro; acido nicotinico
23 mg/litro; D-pantotenato de calcio 28,5 mg/litro; piridoxal-HCl 5,7
mg/litro; D-biotina 1,1 mg/litro; &cido folico 2,9 mg/litro); metais trago
(MnSO,. H,O 39,2 mg/litro; FeSO,. THO 157 mg/litro; CuSOs, SH,0 15,6
mg/litro; ZnCl, 15,6 mg/litro); Antiespumante (Struktol SB2121, ver acima)
1,25 ml/litro; pH ajustado a 6,0 com NaOH/H;PO, antes da esterilizagdo.
Monopropileno glicol (MPG) 24 ml/litro foi adicionado 28 e 47 horas depois
da inoculagdo (isto é depois de aproximadamente 1 e 2 dias, respectivamente),
no total 48 ml/litro de MPG foram adicionados.
Meio de alimentagdo: Glicose.1H,O 820 g/litro
Procedimento de Fermenta¢3o:.

Bacillus licheniformis ATCC 14580 foi cultivado em

inclinacdes de LB 4gar por um dia a 37° C. O agar foi depois lavado com
tampdo M-9 e a densidade dtica (OD) a 650 nm da suspensdo de célula
resultante foi medida. O frasco de inéculo agitado (com 100 ml de meio PRK-
50) foram inoculados com um indculo de OD (650 nm) x ml de suspenséo de
célula = 0,1 (que significa que a quantidade requerida de inéculo em ml ¢
encontrada dividindo-se 0,1 pela OD (650 nm) da suspensdo de célula de
inéculo). Os frascos agitados foram incubados a 37° C a 300 rpm por 20
horas.

Os fermentadores usados foram fermentadores de laboratorio
padrio equipados com um sistema de controle de temperatura, controle de pH
com agua amoniacal e acido fosférico, elétrodo de oxigénio dissolvido para
medir >20% de saturacdo de oxigénio através da fermentagio inteira.

A fermentagio no fermentador principal (tanque de

fermentagdo) foi iniciada pela inoculagdo do fermentador principal com a
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cultura em crescimento de um frasco de inéculo agitado. O volume inoculado
foi de 10% do meio de composigio (80 ml para 720 ml de meio de
composigao, resultando em 800 ml de caldo inicial depois da inoculag@o).

Os pardmetros de fermentagdo foram: Temperatura 41° C; pH
entre 6,8 e 7,2 (usando 4gua amoniacal e 4cido fosférico, controle 6,8 (agua
amoniacal), 7,2 4cido fosférico). Aeragdo: 1,5 litro/min/kg de peso do caldo
de fermentagdo, agitagdo: 1500 rpm.

O meio de alimentagdo foi adicionado como segue: Taxa de
alimentagio inicial 0,05 g/min/kg no inicio da fermentagdo, aumentando
linearmente para 0,16 g/ming/kg depois de 8 horas e permanecendo a 0,16
g/min/kg até o final da fermentagdo (por referéncia ao peso de partida do
caldo de fermentacdo, exatamente depois da inocula¢@o).

Depois de 3 dias (70 horas) o caldo de fermentagéo foi colhido
e purificado como descrito no Exemplo 4 abaixo.

Exemplo 4: Purificaciio da fermentagfio pela retroalimentacio de Bacillus
licheniformis

O caldo de fermentagio do Exemplo 3 foi centrifugado (20000
X g, 20 min) e os sobrenadantes foram cuidadosamente decantados dos
precipitados. Os sobrenadantes combinados foram filtrados através de uma
placa Seitz K-250 e depois através de uma placa Seitz EKS de modo a
remover o resto das células hospedeiras de Bacillus. A condutividade do
filtrado EKS foi de 10 mS/cm. 100 ml de filtrado de EKS foi diluido 10x em
20 mM de CH;COOH, 50 mM de H;BO;, 1 mM de CaCl,, ajustado ao pH 4,5
com NaOH e o pH do filtrado EKS diluido foi ajustado ao pH 4,5 com 20%
de CH;COOH. O filtrado de EKS diluido foi aplicado a uma coluna de 19 ml
de SP-sepharose FF equilibrada em 20 mM de CH;COOH, 50 mM de H;BOs,
1 mM de CaCl,, ajustado ao pH 4,5 com NaOH. Depois de lavar a coluna
extensivamente com o tampdo de equilibrio, a proteina L12 foi eluida com um

gradiente de NaCl linear (0 — 0,5 M) no mesmo tampdo. As fragdes contendo
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a proteina L12 foram identificadas pela analise de SDS-PAGE e combinadas
e diluida 10 vezes com 4gua desmineralizada para reduzir a condutividade da
combinagdo. A combinagdo foi aplicada a uma coluna SOURCE S de 8 ml
equilibrada no mesmo tampéo de equilibrio (20 mM de CH;COOH, 50 mM
de H;BO;, 1 mM de CaCl,, ajustado ao pH 4,5 com NaOH) e depois de lavar
a coluna extensivamente com o tampdo de equilibrio, a proteina L12 foi
eluida com um gradiente de NaCl linear (0 — 1,0 M) no mesmo tamp@o. As
fracdes da coluna foram analisadas pela analise de SDS-PAGE e as fragdes
contendo a proteina L12 foram combinadas e aplicadas a uma coluna de
exclusio de tamanho Superdex 75 de 120 ml equilibrada em 20 mM de
CH;COOH, 50 mM de H;BOs, 100 mM de NaCl, 1 mM de CaCl,, ajustado
ao pH 4,5 com NaOH. A coluna Superdex 75 foi eluida com o0 mesmo tampao
e as fracdes da coluna foram analisadas pela analise de SDS-PAGE. As
fracdes que ddo origem a uma faixa forte a 12 kDa no gel de SDS-PAGE
tingido com coomassie foram combinadas como a preparagdo da proteina L12
purificada. A preparagdo foi pelo menos 90% pura julgada a partir de um gel
de SDS-PAGE tingido com coomassie e o peso molecular relativo como
determinado pela SDS-PAGE foi de Mr = 12 kDa. A seqiiéncia de terminal N
foi: WNVPGYHYQY (aminoacidos de 1 a 10 da SEQ ID NO: 5).
Exemplo 5: Desempenho em ragiio de animal in vivo (teste de gaiola)

O desempenho da proteina L12 em ragdo de animal foi
avaliada em um teste de crescimento de frango com os seguintes parametros:

Teste de crescimento: Dia 8 ao dia 29 (dia 0 = dia do choco)

Tratamentos: A: Controle; B: 5 mg de proteina L12 purificada
por kg de ragéo

Dietas: dieta de Milho / SBM48 (ver a composi¢do de ragéo,
Tabela 1)

Depois de misturar a ragdo foi pelotizada em cerca de 70° C (3

x 25 mM). A proteina L12 foi diluida em 500 ml de 4gua e pulverizada sobre
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as pelotas. Para o tratamento de controle a mesma quantidade de agua foi

pulverizada sobre as pelotas.

Réplicas: 8 grupos de 6 frangos machos, ROSS PM3, por

tratamento

Alimentacdo: Pelotas ad libitum

Tabela 1: Composicdo de racdo da dieta experimental
Ingredientes (%):

Milho * 64,34
SBM 48 ° 29,20
Oleo de soja 2,50
DL-Metionina 0,08
Mono Fosfato de Calcio 1,50
Calcario 1,18
Sal 0,10
TiO,' 0,10

Pré mistura no. UH 12699002 * |1,00
Teor calculado:

Proteina bruta (%) 19,0
MEx MJ/kg) ° 12,8
Gordura bruta (%) 6,2

Lisina (%) 1,02
Metionina (%) 0,39
Metionina + Cistina (%) 0,71

''TiO, como marcador indigerivel foi incluido na mistura de rag¢do

2 Comercialmente disponivel da DSM Nutritional Products NV, Dorpsstraat 4,
B-9800 Deinze, Bélgica e incluindo Lasalocid Sédico

3 Calculado com equagdo EC (EEC (1986) Directive de la Commission du 9
avril 1986 fixant la méthode de calcul de la valeur energetique des aliments
composes destines a la volaille; Journal Officiel des Communautés
Europeennes, L 130, 53-54)

4 Matéria-prima para géneros alimenticios; disponivel da Moulin Moderne
Hirsingue, Hirsingue, Fran¢a

> Farinha de soja, residuos da fabrica¢do de 6leo, matéria-prima para géneros

alimenticios; disponivel da Moulin Moderne Hirsinque, Hirsinque, Franga



10

15

20

60

Tabela 2: Desempenho de frangos machos; média + desvio padrdo

Produto Controle L12
Tratamento A B
Dose (proteina/kg) 0 S mg
Gaiolas x aves 8x6 8 x 6
Ganho de peso (g/ave) 1308 # 13754
dia8a29 + 61 + 80

% 100,0 105,2
Ingestdo de ragdo (g/ave) 2095 * 21194
dia 8 a 29 &+ 103 & 90
% 100,0 101,1
Conversdo de ragdo (g de A B
ragdo/g de ganho) 1,603 1,542
dia 8-29 + 0,028 + 0,038
% 100,0 96,2

Teste de Newman-Keuls: Médias dentro de uma fileira, que ndo
compartilham um sobrescrito comum, sdo significantemente diferentes (p <
0,05)
Exemplo 6: Cepas de Bacillus com genes equivalentes a L12, como
identificadas pela PCR

Os genes similares ao gene que codifica a proteina L12 (SEQ
ID NO: 1) foram identificados em vérias outras cepas de Bacillus
licheniformis pela PCR. O DNA para o uso como um padréo para a reagao de
PCR foi isolada de onze cepas de Bacillus licheniformis diferentes cultivadas
durante a noite a 37° C em placas de TY 4gar (para a receita, ver o Exemplo
1). Um tubo de inoculagdo com células de cada cepa foi colocado em
suspensdo em 0,1 ml de H,0 e fervido por 10 min, centrifugado e 5
microlitros de sobrenadante de cada um foi usado como padrdo de DNA nas
reacdes de PCR como descrito abaixo.

As reacdes de PCR foram conduzidas em “Puro Taq® Ready-
To_Go® PCR Beads” da Amersham Biosciences: 5 microlitros de padrdo de
DNA + 2 x 1 microlitro de iniciador Pep481 (SEQ ID NO: 6) e Pep482 (SEQ
ID NO: 7) + 18 microlitros de H,O.

Programa de PCR: 1) 95° C 3 min; 2) 95° C 10 segundos; 3)
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65° C 30 segundos -1° C pr. ciclo; 4) 72° C 1 min; 5) Ir Para 2) 9 vezes; 6)
95° C 10 segundos; 7) 55° C 30 segundos; 8) 72° C 1 min; 9) Ir Para 6) 19
vezes; 10) 72° C 5 min; 11) 4° C continuamente, que significa que na etapa
10) seguinte a temperatura ¢ diminuida para 4° C.

Iniciadores:

Pep481 AATTACGCGTGTTGGTGCGATAGTAGTAACG-3’ (SEQ ID
NO: 6)
Pep482 TTAAGAATTCGAATGAAAGAGGAGGAATG -3’ (SEQ ID
NO: 7)

O fragmento de PCR de 0,4 kb resultante das cinco cepas
positivas (positivo significando dar a faixa de DNA do tamanho correto) foi
purificado e usado em um experimento de seqiienciamento de DNA, usando
de novo como iniciadores de seqiiéncia os iniciadores Pep481 (SEQ ID NO:
6) e Pep482 (SEQ ID NO: 7).

