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"LACTOBÀCILOS PROBIÓTICOS FELINOS"

CAMPO DA TNVENÇÂO

, A presente invenção refere-se ào campo de

5 microorganismos probiõticos, mais especi£icamente a bactérias
e

formadoras de ácido láctico probióticas felinas, bem como

métodos para o uso das mesmas.

ANTECEDENTES DA INVENÇÃO

Os mecanismos de defega para prQteção do trato

10 gastrointestinal (GI) de mamíferos contra a colonização por

bactérias são altamente complexos. O trato GI da maioria do8

mamíferos é colonizado por mieroflora nativa e por

microorgani8mos patogênieos invasívos. Em um estado saudável,

essas microfloras concorrentes encontram-se em um estado de

15 equilíbrio. A modificação do equilíbrio da microflora

intestinal pode causar o11 evitar diversos transtornos

gastrointestinais, tanto em seres humanos como ern outras

espéci.es de mamíferos, como animais de estirnação, inclusive

gatos, cães e coelhos. Obem-estar de animai3 de estimação está

20 estreitamente relacionado à alimentação e à saúde

gastrointestinal, e a manutenção do equilíbrio da microflora

inteetina1nessesanimaispQdere3u1taremanimaisdeestirnação

mais sau'dáveis.

O número e a cornposição da micro:florâ intestinal

25 tendemaserestáveis, embora idadeedietapossammdiEicá-los.

A acidez gástrica, a bílis, o peristaltismo intestinal e a

imunidade local sãcj fatores considerados importantes na

regulação da florabacteriana preserite no intestino delgado de
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seFes hurnanos e diversos outros manlíferoEl. Freqüenternente, os

transtornos gastrointestinaís ern animais de estimação,

inclusive aqueles encontrados em felinos, estãcj ligados à

proliferação bacteriana e à produção de enterotoxinas por
F

5 bactérias patogênicas. Esses Fatores perturbamo equilíbrioda

- mícroflora intestinal e podem promover inflamação e respostas

imunológicas áberrantes.

Ao longo dos últimos anos, pesquisas começararrí a

revelara1gumasvaliosascepasdebactérias, eseuusopotencial

10 como agentes probióticos. Os probióticos são consideradós

preparações de bactérias, sejam estasviávei8 oumortag, tendo

constituintes como proteínas ou carboidratos, ou fraçães

purificadas de fermentos bacterianos, que promQvema saúde dos

' mamíferos ao preservar a microflora natural no trato GI, e ao

15 reforçar os controles normais contra respostas imuno16gicas

aberrantes. Acredita-sequeas bactériasprobióticas sejammais

eficazes quando derivada8 daespécieque sepretende tratar, ou

deespécies comparentescopróximo aesta. Portanto, existeuma

necessidade por cepas probiCiticas derivadas de animais de

20 estimação, para seremutilizadaspara animais de estirriação, que

sejam diferentes daquelas derivadas de seres humanos.

O documento WO 01/90311 apresenta microorganisms

.probióticoa isolados a partir de amostras fecais obtidas a

partirde gatrs, as quais têmatividadeprobicStica. Noentanto,

25 essas baetérias fbram obtidas a partir de amostras fecais, e

podem não ser parte da microflora intestinal natural presente

na porção superior do trato gastrointestinal,
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Conseqüentemente, existe urna necessidade pela

obEênção de cepas de bactérias, mediante isolamento apartirda

microflora intestinal natural presente na porção superior do

trato gastrointestinal, que sejam particularmente adâpfadas
F

5 paragatos, equetenhamsidoselecionadasporsuaspropriedades

- pmbiótieas e capacidade para sobreviver o prooessamento,

incorporando essas cepas a cornposições que ,°3ão adequadas a seu

uso .

SUMÁRIO DA INVENÇÃO

10 De acordo com a presente invenção, são apresentadas

cepas de bactérias formadoras de ácido láctico do gênero

Lactobacilli, obtmível mediante i3olarrlento a partir de trato

gastrointestinal felino resaeeado e lavado, e apresentando uma

atividade prQbiótica em animais. As cepas de bactérias

15 formadoras de ácido láctico são selecionadas, de preferência,

dentre as espécies Lactobacillus salivarius, Lactobacillus

animalis, Lactobaciílus reuteri, Lactobacillus aciàophilus,

Lactobacillus j ohnsonni Lactobacillus brevi s, Lactobacillus

bu1garicus, Lactobacillus casei, Lactobacillus eel1obiosus,

20 Lâctobacillus curvatus, Lactc}baci11us cielbrueki i ,

Lactobacillus femnen tum, Lactobacillus helveticus,

LactobaciIlus lãctis Qü Lactobacillus plantarum.

Em uma modalidade preferencial, a cepa de bactérias

Eormadoras de ácido láctico é selecionadado grupo consistindo

25 em Lactobacilli com uma seqüência de polinueleotídeo de 16S a

23S que tem mais de 94&' cie h.omologia com a SEQ. ID N° l, maís

de 93% dehomologiacoma SEQ. IDN" 2 oumais de 98%dehomologia

com a SEQ. ID n° 3.
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Em uma outra modalidade prefíerencial, a, cepa de

bactérias formadoras de ácido láctico é selecionada do grupo

consistindo em Lactobacillus salivarius ss salicinius NCIMB

41287 (AHF 122A), Lactobacillus animalis NCIMB 41288 (AHF
^

5 223C), Lactobacillus reuteri NCIMB 41289 (AHF 5119), ou uma

" mut'ação das mesmas.

Além disso, a presente invenção refere-se ao uso das

bactérias formadoras de ácido lácítico, obteníveis mediante

isolamento a partir de trato gastrointestinal felino ressecado

10 e lavado, para a manutenção e melhoria da saúde do animal de

estimação, bemcomocQmposiçõescornpreendendQasditasbactérias

formadoras de ácido lâctico.

Estes e outros a,spectos, bem eomo earacterísticas e

"vantagensdapresente invenção, ficarãoaparentes aos elementos

15 versados na técnica a partir da leitura da presente descrição

SEQÜÊNCIAS

SEQ. ID N" 1 - seqüência de nucleotídeo do espaçador

intergênico 16s-23s de Lactobacillus salivarius subsp.

Salicinius, NCIMB 41287

20 SEQ. Ilj N° 2 - seqüência de nucleotídeo do espaçador

intergênico 16s-23s de Lactobacillus animalis, NCIMB 41288

SEQ. ID N° 3 - seqüência de nucleotídeo do espaçador

intergênico 16s-23s de Lactobacillus reuteri, NCIMB 41289

SEQ. IDN° 4 - seqüência iniciadora 16S-23s de PCRdo

25 lado esquerdo para análise de seqüência.

SEQ. IDN° 5 - seqüência iniciadora 16S-23S de PCRdo

lado direito para análise de seqüência.

NÜMEROS DÊ DEPÓSITO DAS BACTÉRIAS
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A Tabela abaixo indica as espécies de Lactobacillus

e seu número da cepa, para cepas que são exemplos da presente

invençãQ. As cepas bacterianas estão depositadas junto ao

"National CoIlecticms of Industrial Food and Marine Bacteria"
u P

5 (NCIMB), Aberdeen, Reino Unido.

Cepa Número de Seqüência
*, depÓBito 168-238

Lactobacillus saíivarius NCIMB 41287 seq. ID n° 1
subsp. salicinius

LactQbacillus animalis NCIMB 41288 SEQ. ID N° 2

Laetobacillus reuteri NCIMB 41289 SEQ, ID N° 3

DESCRIGÃO DETALHADA DA INVENÇÃO

Todos os pems, medidas e concentrações na presente

jnvenção são medido8 a 25 °C na eomposição em sua totalidade,

io exceto onde indicado em contrário.

Exceto onde indicado em contrário, todas a8

porcentagens das composições aqui mencionadas sãoporcentagens

em peso, e todas as razões são razões ern peso.