Trés das cinco cepas positivas deram a mesma seqiiéncia de
DNA: Bacillus licheniformis ATCC 14580, Bacillus licheniformis NCIMB
6346 (=DSM 8785) e Bacillus licheniformis cepa 712, resultando na
seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 2. Na cepa 470 de Bacillus
licheniformis as mudangas de DNA resultaram em duas mudangas de
aminoéacido (SEQ ID NO: 9), entretanto nenhuma no peptideo maduro. Na
cepa 009 de Bacillus licheniformis as mudangas de DNA resultaram em
quinze mudangas de aminoécido (SEQ ID NO: 8), oito das quais no peptideo
maduro. Além disso, uma seqiiéncia de consenso (SEQ ID NO: 10) foi
derivada das SEQ ID NOs: 2,8 e 9.

Observe que, neste experimento, os nucleotideos que
codificam os sete aminodacidos de terminal C da SEQ ID NO: 2 sdo incluidos
no iniciador Pep481 (SEQ ID NO: 6) e os sete residuos de aminoacido de
terminal C das SEQ ID NOs: 8 e 9 podem ndo ser portanto corretos.

Entretanto a corregio das SEQ ID NOs: 8 e 9 foi mais tarde confirmada.
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Uma cepa de Bacillus licheniformis que foi isolada do produto
probidtico na ragdo designada BioPlus®2B (oferecida por Chr. Hansen A/S,
10-12 Boege Alle, DK-2970 Hoersholm, Dinamarca) foi incluida entre as
onze cepas testadas mas foi negativa.

Além disso, 44 outras cepas de Bacillus licheniformis foram
testadas como descrito acima. Uma resposta de PCR positiva foi encontrada
em 27 destas cepas. Os exemplos de cepas adicionais publicamente
disponiveis de Bacillus licheniformis descobertos serem positivos em L12 tém
os seguintes numeros de depdsito: NCTC 1024, NCTC 1025, NCTC 2120,
NCTC 7589, NCTC 9932, ATCC 21424, NCIMB 10689, ATCC 53757.
NCTC ¢ a National Collection of Type Cultures. ATCC ¢ a American Type
Culture Collection. NCIMB ¢ a National Collection of Industrial, Marine and
Food Bacteria.

Exemplo 7: Termoestabilidade

A Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) foi usada para
determinar a estabilidade da temperatura da proteina L12 no pH 2,5, 4,0 e 7,0.
L12 purificado em uma concentragdo de cerca de 2 mg/ml foi dialisado
durante a noite a 4° C contra tampdo apropriado e conduzido em um
instrumento VP-DSC (MicroCal) com uma razdo de varredura constante de
1,5° C/min de 20 a 90° C. o manuseio dos dados foi realizado usando o
software MicroCal Origin (versio 4.10) e a temperatura de desnaturagdo foi
definida como a temperatura no apice do pico de entalpia. Em 10 mM de
4cido citrico, 50 mM de cloreto de sédio, pH 2,5, L12 verificou-se ter uma
temperatura de desnaturagdo de 55° C. Em 10 mM de acetato de sodio, 50
mM de NaCl, pH 4,0, L12 desnaturou a 69° C e em 10 mM de fosfato de
s6dio, 50 mM de NaCl, pH 7,0 a temperatura de desnaturagéo foi de 60° C.
Exemplo 8: Modulagio da microflora intestinal in vivo e in vitro

A influéncia da proteina L12 sobre a microflora intestinal foi

avaliada a) in vivo, em leitdes e frangos; e b) in vitro, em microorganismos
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isolados da microflora intestinal.

Estudo de Leitdo

Este estudo, que foi realizado de acordo com as
regulamentagdes legais francesas sobre experimentos com animais vivos, foi
realizado para avaliar o efeito de 5 ppm de L12 (5 mg de L12 purificado por
kg de ragdo) na microflora intestinal de leitdes.

Dez leitdes (hibridos de Large-White, Landrace e Piétrain,
obtidos da GAEC Leclerc, Ostheim, Fran¢a) de um peso corporal inicial de
253 + 1,3 kg foram submetidos a uma anastomose ileo-retal (conectando o
ileo terminal a extremidade do reto, desviando o ceco e o célon). Em tais
porcos, a microflora do ileo terminal pode ser coletada ao nivel do anus e €
representativa da populagdo bacteriana de todas as partes digestivas
consecutivas dos intestinos. Depois da cirurgia, durante a recuperagdo da
cirurgia e durante o periodo experimental os animais foram colocados em
gaiolas metaboélicas permitindo uma amostragem facil dos conteudos ileo-
retais.

Durante o periodo experimental de seis semanas, os leitdes
foram alimentados cada um e alternativamente (em um planejamento de
quadrado latino duplo, para reduzir o efeito da variagdo individual e também
qualquer influéncia potencial da seqiiéncia dos tratamentos) uma dieta basal
suplementada ou nfio com os compostos de teste. as dietas foram compostas
como segue:

Dieta A: KLIBA, disponivel da Provimi-Kliba, Kaiseraugst,
Suica, com 18% de farinha de soja, 53% de milho, 13% de cevada, 6% de
farinha de aveia, 5,4% de farelo de trigo, 1% de 6leo de soja, 3,6% de
minerais, vitaminas e aminoacidos sintéticos (p/p).

Dieta E: Dieta A com a adi¢do de 5 mg/kg da proteina L12.

As Dietas B, C e D incluiram outros compostos de teste sem

nenhuma relevancia para a presente invengao.
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Os compostos de teste (incluindo L12) foram incorporados nas
dietas em um misturador de Buhler (Buhler, Aschwill, Sui¢a). As dietas
experimentais foram preparadas e administradas aos animais em uma forma
pastosa.

As dietas experimentais foram deixadas para os animais no
nivel de 2 kg por dia distribuidos em duas farinhas iguais &s 8:00 e 15:30.

Os contetidos ileo-retais foram amostrados a partir de cada
animal nos dois ultimos dias de cada periodo de tratamento e as concentragdes
de matéria seca e dos constituintes diferentes da microflora foram
determinados.

Os animais n3o mostram quaisquer sintomas de toxicose ou de
enfermidade durante o experimento. Seu ganho de peso didrio durante a
observacdo foi de 1,14 £ 0,1 kg que é um desempenho zootécnico muito bom.
No final dos experimentos os animais foram eutanizados por injegéo letal
depois da tranquilizagdo.

Os conteaddos de matéria seca das amostras foram
determinados depois da secagem durante a noite a 105° C, 1 g de amostra, de
acordo com o procedimento padrio da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) (1009) (Association of Official Analytical Chemists.
(1990). (Official methods of analysis. 15° edigdo. Association of Official
Analytical Chemists. Arlington).

A analise da microflora foi realizada como segue:

Imediatamente depois da emissdo, 10 g de conteidos ileo-
retais foram transferidos e homogeneizados em frascos contendo 100 ml de
caldo de cloreto de sédio peptona (Merck, Darmstadt, Alemanha, catalogo no.
10582). Menos do que 5 min passados entre as emissdes € a remogao dos
contetidos ileos que foram rapidamente transferidos para uma cémara
anaerobica (AES Cheminex, Combourg, Franga). Subseqiientemente, as

amostras foram diluidas em série em etapas de 10 vezes usando caldo de



10

15

20

25

65

cloreto de sodio peptona de 10" a 10® (p/vol). Todas as contagens bacterianas
foram obtidas com duas placas duplicadas.

As contagens anaerdbicas facultativas totais representam o
numero médio de coldnias que cresceram em Brucella 4gar (Merck,
Darmstadt, Alemanha, catalogo no. 10490) suplementado com sangue de
ovelha (5% vol/vol, fornecido pela AES Cheminex, Combourg, Franga). As
placas foram incubadas em uma cabine anaerdbica a 37° C durante 5 dias.

~ As bactérias de 4cido lactico foram enumerados em MRS agar
(Merck, Darmstadt, Alemanha, catalogo no. 110660) e LactoBacillus spp. em
Rogosa agar (Merck, Darmstadt, Alemanha, catalogo no. 105413). Ambas as
placas foram incubadas em uma cabine anaerdbica a 37° C durante 48 horas.

As Enterobacteriaceae foram contadas em V.R.B.D agar
(Merck, Darmstadt, Alemanha, catalogo no. 110275). Escherichia coli e
outras Enterobacteriaceae foram analisadas em um meio cromogénico Coli-ID
(BioMerieux, Marcy 1’Etoile, Franga, catdlogo no. 42017). Este meio contém
dois substratos cromogénicos: Um para a detecgéo de beta-D-glicuronidase
(E. coli) que produz coldnias rosas e um para a detec¢do de galactosidase
(outra Enterobacteriaceae) que produz col6nias azuis. Ambas as placas foram
incubadas aerobicamente a 37° C durante 24 horas.

Enterococcus spp. foram avaliados em Enterococo agar
(Merck, Darmstadt, Alemanha, catalogo no. 65009) e Staphilococcus spp. em
Baird Parker agar (AES Cheminex, Combourg, Franga, catalogo no.
AEB150302) depois da incubagdo aerdbica a 37° C durante 48 horas.

Depois de aquecer a amostra em um banho de dgua a 80° C
durante 10 min, Clostridium perfringens foi isolado usando TSN agar
(BioMérieux, Marcy I’Etoile, Franga, catalogo n® 51048) incubado em uma
camara anaerdbica a 46° C durante 24 horas.

As identidades de colénias representativas foram além disso

confirmadas pela examinag@o microscopica depois do tingimento de Gram e o
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teste bioquimico usando o sistema API apropriado (BioMarieux, Marcy

I’Etoile, Franca).

Para cada grupo de teste, a andlise estatistica dos dados

envolvidos no céalculo da média e desvio padrio da média assim como uma

analise de variacdo seguida pelo teste “t” de Student para avaliar a

significincia de diferengas inter-grupo.

As respectivas contagens bacterianas (niimero de unidades

formadoras de colénia (CFU) por grama de conteido ileo de matéria seca

(DM), * o desvio padrdo (SD) sdo apresentados na Tabela 3 abaixo, que

também mostra a melhora nas respectivas contagens bacterianas causadas

pela adigdo de 5 ppm de L12, em relagdo ao controle.

Tabela 3: Teor bacteriano da microflora ileo-retal de leitdes

Contagem bacteriana de:|Controle 5 ppm de L12 Melhora[Teste t
(CFU/g de(CFU/g de(%)
DM) DM)
Bactérias  anaerdbicas2,78 x 10" 413x 10 H49% 0,1
facultativa L 1,94x 10 H3,34%x10" 0,15
Bactérias _ de  acido1,21x 107  [1,L17x10° 4% [0
lactico totais +1,28x 10 1,13x10" 0,9
LactoBacillus spp. 1,00x 107 [1,04x10"° 5% (0,84
- 7.98x 10° H8,15x10°
Enterobacteriaceae 1,49x 105 [1,47x10° 1% (0,98
3,03 x 105 H2,04x10°
Escherichia coli 1,27 x 10° 151x 105 H19% (0,77
L 2,57x 108 R2,40x 10°
Outras 1,05x107 [,22x10°  [98% (0,31
Enterobacteriaceae 42,66 x 107 H2,15x 10°
Enterococcus spp. 3,89 x 10’ 1,80 x 10’ -54% (0,22
6,82 x 107 12,82 x 10
Staphilococcus spp. 8,82 x 10° 7,86 x 10° -11% 10,80
4 1,10x 106 R 1,29x10°
Clostridium perfringens (13 6 observagdes-99% (0,14
observagdes [positivas/ 20
[positivas/ 20 2,59 x 10'
2,99x 10° 5,03 x10'
+ 8,51 x 10°

Neste ensaio, nenhuma diferenga significante nas contagens
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bacterianas foram encontradas, apenas efeitos numéricos foram observados,
mas algumas vezes eles foram muito fortes.