Exceto onde indieadQ em contrário, todos os pesos

15 moleeulares são pesos moleculares médios ponderais.

Excetoondeindicadoemcontrárío, oconteúdodetodas

as ííontes de literatura mencionadas neMe texto estão aqui

incorporadas em "'ua totalidade, por referência.

Excetoonde são apresentados exemplos específicos de

20 valores reais medidos, os valores numéricos aqui mencionadm

devem ser considerados como sendo qualificados pela expressão

"cerca de".
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No âmbito da descrição apresentada a meguir, a

abreviação UFC ("unidade formadora de colônia") indica o número

de eélulas bacterianas reveladQ por contagens mierobiolõgicas

em placas de ágar, como é de entendimento comum na técnica.

5 . Para uso na presente invenção, o termo"mutantes dos

" mesmos" inclui oepas bacterianas derivadas compreendendo

mutaçõesdeDmemoutrasseaüênciasdeDNAdogenomabacteriano,
~

excluíndo-Ee a seqüência intergêníca 16S-23S.

Para uso na presente invençãD, o termo "mutações de

10 DNA" inclui mutaçõe8 naturais ou induzidas cornpreendendo ao

rrlenQs alteraçõesdebaseünica, inclusive deleções, inserções,

transversões e cjutra8 modificações de DNA conhecidas pelos

versados na técnica, inclusíve modific.ação genética

ir1tFoduzida em um nucleotídeo ou seqüência de aminoácidos

15 original (pai), mantendo-se ao menos 50% de hornologia com a

seqúência-pai. De preferência, a seqüência compreendendo a

mutação ou mutações de DNA tem ao menos 60%, com mais

preferência ao menos 75% e, comrüa.is preferência ainda, 85% de

homologia com a seqüência-pai. para uso na presente ínvenção,

20 a seqiíência de"homologia" pode eer determinada mediante OLlSO

de técnicas-padrão conhecídas pelos versados na técníca. Por

exemplo, a homologia pode 3er determinada mediante o uso do

algoritmo de hQmQ1Qgia"BLAST" disponível publicamente online

em httpj/www,ncbi-nlm,nih.gov/BLAST/.

25 Para uso na presente invenção, o termo "modificação

genética" inclui a introdução de seqüências deDNAexógenas e/ou

endõgena8 no genoma de um organismo, seja por meio de inserção

nogenoma dodito organismo, sejaportneiodevetores, inclusive
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DNAde plasmídios ou bacteriófagos, conforme é de conhecirnento

d.o versado ria técnica, sendo que a dita seqiiência de DNA temum

comprimentodeaomenosduasbasesde ãcido desoxirribonueléico.

Para uso na presente invenção, o termo "animal de

5 e3timação" significa um animal dornêstico. De preferência,

"animal de estimaçãó" significa animais dcjmésticQ8 como felinos

(gatos), caninos (cães), coelhos, furões, cavalo8, vacas ou

8imí1ares. Commaispreferên.cia,"animaldeestimação"significa

um gato doméstico.

10 CEPAS DE LACTOBACILLI FORMADORAS DEÁCTDO LÁCTTCO

O primeiro aspecto da presente invenção compreende

uma cepa de bactérias formadoras de áeido láctico do gênero

Lactoba.cil1i, obtenível mediante isolamento a partir de trato

gastrointestinal felino ressecado e lavado, e apresentando uma

15 atividade probiótica em animais. Os probiôticos consistem em

microorganismas viáveis ou mortos, composiçães processadas de

microorganismQ6, seus constituintes como proteínas ou

carboidratos, oufraçãespurificadasde fermentos bacteriano.Q,

que afetam de modo benéfico um hospedeiro. O uso geral de

20 bactérias probióticas se dá sob a forma de celula8 viáveis. Nq

entanto, isso pode ser estendido a células não-viáveis, corrío

culturas mortas ou composições contendo fatores benéficos

expressos pelas bactérias probiõticas. Issq pode incluir

microorganismos rnortos por meios térmicos, por exposição a um

25 pH alterado, Qü submetido8 a pressão. Para o propósito cia

presente invenção, o termo"probiót:LcQs" destina-se a incl-uir,

aínda, osmetabó1itosgeradospelosmicroQrganismo8dapresente

invenção durante a fermentação, caso estes não sejam
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separadamente indicados. Esses metabólito8 podem ser liberado

nomeio de fermentação, ou podem ser armazenados no interior do

m.icroorganismo. Para uso na presente invenção, o terrrto

"probiótico" inclui, também, bactérias, homogenatos

5 bacterianos, proteína8 baeterianas, extratos bacterianos,

sobrenadantes de Eermento bacteríano e misturas desses itens,

osquais exercemfunçõesbenéficas aoanimal hospedeiro, quando

administrados em uma dose terapêutica.

Descobriu-se que a8 bactér'ias formadoras de ácido

io iácticxj dogênero Lactobacilli, obteníveis mediante isolarrtento

diretoapartirde tratogastrointestinal ressecado e lavadode

mamíferos, são aderentes aD trato Gí em seguida à alimentação

eomcélulasbacterianas'viávei3, e apresentam, tarribém, uma ação

imunomodulatória significativa quando fornecidas aos animais

15 sobsuas formasviáveis, não-viáveisoufraeionadas. Semseater

à teoria, acredita-se que qs LactQbacil1i obteníveis mediante

isolamentoapartirdetratQgastrointe3tinalressecadoe1avadQ

mantenham estreita assocíação com os tecidos muco8o3

intestinais. Semse ater à teoria, acredita-se que 1s3o resulte

20 na geração, pelos Lactobacilli probiótícos da presente

invenção, de respostas alternativas no hospedeiro, as quais

resultam em sua ação probiótíca. Descobriu-se que as bactérias

probióticas obteníveis mediante isolarnento a partir de trato

gastrointestinal ressecado e lavado podem modular o sistema

25 irnune do hospedeiro por rneio de interação direta ccjrrto epitélio

mucoso e com as células imunes do hospedeiro. Essa

imunomodulação, ewconjunto comomecanism tradicional de ação

associado às bactérias probióticas, isto é, a prevenção da
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aderência de patógenos aos intestinos, rnediante oclusão e

eompetição por nutríentes, faz dos Lactobacilli da presente

ínv-enção orga.nismos probióticos altamente eficazes.

Os Lactobacilli da presente invenção, obteníveis
.«

5 mediante isolamento a partir de trato gastrointestinal felino

ressecado e lavado, apresentam atividade microbicida in vitro

contradiversa8cepas/espéciegbacterianaspatogênicas. semse

at.er à teoria, acredita-se que essa atividade mierobieida ín

vi.tro indique o potencial de atividade probiótica in vivo em

10 animais, de prêferência animais de estímação, ccmc' çjatos. As

bactérias formadoras de ácido láctico da presente invenção

apresentam, de preferência, atividade rnicrobicida in vitro

contra Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes,

Listeria innocua ou Eschericia coIi, commais preferência uma

15 cornbinação dessas cepas e, com mais preferência ainda, todas

essas cepam

Sern se ater à teoria, acredita-se que a atividade

microbicida das bactérias formadoras de âcido láctico da

presente invenção pode ser q resultado de várias ações

20 diferentes realizadas pelm ditas bactérias. Foi sugerido

anteriormente, na técnica, que diversas cepas de bactérias

isoladas a partir dé amostras fecaís exercem seu efeito

probiótico no trato gastrointestinal, após seu consumo oral ao

impedir, mediante oclusão, a fixação de organismos patogênicos

25 à mucosa intestinal. Isto exige o consumo oral de células

bacterianas"vivas"ouviáveis, paraqueumacolôniadebactérias

se es.tabeleça nos intestinos, No entanto, acredita-se que the

os Lactobacilli da presente invenção, obteníveis rnediante
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isolamento apartirde Eratógastrointestinal canino ressecado