Um efeito positivo de L12 foi observado na média de bactérias
anaerébicas facultativas totais, onde as contagens foram aumentadas em 49%
em relagdo ao controle.

Um efeito neutro de L12 foi observado nas bactérias de acido
lactico totais e LactoBacillus spp. totais, que sdo representativos das bactérias
benéficas do microbiota intestinal. O mesmo € o caso para a
Enterobacteriaceae total. O componente principal da populagdo de
Enterobacteriaceae na microflora de leitdo, Escherichia coli, foi aumentada
em 19% ao passo que o grupo de outras Enterobacteriaceae (outras que nao E.
coli) que sdo potencialmente patogénicas foi fortemente reduzida.

Um efeito negativo de L12 foi observado na populagéo de
Enterococcus spp.

Clostridium perfringens foi verificado em treze das vinte
amostras de controle (Dieta A), ao passo que a mesma foi encontrada apenas
em seis das vinte amostras com dieta suplementada por L12 (Dieta E). Esta
populagio de bactérias patogénicas foi portanto fortemente reduzida (em
99%) com L12.

Estudo de frango

No teste de crescimento de frango descrito no Exemplo 5, o
efeito de L12 (5 mg de L12 purificado por kg de ragdo) na microflora
intestinal de frango também foi avaliada.

A anélise da microflora de doze animais por grupo foi
realizada como descrito acima (o estudo de leitdo), usado o conteudo fecal,

depois do sacrificio do frango, como material de partida.
Os resultados das contagens da populagdo bacteriana nos

contetidos cecais do frango sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4: Teor bacteriano da microflora cecal de frango

Controle SppmL12  Melhora

Contagem bacteriana de: (CFU/g DM) [(CFU/g DM) (%) Teste t

Bactérias anaerobicas  [1,40x 10" 2,49 x 1010 .
facultativas L 1,09 x 100 1,19 x 101° +178% 10,03

Bactérias do 4cido lactico2,15x 10° 3,58 x 109
b 9 + 0

1,64 x 10 15,10 x'108

L . .
Escherichia coli 1 1.64%10° [£8.41x 109 +311% (0,19

Um efeito positivo de L12 foi observado na flora anaerdobica
facultativa total que aumentou de modo estatisticamente significante em
178%.

Esta variagdo pode ser explicada pelo aumento (numérico)
observado de bactérias do &cido lactico total observadas no grupo
suplementado com L12. As bactérias do acido lactico totais representam a
populagdo principal da flora anaerébica facultativa total e sdo compostas
principalmente de espécies de LactoBacillus que desempenham um papel
importante nos beneficios comunicados pelos microbiotas normais para a

saude do hospedeiro.

As contagens de Escherichia coli foram numericamente, mas
ndo estatisticamente significantes, aumentaram no grupo suplementado com
L12. Isto é compativel com o aumento nas contagens de outros dois grupos de
microorganismos. Todos os animais envolvidos neste experimento tiveram a
microflora cecal saudavel e equilibrada e nenhuma doenga diarréica nos
animais foi observada durante o teste, sugerindo que foram as cepas de
Escherichia coli comensais que podem ter sido aumentadas.

Modulacido da microflora intestinal in vitro

O efeito de L12 sobre a microflora foi ainda avaliado in vitro.
As bactérias representativas de microorganismos benéficos e nocivos dos

microbiotas intestinais foram isolados dos contetidos intestinais de leitdo e
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frango. As suas identidades foram confirmadas pela examinag¢do microscopica
depois do tingimento de Gram e teste bioquimico usando o sistema API
apropriado (BioMOrieux, Marcy I’Etoile, Franga).

O efeito de L12 sobre o crescimento bacteriano destas
bactérias foi determinado pelo método da diluigdo de caldo de micro titulo
medindo a absorbincia a 595 nm. Todos estes ensaios in vitro foram
realizados em placas de 96 reservatdrios esterilizada (placas de microtitulo
Falcon 353072, Becton Dickinson Labware, Meilan, Franga) em um volume
final de 110 microlitros como segue: 100 microlitros de suspensdo contendo
aproximadamente 10° CFU/ml das bactérias puras em caldo de soja triptico
(Merck, Darmstadt, Alemanha, catalogo no. 105459) foram adicionados a 10
microlitros de 4gua contendo L12 em diluigdes de 2 vezes em scrie ou a 10
microlitros de 4gua como controle. A inibigdo de crescimento foi determinada
medindo-se a absorbancia a 595 nm com um Multiskan Ascent
(ThermoLabsystems, Helsinki, Finlandia) depois do tempo apropriado de
incubagdo na temperatura apropriada para o crescimento 6timo das bactérias
puras, ver a Tabela 5.

Tabela 5: Condicdes de incubagéo

Condi¢do [Temperatura {Tempo de
Tipo de bactériaCepa Bacteriana |de de Incubagdo
incubagdo [incubagdo
Bactérias Gram [todas Aerdbia  37°C 24 horas
negativas
Cocos Gram  |[Enterococcus sp |Aerobia  44° C 48 horas
positivos Staphilococcus sp |Aerébia  37° C 48 horas
Bactérias Gram |LactoBacillus sp |Anaerobia [37° C 48 horas
Positivas
bactérias Clost{ﬂzdzum Anaerdbia 46° C 24 horas
perfringens

A redugdo na densidade da cultura foi determinada subtraindo-
se a ODsos da cultura de teste depois de 24 ou 48 horas (de acordo com a
Tabela 5) da ODsys da cultura de controle. A redu¢do na densidade da cultura

foi normalizada expressando-a como uma porcentagem da ODsos da cultura de
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controle e da MICy, correspondeu & concentragdo de L12 requerida para
reduzir a densidade da cultura em 90%, que significa inibir o crescimento de
90% dos organismos testados (MICg, sendo definido como a Concentragdo
Inibidora Minima requerida para inibir o crescimento de 90% dos
0rganismos).

Os resultados destas avaliagdes sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: MIC,, contra bactérias isoladas de conteudo intestinal de leitdo e

frango.
Tipo de Bactéria fiseolada Cepa Bacteriana ?gi(c:?ggramas Jonl)
Escherichia coli > 1800
Suino Klebsiella pneumoniae > 1800
(. Salmonella enteritidis > 1800
Bactérias  Gram L
negativas Salmon'ellc-z lyph-zmurzum > 1800
Escherichia coli > 4170
Frango Proteus mirabilis - P 2085
Salmonella enteritidis > 4170
Salmonella typhimurium > 4170
Enterococcus faecalis 33
Suino FEnterococus faecium 4
Staphilococcus hyicus 112
Gram positive Staphilococcus epidermidis 450
coccl Enterococcus faecalis 65
DSM18047
Frango 33
Enterococus durans 1003
Staphilococcus xilosus
Bac.tc.erlas GIamSuino LactoBacillus fermentum > 1800
positivas
LactoBacillus salivarius|
Frango [DSM 18070 g ‘1‘;(7)0
Clostridium perfringens

.12 é mais ativo contra cocos Gram positivos e clostridia
isolados de contetdos de porco e frango do que as bactérias Gram negativas
isoladas dos mesmos.

Estes resultados pelo menos parcialmente explicaram a
influéncia de L12 sobre os microbiotas gastro-intestinais:

O efeito observado de L12 in vitro sobre Enterococcus faecalis
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e Enterococcus faecium confirmaram a redugido observada em Enterococcus
spp. observada in vivo em leitdes.

O efeito observado de LI12 in vitro nas espécies de
LactoBacillus confirmaram a descoberta dos estudos in vivo de leitdo e frango
que o L12 ndo tem nenhuma influéncia negativa in vivo sobre as espécies de
LactoBacillus do suino e aves domésticas.

O efeito observado de L12 in vitro sobre Clostridium
perfringens isolado do conteiido intestinal de frango confirmou a forte
reducdo desta populagdo observada in vivo em leites.

Exemplo 9: Desempenho em racio de animal in vivo (teste de gaiola) -
varias dosagens

O desempenho da proteina L12 em ragdo de animal foi
avaliada em um teste de crescimento de frango com os seguintes pardmetros:

Teste de crescimento: Dia 8 ao dia 29 (dia 0 = dia do choco)

Tratamentos: A: Controle; B: 2,5, 5,0 e 7,5 mg de proteina L12
purificada por kg de ragdo

Dietas: Dieta de milho / SBM48 (ver composi¢do de ragéo,
Tabela 7)

Depois de misturar a ragdo foi pelotizada em cerca de 70° C (3
x 25 mM). A proteina L12 foi dissolvida em 500 ml de agua e pulverizada
sobre as pelotas. Para o tratamento de controle a mesma quantidade de agua
foi pulverizada sobre as pelotas.

Réplicas: 10 grupos de 6 frangos machos, ROSS PM3, por

tratamento

Alimentagdo: Pelotas ad libitum
Tabela 7: Composicio de racdo da dieta experimental

Ingredientes (%):

Milho * 62,94
SBM 48 ° 30,00
Oleo de soja 3,10
DL-Metionina 0,08
Mono Fosfato de Célcio 1,50
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Calcario 1,18
Sal 0,10
TiO,' 0,10

Pré mistura no. UH 12699002 2 1,00

Teor calculado:

Proteina bruta (%) 19,0
MEy (MJ/kg) 12,7
Gordura bruta (%) 6,4

Lisina (%) 1,03
Metionina (%) 0,39
Metionina + Cistina (%) 0,71

! TiO, como marcador indigerivel foi incluido na mistura de ragéo

2 Comercialmente disponivel da DSM Nutritional Products NV, Dorpsstraat 4,
B-9800 Deinze, Bélgica, e incluindo Lasalocid Sédico

3 Calculado com a equagio EC (EEC (1986) Directive de la Commission du9
avril 1986 fixant la méthode de calcul de la valeur enérgetique des aliments
composes destines a la volaille; Journal Officiel des Communautes
Europeennes, L 130, 53-54)

4 , e . N . , . . , .
Matéria-prima para géneros alimenticios; disponivel da Moulin Moderne

Hirsingue, Hirsingue, Franga

S Farinha de soja, residuos da fabrica¢do do dleo, matéria-prima para géneros

alimenticios; disponivel da Moulin Moderne Hirsinque, Hirsinque, Franca

Tabela 8: Desempenho de frangos machos; média + desvio padrdo

Produto Controle Proteina L12

Dose (mg/kg de ragéo) 0 2,5 5,0 7,5
Gaiolas x aves 10x6 10x6 10x6 10x6
Ganho de peso 1366" 14124 1394% 14154
(g/ave)

dia 8-29 + 81 + 90 + 76 +52
% 100,0 103,3 102,0 103,6
Ingestdo de ragdo 2100 | 2214% | 21954 | 2207
(g/ave)

dia 8-29 +96 + 89 +91 +55
% 100,0 | 1002 99,3 99,9
Conversdo de ragédo

(g de ragio/g de ganho) 1,619" 1,571° 1,576" 1,560°
dia 8-29 +0,034 | +0046 | +£0,031 | £0,033
% 100,0 97,1 97,4 96,4
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Teste de Newman-Keuls: A média dentro de uma fileira, que
ndo compartilham um sobrescrito comum, sdo significantemente diferentes (p
<0,05)

Exemplo 10: Determinacio de concentragao

Uma preparagdo de proteina L12 purificada foi usada como
um padrio de proteina L12. A mesma foi preparada como descrito no
Exemplo 4 e foi formulada com glicerol como descrito no Exemplo 2. A
pureza foi acima de 96%, como medido pela HPLC (usando um mddulo de
separagio Waters 2690 e um detector de UV Waters 2487, que detecta a 280
nm, usando colunas ACE C18 5 um 100A 150 x 3,0 mM e Waters p-
Bondapak C18 20 x 3,9 mM (coluna de protegdo), uma taxa de fluxo de 0,5
ml/min, um volume de inje¢do de 10 microlitros, fase mével A: H,0 18 MQ
+0,1% de TFA (Acido Tri-Fluoro Acético), fase mével B Acetonitrila +0,1%
de TFA).