e lavado, embora exerçam algum efeito rjrobió.ticQ rnediante
m

oclusão se fiornecidos sob uma forma viãvel, possam oferecer urn

efeitoprob.iótíca substancial emsuas formas tantoviáveis ccmo
«

5 não-viáveis devido à produção, durante a fermentação in vitro,

" de uma ou mais substâncias que ou matam os microorganisrnos

patogênicos ou inibem mia proliferação, e/ou que alteram a

imunocompetência do animal hospedeiro. Essa forma de atividade

probi6ticaédesejá"v_el, jáqueasbactériasdapresente invenção

10 podem aer fornecidas sob a forrna de culturas viáveis ou

não-viáveis, ou conÁo produtos de fermentação purificados e,

ainda assim, proporcionar um efeito terapêutico benéfico ao

animal hospedeiro.

De preferência, as bactérim Eormadoras de ácido

15 láctico da presente invenç'ão são capazes de manter sua

viabilidadeapôs trânsitopeIotratoGl. IssÜdesejável, para

queasculturasdebactériasvivaspossamseradministradaspor

via oral, e para que ocorra a colonização dos após o trânsito

a.través doe8ôfago e do estômago. Acolonização dos intestinos

20 pelas bactérias Eormadoras de ácido láctico da presente

invenção é desejável para proporcionar ao hospedeiro

benefícios probióticos de longo prazo. A dosagem oral de

células não-viáveis ou isolados purificados das me3mas induz

benefícios temporários mas, comoas bactérias não sãoviãveis,

25 não são capazes de se prolife:rar e proporcionar, de maneirà

contínua, um efeito probiótico.in situ. Como re.sultado, isto

podeexigirqueohospedeirorecebadosesregularmente, demodo

a manter cjs benefícios de saúde. Em contraste, as células
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víáveiscapazesde sobreviveraotrânsitogástricoemsuaforma

viável e, subseqüentemente, colonizar os intestinos mediante

adesão à mucosa intestinal e proliferação sob:re a mesma, são

capazes de proporcionar de maneira contínua os efeitos

5 prQbiÓticos in situ.

Portanto, épreferencial queasbactérias.formadoras«

deácidolácticodapresente irwençãomantenhamsuavíabilidade

apÓs a suspensãoemummeio cornpl12,5 durante 1 hora. Para uso

na presente invenção, o termo"manter a viabilidade" significa

10 queaomeno825%dasbactériasinicia1menteem3uspensãonomeio

de teste sãoviáveis, usando-se ométodo de contagernemplacas

conhecido pelos versados na técnica. De preferência, q termo

"manter aviabilidade" significa que ao menos 50'% dasbactérias

inicialmente em suspensãcj são viáveis. É desejável que as

15 bactérias formadoras de ácido láctico da presente invenção

mantenham sua viabilidade apÓs a exposição a um baixo pH, já

que isso i.mita a exposição aos sucos gástricos no estôuiago e

nointestinosuperíorin vivo, após aconsumooral poranimais.

Alémdisso, épreferencial queasbactérias formadoras

20 deácidQlácticodapresenteinvençãoapresentemumaproli£eração

de ao menos 33% quando na presença de ao menos 0,5% de sais

biliares degato. Aproliferação, parausQnapresente invenção,

é descrita commais detalhes no Exemplo 3. Commaispreferência,

asbactériasdapresente invençãoapresentamumaproliferaçãode

25 ao menos 33% quando na presença de ao meno's 1% de sais biliares

de felino, Comrnais preferência ainda, as bactérias dapresente

invenção apresentamumaproliferaçãode 1OO%na presença de 0,5%

de sais biliares de gato. sem se ater à teoria, acredita-se que
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asbactériasformadorasdeãcidolácticodapresenteinvençãoque

9ejamcapazesdemanteraviabilidadenapreAençade amrienosO,5%

desaisbíliaresdegato, 8ejarncapazesde8obreviveràscondições

presentesnos intestinos. Acredita-seque isso sejaumresultado
K

5 da adição de bílis de gato ao meio de cultura, reproduzindo as

' condições do intestino.