A concentragio de L12 do padrio foi 3,6 mg de proteina
pura/ml, como determinada pela Analise de Aminoécido (como descrito
abaixo).

A pureza e concentragdo de varias outras amostras L12 foram
determinadas por um método em gel de SDS-PAGE como também descrito
abaixo, por referéncia ao seu padrio.

Analise de Aminoacido (AAA) — concentracio de padrfo de proteina .12

As ligagdes de peptideo da amostra de padréo de proteina L12
foram submetidas a hidrélise 4cida, seguida pela separacdo e quantificagéo
dos aminoécidos liberados em um Analisador de Aminoacido Biochrom 20
Plus, comercialmente disponivel da Bie & Berntsen A/S, Sandbaekvej 5-7,
DK-2610 Roedovre, Dinamarca, de acordo com as instrugdes do fabricante.
Para a hidrolise 4cida, a amostra de proteina foi secada em uma centrifuga a
véacuo, dissolvida em 18,5% (vol/vol) de HCI + 0,1% (vol/vol) de fenol e

incubada por 16 horas a 110° C. Depois da incubagdo, a amostra foi
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novamente secada na centrifuga a vacuo, dissolvida em tampéo de carga (0,2
M de Na-Citrato, pH 2,2) e carregada no Analisador de Aminoécido
Biochrom 20 Plus.

Para a quantificagdo, a amostra hidrolisada foi carregada em
uma coluna da resina de troca catidnica UltroPac no. 8, forma Sédica, que €
comercialmente disponivel da Bie & Berntsen A/S, catalogo no. 80-2104-15.
Os tampdes de pH varidvel (pH 1 a pH 8) e concentragdo idnica foram
bombeada através da coluna de acordo com as instrugdes do fabricante
aludido acima, para separar os varios aminoacidos. A temperatura da coluna
foi acuradamente controlada, também de acordo com as instrugbes do
fabricante (de 53° C a 92° C e de volta para 53° C) de modo a garantir a
separagio requerida. O eluente da coluna foi misturado com reagente de
ninhidrina (Bie & Berntsen, catilogo no. 80-2038-07) e a mistura passada
através da espiral de reagio em alta temperatura do Analisador de
Aminoécido. Na espiral de reagdo, a ninhidrina reagiu com os aminoacidos
para formar compostos coloridos, a quantidade dos quais foi diretamente
proporcional & quantidade de aminodacido presente.

Concentracio de amostras de proteina .12

A concentra¢do de varias amostras L12 foi determinada pelos
seguintes procedimentos (todos os produtos Novex aludidos s&o
comercialmente disponiveis da Invitrogen, ver www.invitrogen.com):

50 microlitros de solugdo de L12 (0,1 a 1,0 mg de L12 por ml)
foram misturados com 5 microlitros de EDTA a 1% (p/v) + 10 microlitros de
PMSF a 6% + 10 microlitros de DTT 0,5 M + 25 microlitros de tampéo de
amostra NuPage LDS (NP0007 da NOVEX) em um tubo de Eppendorf e o
tubo foi aquecido a 95° C por 5 minutos. 10 microlitros de amostra foram
aplicados a um gel de pré moldagem de Tris-Bis a 10% (NP0301 BOX da
NOVEX). A eletroforese foi realizada com um tampéo de condugdo MES
(MES = 4cido 2-(N-morfolino)etanossulfonico; NP0002 da NOVEX) +
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antioxidante (NP0005 da NOVEX) a uma voltagem constante de 200 V de
acordo com as instrugdes do fabricante. Depois da eletroforese, o gel foi
suavemente agitado em 4cido acético a 10% + 50% de EtOH por 10 minutos.
O gel foi depbis suavemente agitado com solugdo de tingimento de Azul
Coloidal (46-7016 da NOVEX) por minimo de trés horas e lavado agitando-se
suavemente por 2 a 4 horas com agua destilada com diversas mudangas de
agua destilada. O gel umido foi escaneado com um Densitdmetro Calibrado
BioRad GS-800 equipado com o software Quantity One (versdo 4.6.0,
BioRad) e a proteina L12 foi quantificada de acordo com as instrugdes do
fabricante. O padrio de L12 descrito acima foi usado como um padrdo, a
saber em trés a quatro diluigdes dentro da faixa de 0,1 a 1,0 mg/ml.
Exemplo 11: Estabilidade para pepsina e pancreatina

112 Nativa: Proteina L12 purificada, diluida a 1 mg/ml em 10
mM de tampdo de Tris/CH;COOH pH 4,5.

L12 desnaturada: Uma amostra de L12 purificada (1 mg/ml em

10 mM de tampéo de Tris/fCH;COOH pH 4,5) foi fervida por 5 minutos de
modo a desnaturar a proteina.

Pepsina: Pepsina porcina (Sigma P-7000, 453 unidades/mg de
s6lido). 30000 unidades/ml foram dissolvidas em 10 mM de acido succinico
pH 3,0.

Pancreatina: Pancreatina porcina (Sigma P-7545, 8 x USP). 80
mg/ml foram colocados em suspensdo em 0,5 M de tampao de Na-fosfato pH
7,0.

Tampio de pH 3: 10 mM de 4cido succinico pH 3,0.

Tampdo de pH 7: 0,5 M de tampdo de Na-fosfato pH 7,0.

As seguintes amostras foram preparadas:

1) L12 incubada com Pepsina e Pancreatina

278 microlitros de L12 nativa ou desnaturada + 100

microlitros de solugdo de pepsina + 122 microlitros de tampéo de pH 3 foram
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incubados por 2 horas a 40° C com agitagdo, o pH foi medido a 3,5. Depois
400 microlitros de tampdo de pH 7 + 100 microlitros de suspensdo de
pancreatina foram adicionados e seguidos pela incubagdo por 4 horas a 40° C
com agitagdo, o pH foi medido a 7,0.

2) .12 incubada com Pepsina

278 microlitros de L12 nativa ou desnaturada + 100
microlitros de solu¢do de pepsina + 122 microlitros de tamp&o de pH 3
foram incubados por 2 horas a 40° C com agitagdo (o pH 3,5 foi medido).
Depois 500 microlitros de tampdo de pH 7 foram adicionados (o pH 7,0
foi medido).

3) 112 incubada com Pancreatina

278 microlitros de L12 nativo ou desnaturado + 222
microlitros de tampdo de pH 3 foram incubados por 2 horas a 40° C com
agitagdo. Depois 400 microlitros de tampdo de pH 7 + 100 microlitros de
suspensdo de pancreatina foram adicionados e seguidos pela incubagdo por 4
horas a 40° C com agitagdo.

4) Amostra de controle de L12

7278 microlitros de L12 nativo ou desnaturado + 100

microlitros de solucdo de pepsina + 122 microlitros de tampéo de pH 3 + 400
microlitros de tampéo de pH 7 + 100 microlitros de suspensdo de pancreatina
foram misturados em gelo e mantidos frio.

5) Amostra de controle de Pepsina

100 microlitros de solugdo de pepsina + 400 microlitros de
tampdo de pH 3 foram incubados por 2 horas a 40° C com agitagdo (o pH 3,5
foi medido). Depois 500 microlitros de tampéo de pH 7 foram adicionados.

6) Amostra de controle de pancreatina

500 microlitros de tampdo de pH 3 + 400 microlitros de
tampdo de pH 7 + 100 microlitros de suspensdo de pancreatina foram

incubados por 4 horas a 40° C com agitagéo (o pH 7,0 foi medido).
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7) amostra de controle de Pepsina + Pancreatina

100 microlitros de solugdo de pepsina + 400 microlitros de
tampdo de pH 3 foram incubados por 2 horas a 40° C com agitagdo (o pH 3,5
foi medido). Depois 400 microlitros de tampéo de pH 7 + 100 microlitros de
suspensdo de pancreatina foram adicionados e seguidos pela incubag@o por 4
horas a 40° C com agitagdo (o pH 7,0 foi medido).

Todas as amostras foram analisadas pela SDS-PAGE como
descrito no Exemplo 10. Julgada pela SDS-PAGE, a L12 nativa néo foi
degradada pelo tratamento com pepsina, pancreatina ou pepsina seguida pela
pancreatina. A L12 desnaturada foi extensivamente degradada pelo
tratamento com pepsina, pancreatina ou pepsina seguida pela pancreatina
visto que nenhuma faixa de L12 foi detectavel no gel de SDS nas amostras
correspondentes.

Exemplo 12: Desempenho de racio de animal in vivo (teste do galinheiro)

Este exemplo avalia os efeitos da proteina L12 sobre o
desempenho de crescimento de frangos em um ciclo de crescimento completo
de 36 dias.

Um teste de desempenho de crescimento com frangos foi
realizados do dia 1 ao dia 36.

Os animais foram alojados em chiqueiros com cama de
serragem. Durante o periodo iniciador (dias 1 a 22) e durante o periodo de
crescimento (dia 22 a 36) os frangos receberam uma dieta com base em
farinha de trigo, centeio e soja. (composigdo ver a Tabela 9). Além de um
tratamento de controle ndo suplementado, a proteina L12 foi incluida em uma
dosagem de 7,5 mg de proteina por kg de ragéo.

Teste de crescimento: Dia 1 ao dia 36 (dia 0 = dia do choco)

Dietas: Dieta de trigo / centeio / SBM48 (ver a composigdo de
ragdo na Tabela 9)

Alimentagdo: Pelotas ad libitum
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Depois de misturar, a ragdo foi pelotizada a cerca de 70° C (3
x 25 mM). A proteina L12 foi dissolvida em 800 ml de agua para a ragdo
iniciadora e 1200 ml de 4gua para a ragdo de crescimento, respectivamente e
pulverizada sobre as pelotas. Para o tratamento de controle a mesma
quantidade de 4gua sem a proteina L12 foi pulverizada sobre as pelotas,
respectivamente.

Tratamentos: Controle, 7,5 mg de proteina L12 por kg de
racao

Réplicas: 6 grupos de 20 frangos por sexo e tratamento (6
grupos de 20 fémeas, 6 grupos de 20 machos)

Tabela 9: Composicio de racdio da dieta experimental

Ingredientes (%): Iniciador Crescimento
Trigo * 41,20 46,00
Centeio* 15,00 15,00
SBM 48 ° 34,30 30,73
Oleo de soja 5,50 4,90
DL-Metionina 0,10 0,04
DCP (Fosfato de Di-Célcio) 2,05 1,65
Calcario 0,65 0,43
Sal 0,20 0,15
TiO,' - 0,10
Pré mistura no. UH 12699002 * [1,00 1,00
Teor calculado:

Proteina bruta (%) 22,5 21,0
MEy (MJ/kg) ° 12,8 12,8
Lisina (%) 1,23 1,13
Metionina (%) 0,42 0,36
Metionina + Cistina (%) 0,91 0,73

'TiO, como marcador indigerivel foi incluido na mistura de ragéo

2 Comercialmente disponivel da DSM Nutritional Products NV, Dorpsstraat 4,
B-9800 Deinze, Bélgica e incluindo Lasalocid Sodico

3 Calculado com a equagio EC (EEC (1986) Directive de la Commission du 9
avril 1986 fixant la méthode de calcul de la valeur energetique des aliments
composes destines a la volaille; Journal Officiel des Communaute’s

Européennes, L 130, 53-54)



10

15

20

79

4 Matéria-prima para géneros alimenticios; disponivel da Moulin Moderne
Hirsinque, Hirsingue, Franga

5 Farinha de soja, residuos da fabricagdo do 6leo, matéria-prima para géneros
alimenticios; disponivel da Moulin Moderne Hirsinque, Hirsinque, Franca

Tabela 10: Desempenho de frangos; média + desvio padrdo

Produto Controle proteina L12
Tratamento A B

Dose (mg/kg) - 7,5
Numero de galinheiros x aves |[11*x 20 11* x 20
Ganho de peso (g) 0234 % 278 4
Dias 1 a36 + 181 + 157
(%) 100,0 102,0
Ingestdo de ragdo (g) 3671 ° 3646 °
Dias 1 a36 + 203 + 199
(%) 100,0 99,3
Conversio de ragdo (g de

ragdo/g de ganho) 1,646 1,602 °
dias 1 a 36 + 0,045 = 0,047
(%) 100,0 97,3

Teste de Newman-Keuls: Média dentro de uma fileira, que ndo
compartilha um sobrescrito comum, sdo significantemente diferentes (p <
0,05)

* uma gaiola excluida devido a problemas técnicos

A proteina L12 melhorou o ganho de peso dos frangos
levemente (Tabela 10), entretanto este efeito ndo foi significante. A ingestdo
de ragdo dos frangos que receberam a proteina L12 ndo foi diferente daquela
dos frangos de controle. A Taxa de Conversdo de Ragio (FCR) foi
significantemente melhorada pela proteina L12 comparada ao controle, a
saber em 2,7%.

Exemplo 13: Ragio de animal e aditivo
Aditivo de Ragéo de Animal

Um aditivo de racdo de animal é preparado adicionando-se 25

g de um granulado T revestido compreendendo a proteina L12 purificada em

uma quantidade de 20 g/kg (preparada como descrito no Exemplo 3 da EP
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569468 B1, entretanto com um revestimento de aprox. 7% de ¢6leo de palma
hidrogenado e aprox. 13% de CaCO;) as seguintes pré misturas (por quilo de

pré mistura):

10

15

20

25

1100000 IE de Vitamina A
300000 IE de Vitamina D3
4000 IE de Vitamina E

250 mg de Vitamina Bl

800 mg de Vitamina B2

1200 mg de Ca-D-Pantotenato
500 mg de Vitamina B6

2,5 mg de Vitamina B12

5000 mg de Niacina

10000 mg de Vitamina C

300 mg de Vitamina K3

15 mg de Biotina

150 mg de Acido félico
50004 mg de Cloreto de colina
6000 mg de Fe

3000 mg de Cu

5400 mg de Zn

8000 mg de Mn

124 mg de I

60 mg de Co

29,7 mg de Se

9000 mg de Lasalocid Sodico (Avatec)
17,3% de Ca

0,8% de Mg

11,7% de Na
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Racio de animal

Uma dieta de desenvolvedora de frango tendo a seguinte
composigdo (%, p/p) é preparada misturando-se os ingredientes. Trigo,
centeio e SBM 48 sdo disponiveis da Moulin Moderne Hirsinque, Hirsinaue.
Franca. Depois de misturar a ragdo € pelotizada em uma temperatura

desejada, por exemplo, de cerca de 70° C (3 x 25 mM).

Trigo 46,00
Centeio 15,00
Farinha de feijdo de soja (SBM 48) 30,73
Oleo de soja 4,90
DL-Metionina 0,04
DCP (Fosfato de Di-Calcio) 1,65
Calcario 0,43
Sal 0,15
TiO, 0,10

Aditivo de ragdo de animal (acima) 1,00

A ragdo de animal resultante compreende 5,0 mg de proteina
L12 purificada por kg (5 ppm).

As composigdes de ragdo de animal e aditivo de ragéo
adicionais sdo preparadas da mesma maneira, entretanto substituindo 25 g de
granulado de L12 CT revestido por kg da pré mistura com 1018 Unidades
Formadoras de Colénia (CFU), preferivelmente na forma de endosporos, de
Bacillus licheniformis ATCC 14580, que resulta em uma ra¢do de animal com

aproximadamente 10® CFU por g da composigdo de ragdo.
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Lys Lys Arg

Leu Thr Met
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Thr Val Gln Lys Leu Il
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<400> 3
gaattttceg

ggattgtgcg
gttctcactg
ggtagataag
atccaaactg
ggtcactaac
gaggtgatca

acctcggatc

1581
DNA
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u Gly Gly
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u Tyr Asn
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y Arg Tyr

Gly Leu Lys Gly Arg
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gaagctgaaa
agttcctcca
gctaaccgga
atttgaattt
gaaaaagcag
cgaatgcagt
aaatgctagg

gagggttggt

licheniformis

cacccgtgat
cattcggagt
tcaaatgatc
ggtgacttgc
gtcttttaac
aaaggacact
tgacagtatt

catggaggaa

-1 1

Thr Trp Arg

His Pro Thr

Lys Val Asp
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Tyr Tyr Tyr
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ttcaggagtc
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agattaggag
gtggtgettg
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Leu Val
-10
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Val Asn

Gly Ser

Arg Ser
55

Ala Ile
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cagcataggc
cacggtccac
atccagttca
tttctgacta
tgcaccattc
gggtattgag
tgaccaaatg

aagaggagtc
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180

240

300

360

420

480



3

atgatcatgg caccgccaac gagggaaaaa actcttcccg

ggtgacaaac taacttatag agtaaattta ttagtcgaat

atg aaa aat cat ttg

tat gag aaa

aaa aag agg

Met Lys Asn His Leu Tyr Glu Lys Lys Lys Arg

1

5

aca att aaa gcg acg ctc gcc gtg
Ala Thr Leu Ala Val Leu Thr Met
25

Thr

Ile Lys

20

gga ggc gct acg gtg cct tca ttt

Gly Gly Ala Thr Val

35

40

10

ttg aca atg

gca tgg gtg
Pro Ser Phe Ala Trp Val

tac cag tac cca tcg gaa ggt ggt aca tgg agg
Tyr Gln Tyr Pro Ser Glu Gly Gly

50

55

gcc ggg ctc cgt tca gag tac aac
Ala Gly Leu Arg Ser Glu Tyr Asn

65

aca gtg caa
Thr Val Gln

70

Thr Trp Arg

cac ccg aca
His Pro Thr

75

aag ctc atc gat gga aaa gtg gat
Lys Leu Ile Asp Gly Lys Val Asp

85

att gat acg gct gcg ggc cge tac
Ala Ala Gly Arg Tyr

Ile Asp Thr

100

aac tca cct ggt ctt aag ggt cgt
Gly Leu Lys Gly Arg

Asn Ser Pro
115

taatcaaagg
tgggagatcc
cttecttgecac
ttattttcga
ttttaggttt
gggagcaatt
tttcataaac
atgcgeccccg
tgcttteggt
cataaaatge
tct
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gagagttaaa
ggattaccgg
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120
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tctatattca
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acttaccgat
caataggggt
cttaaaattt
agcatctcca

tttttggaaa

Bacillus licheniformis

90

tct aat gcc
Ser Asn Ala
105

tac tac tat
Tyr Tyr Tyr

gggctagcat
tagtggatga
tatctatgaa
ttgtttttat
ttgtetttte
tgatagtttt
aatacccege
ttaaattaat
caaaagatag

gcaataggtt

catcgacacg gtatgtggge

gaaagaggag gaatgaaata

aaa cct ttg
Lys Pro Leu

tcc ate gect
Ser Ile Ala
30
aat ccg ggt
Asn Pro Gly
45

tat gga ttc
Tyr Gly Phe
60

aag gtc cac

Lys Val His

aaa acg aat
Lys Thr Asn

tat gtc gga
Tyr Val Gly
110
cgc acc aac
Arg Thr Asn
125
ggcaagacecce
cgcgggettt
atcgagattt
tttggtaagg
gcccactace
ttattceggt
tttgaggggce
gtatctatat

tgcatatctg

tatttaattt

act cgg
Thr Arg
15

ttg gtg
Leu Val

tat cac
Tyr His

gta aac
Val Asn

ggc tcg
Gly Ser

80
aga agt
Arg Ser
95

gee ata
Ala Ile

agaaaagttc
gttgtttaca
cagcaggccg
acataccgga
gtgtcgatge
gattgcaaag
gcggecatttt
aaaaaggaga
caggaaaaaa

tgtagtttta

540
600

648

696

744

792

840

888

936

978

1038
1098
1158
1218
1278
1338
1398
1458
1518
1578

1581



<400> 4

Met Lys Asn

1

Thr

Gly

Tyr

Ala

65

Thr

Ile

Asn

Ile

Gly

Gln

50

Gly

Val

Asp

Ser

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

Lys

Ala
35

Tyr

Leu

Gln

Thr

Pro

115

5
15
PRT

5

His

Ala

20

Thr

Pro

Arg

Lys

Ala

100

Gly

Bacillus

Leu

Thr

val

Ser

Ser

Leu

85

Ala

Leu

licheniformis ATCC 14580

MISC_FEATURE
N-terminal

Tyr

Leu

Pro

Glu

Glu

70

Ile

Gly

Lys

Glu

Ala

Ser

Gly

55

Tyr

Asp

Arg

Gly

Lys

Val

Phe

40

Gly

Asn

Gly

Tyr

Arg
120

Lys

Leu

25

Ala

Thr

His

Lys

Ser

105

Tyr

Lys
10

Thr

Trp

Trp

Pro

Val

90

Asn

Tyr

Arg

Met

vVal

Arg

Thr

75

Asp

Ala

Tyr

Lys

Ser

Asn

Tyr

60

Lys

Lys

Tyr

Arg

Pro

Ile

Pro

45

Gly

Val

Thr

Val

Thr
125

Leu

Ala

30

Gly

Phe

His

Asn

Gly

110

Asn

Thr
15

Leu

Tyr

Val

Gly

Arg

95

Ala

Trp Val Asn Pro Gly Tyr His Tyr Gln Tyr Pro Ser Glu Gly Gly

1 5

<210> 6

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador Pep 481
<220>

<221> nmisc_feature

<223>

Iniciador

10

15

Val

His

Asn

Ser

80

Ser

Ile



<400>

6

aattacgegt gttggtgcga tagtagtaac g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<223>

<400>

7

29

DNA
Artificial

Iniciador Pep 482

misq_feature
Iniciador

7

ttaagaattc gaatgaaaga ggaggaatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