Alémdisso, épreferencialqueasbactérias formadoras

de ácido láctico da presente invenção apresentem adesão

significativa a células epiteliais de intestino in vitro. Para

10 uso na presen'te invenção, c) termo "adesão significativa"

signifioaqueaornenos 1% donúrnero total de bactérias formadoras

de ácido láctico co-incubadas comas células epiteliais in vitro

aderem às ditas células. Corn mais preferência, ao menos 5% das

célulasbacterianas co-incubadas aderemàs células in vitrc}. Sem

15 seateràteoria, acredita-sequeâaderênciaacélu1asepiteliais

de intestino in vitro seja uma indicação da capacidade d'as

bactérias formadoras de ãcido lácticopara colonizar d trato GI

de um animal in vivo.

De. preferência, a cepa de bactérias formadoras de

20 ácido láctico de acordo com a presente invenção é de uma espêcie

selecionada do grupo consistindo em Lactobacillus salivarius,

LactQbaci1lus animalis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus

acidophilus, Lactobaci11us jahnsonni Lactobaci11us brevis,

Lactobacillus bulgaricus, Lac tobacillus casei, Lactobacillus

25 cellobiosus, Lactobacillus curva tus, Lac tobacillus deibruekii,

Lactobacillus f ermen tum, Lactobacillus helveticus,

Lactobacillus lactis cjü Lactobacillus plan taruín. De

preferência, a cepa de bactérias formadoras de ácido láctico ê
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selecionada do grupo cQnsistindo em Lactobacillus salivarius,

Lactobacillus animalis, LactQbaciIlus reuteri, Lactobacil1u,s

acidophilus ou Lac'tobacillus johnsonni.

A.seqüência depolinucleotídeo intergênico 16S-23S é
m

5 conhecida pelosversados natécnica como a seqüência deDNA, no

" genoma bacteriano, que pcxie ser u8ada para identificar

diferentes espécies e cepas de bactérias. Essa seqüência de

polinucleotídeo intergênico pode ser determínada pelo método

detalhado abaixo, no exemplQ 4.

10 Emurna modalidade preferencial da presente invenção,

a cepadebactérias formadoras de ácidoláctico é selecionada do

grupo consistindo em Lactobacilli com uma s'eqüêncía de

polinuc>otídeode 16s a 23S que terrimais de 94% dehomología com

a SEQ. ID N° 1, mais de 93% de homologia com a SEQ. ID N° 2 ou

15 maisde 98%deholncllogiacomaSEQ. 1Dn° 3. Commaíspmferência,

a cepa de bactérias formadoras de ácido láctico é selecionadado

grupo consistindo em Lactobacilli com uma seqüência de

polinucleotídeo 16S-23s tendo mais de 98% de homologia com SEQ.

IDN° 1, S'EQ. IDN° 2 ouSEQ. IDN° 3. Commaispreferênciaainda,

20 a cepa de bactérias forrnadoras de ácido láctico de ac:ordo com a

presente invenção é selecionada do grupo consistindo em

Lactobacilli corct uma seqüência de polinucleotídeo 16s-23S

selecionada de SEQ. ID N° 1, SEQ. ID N' 2 ou SEQ. ID N° 3. Com

mais preferência ainda, a cepa de bactérias formadoras de ácido

25 láctico de acordo coma presente invenção é selecionadadogrupo

consistindo erri Lactobacillus salivarius ss salicinius NCIMB

41287 (AHF 122A), Lac.tobaci1lusanimalisNCIMB41288 (AHF223C),
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Lactobacil1us reuteri NCIMB 41289 (AHF' 5119) , ou uma mutação das

mesmas .