8
125
PRT

Bacillus licheniformis strain 009

<221> mat_peptideo

<222>
<400>
Met Lys

-40

Ile Lys

Gly Ala

Gln Tyr

10

Gly Leu

25

Val Gln

Asp Thr

Ser Pro

(41) .. (125)
8

Asn Leu Leu Asn Lys Lys
-35

Ala Thr Phe Ala Val Leu
-20

Thr Val Pro Ala Phe Ala
-5 -1

Pro Ser Glu Gly Gly Thr
15

Arg Ser Glu Tyr Asn His
30

Lys Leu Ile Asp Gly Lys
45

Ala Pro Gly Arg Tyr Ser
60

Gly Leu Lys Gly Arg Tyr

Lys

Thr

Trp

Trp

Pro

Val

Asn
65

Val
-15

Val

Lys

Glu

50

Ala

Tyr

Lys

-30

Ser

Asn

Tyr

Lys

35

Lys

Tyr

Arg

Pro Leu

Ile Gly

Pro Asp

Gly Phe

20

Val His

Thr Asn

Vval Gly

Thr Asn

Thr

Leu

Tyr

val

Gly

Arg

Val
70

Val
-10

His

Asn

Ser

Ser

55

val

Thr
-25

Gly

Tyr

Leu

Thr

40

Leu

Asn

31

29



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

75

9
126
PRT

Bacillus licheniformis strain 470

mat_peptideo
(42) .. (126)
9

Met Lys Asn Tyr Leu

-40

Thr Ile Lys Ala Thr

-25

Gly Gly Ala Thr Val

Tyr Gln Tyr Pro Ser

10

Ala Gly Leu Arg Ser

25

Thr Val
40

Gln Lys Leu

Ile Asp Thr Ala Ala

60

Asn Ser Pro Gly Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

75

10

126

PRT
Artificial

Tyr

Leu

-20

Pro

Glu

Glu

Ile

45

Gly

Lys

Glu

-35

Ala

Ala

Gly

Tyr

30

Asp

Arg

Gly

80

Lys

val

Phe

Gly

15

Asn

Gly

Tyr

Arg

Seqiiéncia de Consenso

mat_peptideo
(42) .. (126)

10

Lys

Leu

Ala

-1

Thr

His

Lys

Ser

Tyr
80

Lys

Thr

Trp

Trp

Pro

Val

Asn
65

Tyr

Met

-15

Val

Arg

Thr

Asp

50

Ala

Tyr

Lys
-30

Ser

Asn

Tyr

Lys

35

Lys

Tyr

85

Pro

Ile

Pro

Gly

20

Val

Thr

vVal

Thr

Leu

Ala

Gly

Phe

His

Asn

Gly

Asn
85

Thr

Leu

Tyr

vVal

Gly

Arg

Ala
70

Arg

val

-10

His

Asn

Ser

Ser

55

Ile

Met Lys Asn His Leu Tyr Glu Lys Lys Lys Arg Lys Pro Leu Thr Arg



Thr
-25

Gly

Tyr

Ala

Thr

40

Ile

Asn

-40

Ile Lys

Gly Ala

Gln Tyr

10

Gly Leu

25

Val Gln

Asp Thr

Ser Pro

Ala

Thr

Pro

Arg

Lys

Ala

Gly
75

Thr

Val

-5

Ser

Ser

Leu

Ala

60

Leu

-35

Leu Ala
-20

Pro Ala

Glu Gly

Glu Tyr
30

Ile Asp
45

Gly Arg

Lys Gly

val

Phe

Gly

15

Asn

Gly

Tyr

Arg

Leu Thr Met
-15

Ala Trp Val
-1 1

Thr Trp Arg

His Pro Thr

Lys Val Asp
50

Ser Asn Ala
65

Tyr Tyr Tyr
80

-30

Ser

Asn

Tyr

Lys

35

Lys

Tyr

Arg

Ile

Pro

Gly

20

val

Thr

Val

Thr

Ala

Gly

Phe

His

Asn

Gly

Asn
85

Leu

Tyr

Val

Gly

Arg

Ala
70

Val
-10

His

Asn

Ser

Ser

55

Ile
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo isolado, caracterizado pelo fato de que €

selecionado do grupo que consiste de:

(a) um polipeptideo que compreende uma seqiiéncia de
aminoécido que tem um grau de identidade aos aminoacidos de 1 a 85 da SEQ
ID NO: 2 de pelo menos 33%;

(b) um polipeptideo que é codificado por uma seqiiéncia de
4cido nucleico que hibridiza sob condigdes de baixa estringéncia com

(i) nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1,

(ii) uma subseqiéncia de (i) de pelo menos 100 nucleotideos,
ou

(iii) um filamento complementar de (i), ou (ii);

(c) uma variante do polipeptideo tendo uma seqiiéncia de
aminoacido dos aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 que compreende
uma substitui¢do, delecdo, extensdo, e/ou inser¢do de um ou mais
aminoacidos;

(d) uma variante alélica de (a) ou (b); e

(e) um fragmento de (a), (b), (c), ou (d);
com a condi¢do de que o polipeptideo ndo é nenhum dos aminoacidos de 1 a

126 da SEQ ID NO: 4.

2. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que melhora a utilizagdo da ragdo animal pela melhora da Taxa

de Conversio de Alimento (FCR), e/ou pela modulagdo da microflora

intestinal.

3. Seqiiéncia de 4cido nucleico isolada, caracterizada pelo fato
de que compreende uma seqiiéncia de 4cido nucleico que codifica
polipeptideo, que

(a) codifica o polipeptideo como definido na reivindicagdo 1;

(b) hibridiza sob condi¢des de estringéncia muito baixas com
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(i) os nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: I,

(ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo menos 100 nucleotideos,
e/ou

(iii) um filamento complementar de (i), ou (ii); e/ou

(c) tem um grau de identidade com os nucleotideos de 124 a
378 da SEQ ID NO: 1 de pelo menos 48%; com a condi¢do de que a
seqiiéncia de acido nucleico ndo €

(iv) a SEQ ID NO: 3, e ndo

(vi) os nucleotideos de 601 a 978 da SEQ ID NO: 3, e ndo

(vi) os nucleotideos de 1 a 381 da SEQ ID NO: 1.

4. Seqiiéncia de 4cido nucleico de acordo com a reivindicagéo

3, caracterizado pelo fato de que codifica o polipeptideo de acordo com a

reivindicagdo 2.

5. Construggo de acido nucleico, caracterizada pelo fato de que

compreende a seqiiéncia de acido nucleico que codifica o polipeptideo como
definido em qualquer uma das reivindicagdes de 3 a 4 operavelmente ligado a
uma ou mais seqiiéncias de controle que direcionam a produgdo do
polipeptideo em uma célula hospedeira de Bacillus, célula hospedeira esta
cujo DNA, quando colhido e usado como um padréo de DNA em uma reagdo
de PCR com as SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a geragdo de um
fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4 kb.

6. Vetor de expressdo recombinante, caracterizado pelo fato de

que compreende a construgdo de 4cido nucleico como definida na
reivindicagdo 5.

7. Célula hospedeira de Bacillus recombinante, caracterizada
pelo fato de que compreende a construgdo de 4cido nucleico como definida na
reivindicagdo 5 ou o vetor como definido na reivindicagdo 6, célula
hospedeira esta cujo DNA, quando colhido e usado como um padrdo de DNA

em uma reacdo de PCR com as SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a
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geragdo de um fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4

kb.

8. Método para produzir um polipeptideo como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1 e 2, caracterizado pelo fato de que

compreende (a) cultivar uma célula hospedeira recombinante como definido
na reivindicagio 7 para produzir um sobrenadante que compreenda o
polipeptideo; e (b) recuperar o polipeptideo.

9. Método para produzir um polipeptideo como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1 e 2, o método caracterizado pelo fato de

que compreende (a) cultivar uma cepa de Bacillus, o DNA do qual, quando
colhido e usado como um padrio de DNA em uma reagdo de PCR com as
SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a geragdo de um fragmento de
PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4 kb; e (b) recuperar o
polipeptideo.

10. Uso de i) um polipeptideo tendo os aminodcidos de 1 a 126
da SEQ ID NO: 4; e/ou ii) um polipeptideo como definido em qualquer uma

das reivindicaces le 2, caracterizado pelo fato de ser em ragéo para animal.

11. Uso de i) um polipeptideo tendo os aminoécidos de 1 a 126

~da SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um polipeptideo como definido em qualquer uma

das reivindicagdes 1 e 2, caracterizado pelo fato de ser na preparagdo de uma

composigdo para o uso em ragéo para animal.
12. Método para melhorar a taxa de conversdo de ragéo para
animal (FCR), caracterizado pelo fato de que i) um polipeptideo tendo os

aminoécidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um polipeptideo como

definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 2, € adicionado a ragéo.
13. Método para modular a microflora intestinal de animal,

caracterizado pelo fato de que i) um polipeptideo tendo os aminoécidos de 1 a

126 da SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um polipeptideo como definido em qualquer

uma das reivindica¢des 1 e 2, sdo adicionados a ragao.
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14. Aditivo de ra¢do para animal, caracterizado pelo fato de

que compreende:

(a) i) um polipeptideo tendo os aminoacidos de 1 a 126 da
SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um polipeptideo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 e 2; e

(b) pelo menos uma vitamina soluvel em gordura,

(c) pelo menos vitamina solivel em agua,

(d) pelo menos um trago de mineral, e/ou

(e) pelo menos um mineral macro.

15. Composigdo de ragdo para animal, caracterizada pelo fato

de que tem um teor de proteina bruta de 50 a 800 g/kg e que compreende 1)
um polipeptideo tendo os aminoacidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 4 e/ou ii)
um polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicag¢des 1 e 2.

16. Uso de uma cepa de Bacillus, cujo DNA, quando colhido e
usado como um padrio de DNA em uma reagdo de PCR com as SEQ ID

NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a geragdo de um fragmento de PCR de um

tamanho de aproximadamente 0,4 kb, caracterizado pelo fato de ser em ragdo

para animal

18. Uso de uma cepa de Bacillus de acordo com a

reivindicagdo 16, caracterizado pelo fato de ser na preparagdo de uma

composigio para o uso em ragdo para animal.
19. Método para melhorar a taxa de conversdo de ragdo (FCR),

caracterizado pelo fato de que uma cepa de Bacillus como definido na

reivindicagdo 16 ¢ adicionada a rago para animal.

20. Método para modular a microflora intestinal, caracterizado

pelo fato de que uma cepa de Bacillus como definida na reivindicagdo 16 €

adicionada a ragdo para animal.

21. Aditivo de ragdo para animal, caracterizado pelo fato de

que compreende
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(a) uma cepa de Bacillus como definida na reivindicagéo 16; e
(b) pelo menos uma vitamina soltivel em gordura,
(c) pelo menos uma vitamina solivel em agua,
(d) pelo menos um trago de mineral, e/ou
(e) pelo menos um mineral macro.
| 22. Composigdo de ragdo para animal, caracterizada pelo fato
de que tém um teor de proteina bruta de 50 a 800 g/kg e que compreende uma
cepa de Bacillus como definido na reivindicagio 16.

23. Microorganismo, caracterizado pelo fato de ser

Enterococcus faecalis DSM 18047.

24. Microorganismo, caracterizado pelo fato de ser

LactoBacillus salivarius DSM 18070.
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RESUMO

«“POLIPEPTIDEO ISOLADO, SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO
ISOLADA, CONSTRUCAO DE ACIDO NUCLEICO, VETOR DE
EXPRESSAO RECOMBINANTE, CELULA HOSPEDEIRA DE BACILLUS
RECOMBINANTE, METODOS PARA PRODUZIR UM POLIPEPTIDEO,
PARA MELHORAR A TAXA DE CONVERSAO DE RACAO, E PARA
MODULAR A MICROFLORA INTESTINAL, USOS DE UM
POLIPEPTIDEO, E DE UMA CEPA DE BACILLUS, ADITIVO DE
RACAO PARA ANIMAL, COMPOSICAO DE RACAO PARA ANIMAL,
E, MICROORGANISMO”

A presente invengdo diz respeito aos polipeptideos isolados e
seqﬁéricias de 4cido nucleico isoladas que codificam os polipeptideos, assim
como a métodos para produzir e usar os polipeptideos em ragéo para animal.
Um exemplo de um polipeptideo da invengdo € a chamada proteina L12 de
Bacillus licheniformis ATCC 14580 que melhora a Taxa de Conversdo de
racdo (FCR) e/ou atua como um modulador da microflora intestinal. A
invengdo além disso diz respeito ao uso probidtico de cepas de Bacillus que

produzem proteinas relacionadas com L12.
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“pOLIPEPTIDEO ISOLADO, SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO
ISOLADA, CONSTRUCAO DE ACIDO NUCLEICO, VETOR DE
EXPRESSAO RECOMBINANTE, CELULA HOSPEDEIRA DE BACILLUS
RECOMBINANTE, USO DE POLIPEPTIDEO, METODOS PARA
PRODUZIR UM POLIPEPTIDEO, PARA MELHORAR A TAXA DE
CONVERSAO DE RACAO PARA ANIMAL, E PARA MODULAR A
MICROFLORA INTESTINAL DE ANIMAL, ADITIVO DE RACAO
ANIMAL, E, COMPOSICAO DE RACAO ANIMAL” |
Campo da Invencao ' '

A presente invengdo diz respeito a polipeptideos isolados e
seqiiéncias de 4cido nucléico isoladas que codificam os polipeptideos. A
invengdo também diz respeito a construgdes de é4cido nucléico, vetores e
células hospedeiras que compreendem as seqiiéncias de 4cido nucléico, assim
como métodos para produzir e usar os polipeptideos em ragdo de animal, por
exemplo para melhorar a Taxa de Conversdo de Ragdo (FCR) e/ou para a
modulacio da microflora intestinal. Um exemplo de um polipeptideo da
invencdo é a chamado de proteina L12 de Bacillus licheniformis ATCC
14580, que tem a seqiiéncia de aminoéacido dos aminoacidos de +1 a +85 da
SEQ ID NO: 2 aqui contida (em que segue os aminoacidos 1 a 85 da SEQ ID
NO: 2). A invengdo também diz respeito ao uso probidtico e}m réc;éo de
animal de cepas de Bacillus que produzem proteinas relacionada com a L12.
Fundamentos da Inven¢ao

Fundamentos da Técnica

A WO 03/093453 divulga, no Exemplo 1, o planejamento de

uma célula hospedeira de Bacillus licheniformis melhorada que n&o produz
uma proteina extracelular pequena codificada pelos nucleotideos de 601 a 978
da SEQ ID NO: 133 da WO 03/093453, a proteina tendo a seqiiéncia de
aminoacido dos aminodcidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 134 da WO
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo isolado que melhora a utilizagdo da ragdo

animal pela melhora da Taxa de Conversdo de Alimento (FCR), e/ou pela

modulagdo da microflora intestinal, caracterizado pelo fato de que ¢

selecionado do grupo que consiste de:

(a) um polipeptideo que compreende uma seqiiéncia de
aminoacido que tem um grau de identidade aos aminoécidos de 1 a 85 da SEQ
ID NO: 2 de pelo menos 33%, como determinado no programa Needle,
usando a matriz de substituicio BLOSUM62, uma penalidade de abertura de
intervalo de 10, e uma penalidade de extensdo de intervalo de 0,5;

(b) um polipeptideo que € codificado por uma seqiiéncia de
4cido nucleico que hibridiza sob condigdes de baixa estringéncia com (1)
nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) de
pelo menos 100 nucleotideos, e/ou (iii) um filamento complementar de (i), ou
(i1);
com a condi¢do de que o polipeptideo ndo é nenhum dos aminoacidos dela
126 da SEQ ID NO: 4.

2. Seqiiéncia de 4cido nucleico isolada que codifica o

polipeptideo como definido na reivindicagéo 1, caracterizada pelo fato de que:

(a) hibridiza sob condigdes de estringéncia muito baixas com
(i) os nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1, (ii) uma subseqiiéncia de
(i) de pelo menos 100 nucleotideos, e/ou (iii) um filamento complementar de
(i), ou (ii); e/ou

(b) tem um grau de identidade com os nucleotideos de 124 a
378 da SEQ ID NO: 1 de pelo menos 48%; como determinado pelo programa
“align” usando a matriz de identidade padrdo, uma penalidade de -16 para o
primeiro residuo de um intervalo e penalidades de -4 para residuas adicionais

de um intervalo;

com a condi¢io de que a seqiiéncia de acido nucleico néo €
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SEQ ID NO: 3, ndo nucleotideos de 601 a 978 da SEQ ID NO: 3, e ndo
nucleotideos de 1 a 381 da SEQ ID NO: 1.

3. Construgdo de acido nucleico, caracterizada pelo fato de que

compreende a seqiiéncia de acido nucleico que codifica o polipeptideo como
definido na reivindicagdo 2 operavelmente ligado a uma ou mais seqiiéncias
de controle que direcionam a produgdo do polipeptideo em uma célula
hospedeira de Bacillus, célula hospedeira esta cujo DNA, quando colhido e
usado como um padrdo de DNA em uma reagdo de PCR com as SEQ ID
NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva & geracdo de um fragmento de PCR de um

tamanhd de aproximadamente 0,4 kb.

" 4. Vetor de expressio recombinante, caracterizado pelo fato de

que compreende a construgdo de 4cido nucleico como definida na
reivindicacdo 3.

5. Célula hospedeira de Bacillus recombinante, caracterizada
pelo fato de que compreende a construgdo de 4cido nucleico como definida na
reivindicagio 3 ou o vetor como definido na reivindicagdo 4, célula
hospedeira esta cujo DNA, quando colhido e usado como um padréo de DNA
em uma reacdo de PCR com as SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a
geracdo de um fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4
kb.

6. Método para produzir um polipeptideo como definido na

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que compreende (a) cultivar uma

célula hospedeira recombinante como definido na reivindicagdo 5 para
produzir um sobrenadante que compreenda o polipeptideo; e (b) recuperar o
polipeptideo.

7. Método para produzir um polipeptideo como definido na

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que compreende (a) cultivar uma

cepa de Bacillus, o DNA do qual, quando colhido e usado como um padréo de

DNA em uma reagdo de PCR com as SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores,
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Jeva a geragdo de um fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente
0,4 kb, cujo fragmento de PCR codifica uma seqiiéncia de aminoacido que
tem pelo menos 33% de identidade com aminoécidos de 1 a 85 da SEQ ID
NO: 2, como determinado pelo programa Needle, usando a matriz de
substituicio BLOSUMS62, uma penalidade de abertura de intervalo, e uma
penalidade de extensdo de intervalo de 0,5; e (b) recuperar o polipeptideo.

8. Uso de polipeptideo, caracterizado pelo fato de ser em ragdo

animal, o polipeptideo sendo selecionado do grupo consistindo de:

(2) um polipeptideo tendo aminoacidos 1-126 de SEQ ID NO:
4

(b) um polipeptideo que compreende uma seqliéncia de
aminoacido que tem um grau de identidade com aminodacidos 1-85 de SEQ ID
NO: 2 de pelo menos 33%, como determinado pelo programa Needle, usando
a matriz de substitui¢do, usando a matriz de substituigdo BLOSUM62, uma
penalidade de abertura de intervalo de 10, e uma penalidade de extensdo de
intervalo de 0,5; e

(c) um polipeptideo que & codificado por uma seqiiéncia de
4cido nucleico que hibridiza sob condi¢des de estringéncia médias com 1)
nucleotideos 124-378 de SEQ ID NO:1, (i) uma subseqiiéncia de (i) de pelo
menos 100 nucleotideos, e/ou (iii) um filamento complementar de (i), ou (ii).

9. Uso de um polipeptideo, caracterizado pelo fato de ser na

preparagio de uma composi¢do para uso em ragdo animal, o polipeptideo
sendo selecionado do grupo consistindo de:

(a) um polipeptideo tendo aminoacidos 1-126 de SEQ ID NO:
4; |

(b) um polipeptideo que compreende uma seqiéncia de
aminoécido que tem um grau de identidade com aminoécidos 1-85 de SEQID
NO: 2 de pelo menos 33%, como determinado pelo programa Needle, usando

a matriz de substituicio, usando a matriz de substituigio BLOSUM62, uma
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penalidade de abertura de intervalo de 10, e uma penalidade de extensdo de
intervalo de 0,5; e

(c) um polipeptideo que € codificado por uma seqiiéncia de
4cido nucleico que hibridiza sob condigdes de estringéncia médias com (i)
nucleotideos 124-378 de SEQ ID NO:1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo
menos 100 nucleotideos, e/ou (iii) um filamento complementar de (i), ou (ii).

10. Método para melhorar a taxa de conversdo de ragdo para

animal (FCR), caracterizado pelo fato de que o polipeptideo ¢ adicionado a

alimentagio, o polipeptideo sendo selecionado do grupo consistindo de:

(a) um polipeptideo tendo aminodcidos 1-126 de SEQ ID NO:
4

(b) um polipeptideo que compreende uma seqiiéncia de
aminoacido que tem um grau de identidade com amino4cidos 1-85 de SEQ ID
NO: 2 de pelo menos 33%, como determinado pelo programa Needle, usando
a matriz de substituicdo, usando a matriz de substituicdo BLOSUM62, uma
penalidade de abertura de intervalo de 10, e uma penalidade de extensdo de
intervalo de 0,5; e

(c) um polipeptideo que é codificado por uma seqiiéncia de
4cido nucleico que hibridiza sob condigBes de estringéncia médias com (i)
nucleotideos 124-378 de SEQ ID NO:1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo
menos 100 nucleotideos, e/ou (iii) um filamento complementar de (i), ou (ii)-

11. Método para modular a microflora intestinal de animal,

caracterizado pelo fato de que o polipeptideo € adicionado a ragdo, o

polipeptideo sendo selecionado do grupo consistindo de:

(a) um polipeptideo tendo aminoécidos 1-126 de SEQ ID NO:
4

(b) um polipeptideo que compreende uma seqiiéncia de
aminoacido que tem um grau de identidade com aminoacidos 1-85 de SEQ ID

NO: 2 de pelo menos 33%, como determinado pelo programa Needle, usando
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a matriz de substitui¢do, usando a matriz de substituigio BLOSUM62, uma
penalidade de abertura de intervalo de 10, e uma penalidade de extensdo de
intervalo de 0,5; e

(c) um polipeptideo que é codificado por uma seqiiéncia de
4cido nucleico que hibridiza sob condigdes de estringéncia médias com (1)
nucleotideos 124-378 de SEQ ID NO:1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo
menos 100 nucleotideos, e/ou (iii) um filamento complementar de (i), ou (ii).

12. Aditivo de ragdo animal, caracterizado pelo fato de

compreender um polipeptideo e pelo menos um componente adicional
selecionado a partir do grupo consistindo de vitaminas soluveis em gordura,
vitaminas soldveis em 4gua, traco de minerais, € minerais macro, em que 0
polipeptideo € selecionado do grupo consistindo de:

(a) um polipeptideo tendo aminoacidos 1-126 de SEQ ID NO:
4;

(b) um polipeptideo que compreende uma seqtiiéncia de
aminoécido que tem um grau de identidade com aminoécidos 1-85 de SEQ ID
NO: 2 de pelo menos 33%, como determinado pelo programa Needle, usando
a matriz de substituicio, usando a matriz de substituigdo BLOSUM62, uma
penalidade de abertura de intervalo de 10, e uma penalidade de extensdo de
intervalo de 0,5; e |

(c) um polipeptideo que ¢ codificado por uma seqii€ncia de
4cido nucleico que hibridiza sob condigdes de estringéncia médias com (i)
nucleotideos 124-378 de SEQ ID NO:1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo
menos 100 nucleotideos, e/ou (iii) um filamento complementar de (i), ou (ii).

13. Composigdo de ragdo animal, caracterizada pelo fato de ter
um teor de proteina crua de 50 a 800 g/kg e compreendendo um polipeptideo
selecionado do grupo consistindo de:

(a) um polipeptideo tendo aminoacidos 1-126 de SEQ ID NO:
4;
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(b) um polipeptideo que compreende uma seqiiéncia de
aminoacido que tem um grau de identidade com aminoacidos 1-85 de SEQ ID
NO: 2 de pelo menos 33%, como determinado pelo programa Needle, usando
a matriz de substitui¢do, usando a matriz de substituigio BLOSUMS62, uma
penalidade de abertura de intervalo de 10, e uma penalidade de extensdo de
intervalo de 0,5; e

(c) um polipeptideo que é codificado por uma seqiiéncia de
acido nucleico que hibridiza sob condigdes de estringéncia médias com (i)
nucleotideos 124-378 de SEQ ID NO:1, (ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo

menos 100 nucleotideos, e/ou (iii) um filamento complementar de (i), ou (ii).
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RESUMO P106 K

“POLIPEPTIDEO ISOLADO, SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO
ISOLADA, CONSTRUCAO DE ACIDO NUCLEICO, VETOR DE
EXPRESSAO RECOMBINANTE, CELULA HOSPEDEIRA DE BACILLUS
RECOMBINANTE, USO DE POLIPEPTIDEO, METODOS PARA
PRODUZIR UM POLIPEPTIDEO, PARA MELHORAR A TAXA DE
CONVERSAO DE RACAO PARA ANIMAL, E PARA MODULAR A

MICROFLORA INTESTINAL DE ANIMAL, ADITIVO DE RACAO

ANIMAL, E, COMPOSICAO DE RACAO ANIMAL”

A presente invengdo diz respeito aos polipeptideos isolados e
seqiiéncias de 4cido nucleico isoladas que codificam os polipeptideos, assim
como a métodos para produzir e usar 0s polipepﬁdeos em racdo para animal.
Um exemplo de um polipeptideo da invencdo é a chamada proteina L12 de
Bacillus licheniformis ATCC 14580 que melhora a Taxa de Conversdo de
ra¢io (FCR) e/ou atua como um modulador da microflora intestinal. A
invéngﬁo além disso diz respeito ao uso probiodtico de cepas de Bacillus que

produzem proteinas relacionadas com L12.
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\Q@Q REIVINDICACOES ~ Frovc8ss-+

1. Polipeptideo isolado, caracterizado pelo fato de que ¢

selecionado do grupo que consiste de:

(a) um polipeptideo que compreende uma seqiiéncia de
aminoacido que tem um grau de identidade aos aminoécidos de 1 a 85 da SEQ
ID NO: 2 de pelo menos 33%;

(b) um polipeptideo que é codificado por uma seqiiéncia de
acido nucleico que hibridiza sob condi¢des de baixa estringéncia com

(i) nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1,

(ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo menos 100 nucleotideos,
ou

(iii) um filamento complementar de (i), ou (ii);

(c) uma variante do polipeptideo tendo uma seqiiéncia de
aminoacido dos aminoacidos de 1 a 85 da SEQ ID NO: 2 que compreende
uma substituigdo, delég¢do, extensdo, e/ou inser¢do de um ou mais
aminoacidos;

(d) uma variante alélica de (a) ou (b); e

(e) um fragmento de (a), (b), (¢), ou (d);
com a condi¢do de que o polipeptideo ndo é nenhum dos aminoacidos de 1 a

126 da SEQ ID NO: 4.

2. Polipeptideo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado

pelo fato de que melhora a utilizagdo da rag@o animal pela melhora da Taxa

de Conversio de Alimento (FCR), e/ou pela modulagdo da microflora

intestinal.

3. Seqiiéncia de 4cido nucleico isolada, caracterizada pelo fato
de que compreende uma seqiiéncia de 4acido nucleico que codifica
polipeptideo, que

(a) codifica o polipeptideo como definido na reivindicagdo 1;

(b) hibridiza sob condi¢des de estringéncia muito baixas com
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(1) os nucleotideos de 124 a 378 da SEQ ID NO: 1,

(ii) uma subseqiiéncia de (i) de pelo menos 100 nucleotideos,
e/ou

(iii) um filamento complementar de (i), ou (ii); e/ou

(c) tem um grau de identidade com os nucleotideos de 124 a
378 da SEQ ID NO: 1 de pelo menos 48%; com a condi¢gdo de que a
seqiiéncia de acido nﬁcleico ndo é

(iv) a SEQ ID NO: 3, e ndo

(vi) os nucleotideos de 601 a 978 da SEQ ID NO: 3, e ndo

(vi) os nucleotideos de 1 a 381 da SEQ ID NO: 1.

4, Seqiiéncia de acido nucleico de acordo com a reivindicag@o
3, caracterizado pelo fato de que codifica o polipeptideo de acordo com a
reivindicagdo 2.

5. Construgdo de acido nucleico, caracterizada pelo fato de que
compreende a seqiiéncia de acido nucleico que codifica o polipeptideo como
definido em qualquer uma das reivindica¢des de 3 a 4 operavelmente ligado a
uma ou mais seqiiéncias de controle que direcionam a produgdo do
polipeptideo em uma célula hospedeira de Bacillus, célula hospedeirél esta
cujo DNA, quando colhido e usado como um padréio de DNA em uma reagdo
de PCR com as SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a geragéo de um
fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4 kb.

6. Vetor de expressdo recombinante, caracterizado pelo fato de

que compreende a constru¢do de acido nucleico como definida na
reivindicagdo 5.

7. Célula hospedeira de Bacillus recombinante, caracterizada
pelo fato de que compreende a construgéo de acido nucleico como definida na
reivindicagdo 5 ou o vetor como definido na reivindicagdo 6, célula
hospedeira esta cujo DNA, quando colhido e usado como um padrdo de DNA

em uma reagdo de PCR com as SEQ ID NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a
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gera¢do de um fragmento de PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4
kb.
8. Método para produzir um polipeptideo como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1 e 2, caracterizado pelo fato de que

compreende (a) cultivar uma célula hospedeira recombinante como definido
na reivindicagdo 7 para produzir um sobrenadante que compreenda o
polipeptideo; e (b) recuperar o polipeptideo.

9. Método para produzir um polipeptideo como definido em

qualquer uma das reivindicagdes 1 e 2, o método caracterizado pelo fato de
que compreende (a) cultivar uma cepa de Bacillus, o DNA do qual, quando
colhido e usado como um padrio de DNA em uma reagdo de PCR com as
SEQ ID NOs: 6 ¢ 7 como iniciadores, leva a geragdo de um fragmento de
PCR de um tamanho de aproximadamente 0,4 kb; e (b) recuperar o
polipeptideo.

10. Uso de i) um polipeptideo tendo os aminoécidos de 1 a 126
da SEQ ID NO: 4; e/ou ii) um polipeptideo como definido em qualquer uma

das reivindicagdes le 2, caracterizado pelo fato de ser em ragéo para animal.

11. Uso de i) um polipeptideo tendo os aminoéacidos de 1 a 126
da SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um polipeptideo como definido em qualquer uma

das reivindicagdes 1 e 2, caracterizado pelo fato de ser na prepara¢do de uma

composi¢do para o uso em rag@o para animal.

12. Método para melhorar a taxa de conversdo de rag¢do para

animal (FCR), caracterizado pelo fato de que i) um polipeptideo tendo os

aminodacidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um polipeptideo como

definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 2, ¢ adicionado a ragéo.
13. Método para modular a microflora intestinal de animal,

caracterizado pelo fato de que i) um polipeptideo tendo os aminoacidos de 1 a

126 da SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um polipeptideo como definido em qualquer

uma das reivindicagdes 1 e 2, sdo adicionados a ragdo.
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14. Aditivo de ragdo para animal, caracterizado pelo fato de
que compreende:

(a) i) um polipeptideo tendo os aminoacidos de 1 a 126 da
SEQ ID NO: 4 e/ou ii) um polipeptideo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 € 2; e 4

(b) pelo menos uma vitamina solivel em gordura,

(c) pelo menos vitamina soluvel em agua,

(d) pelo menos um trago de mineral, e/ou

(e) pelo menos um mineral macro.

15. Composigdo de ragdo para animal, caracterizada pelo fato

de que tem um teor de proteina bruta de 50 a 800 g/kg e que compreende i)
um polipeptideo tendo os aminoacidos de 1 a 126 da SEQ ID NO: 4 ¢/ou ii)
um polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 e 2.

16. Uso de uma cepa de Bacillus, cujo DNA, quando colhido e
usado como um padrio de DNA em uma reagdo de PCR com as SEQ ID
NOs: 6 e 7 como iniciadores, leva a geragdo de um fragmento de PCR de um
tamanho de aproximadamente 0,4 kb, caracterizado pelo fato de ser em ragéo
para animal

17. Uso de uma cepa de Bacillus de acordo com a

reivindicagdo 16, caracterizado pelo fato de ser na preparagdo de uma

composi¢do para o uso em ragdo para animal.

18. Método para melhorar a taxa de conversdo de ragdo (FCR),

caracterizado pelo fato de que uma cepa de Bacillus como definido na

reivindicagdo 16 ¢é adicionada a rag@o para animal.

19. Método para modular a microflora intestinal, caracterizado
pelo fato de que uma cepa de Bacillus como definida na reivindicagdo 16 €

adicionada a ragdo para animal.

20. Aditivo de ragdo para animal, caracterizado pelo fato de

que compreende
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(a) uma cepa de Bacillus como definida na reivindicagdo 16; e
(b) pelo menos uma vitamina soluvel em gordura,
(c) pelo menos uma vitamina soluvel em agua,
(d) pelo menos um trago de mineral, e/ou
(e) pelo menos um mineral macro.
| 21. Composigédo de ragdo para animal, caracterizada pelo fato
de que tém um teor de proteina bruta de 50 a 800 g/kg e que compreende uma

cepa de Bacillus como definido na reivindicagdo 16.

22. Microorganismo, caracterizado pelo fato de ser

Enterococcus faecalis DSM 18047.

23. Microorganismo, caracterizado pelo fato de ser

LactoBacillus salivarius DSM 18070.
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