A cepa de bactérías formadora3 de ácido láctico do

gênero Lactobacilli, obtenível mediante isolamento a partir de
h

5 tratogastrointe6tinalcaninoressecadoe1avado, podeserusado

" para proporcionarbenefícios probi6ticos em seguida ao consumo

viaoralemanimais, depreferênciaanimaisdeestimaçãoouseres

hunianos. Esses benefícios probiótieos geralmente mantêm ou

melhorama saíide geral do animal. Os elemento3 não-limitadores

10 de saúde e Eisiologia animal que são beneficiados, seja

terapeuticamente pelo alívio de sintomas, ou profilaticamente

pela prevenção de doenças, incluem trar]stornos inflamatârios,

imunodeficiência, dôença inflamatória intestinal, síndrome do

intestino irritáveí, câncer (particularmente aqueles dos

15 sistemas gastrointestinal e imune), doençadiarrêica, diarréia

asaociada ao uso de antibiáticos, apendieite, transtornos

autoirrtunes, esclerose rnúltipla, mal de Alzheirner, amilcddose,

artrite reumatóide, artrite, rnobilidade das articulações,

diabetes mellitus, resistência à insulina, infecções

20 bacterianas, infecções virais, infecções fúngicas, doença

periodontal, doença urogenital, trauma associado a cirurgia,

doençametastáticainduzidapor cirurgia, sepse, perdadepeso,

ganho de peso, acúmulo excessivo de tecido adiposo, anorexía,

controle de febre, caquexia, cura de ferimentos, úlceras,

25 infecção da barFeira intestinal, alergia, asma, transtornos

respirãtários, transtornos circulatórios, doença cardíaca

coronariana, anemia, transtornos CiQ sistema de coagulação

sàngüínea, doença renal, transtornos do sistema nervoso
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central, doença hepática, isquemia, transtornos nutricionais,

osteoporose, transtornos endócrinos e transtornos da epiderme.

São preferenciaís o tratamento do trato gastrointestinal,

inclusive tratamento ou prevenção de diarréia, a regulação do

5 sistema imune, depreferência tratamentoouprevençãodedoença

autoimuneeinflamação, amanutençãooumelhoríadasaúdedapele

e/ou da pelagem, de preferência tratamento ou prevenção de

doença at6pica da pele, a melhoria ou redução dos efeitos do

envelhecimento, inclusive consciência mental e nívei3 de

10 atividade, a prevenção de transtornos associados ao eixo

hipota1âmico-hipofisário-adrenal, e a melhoria da saúde das

articíul.ações, de modo a otimizar a mobílidade.

O tratamentodos transtornos apresentados acimapode

sermedidomedianteouso de técnicasconhecidas pelos versados

15 na Eêcniiea. Por exemplo, tFanE3tornog ínflamatórios, incluaive

doença autoimune e inflamação, podem ser detectados e

monitorados utilizando-se testes de função irrrune in vivo, como

blastogênese de linfócitos, atividade de células 'Natural

Killer", resposta de anticorpos a vacínas, hipersensibilidade

2q detípo retardado e combinações desses itens. Egaes métodos SãQ

brevemente descritos na presente invenção, mas bem conhecidos

pe1os versados na técnica.

1. Blastogênese de IiMócitos: Este ensaio mede a resposta

proliferativa invitrode linfócito8 isolados apartirde

25 sangue integral fresco obtido de animais de teste e de

contFoleparadiversosmitogêniQs, eéumamedidadafunção

geral das células T e B. Em res-umo, as células

mononuckares do sangue periférico (PBMC, ou"peripher.al
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blood mononucleocytes") são isolados a partir de sangue

integral por meio de métodm Ficoll-HYpaque de

centrifugaçãopardensidade, conhecidospelosversadosna

técnica. As pbmcs isolada8 ücj lavadas duas veze8 emmeio

celular RPMI 1640 Buplementado corn HEPES, L-glutamina e

penicilina/estreptomicina. As células lavadas são

ressuspensas em RPMI 1640 e contadas, e a densidade de

células é adequadamente ajustada. Ab 2XIQ' cêlulas são

expostas a uma gama de concentrações (de 0,1 µg/m a

100 µg/mL) de diversos mitogênios, exemplos dos quais

incluem mitogênio de camru-de-cacho (Gibco),

fitoemaglutinina (Gibco) e concanavalina A (Sigma), em

triplicata, durante 72 horas a 37 °C e 5% de CO, com 10%

de soro fetal bovino (Sigma). A54 horas, as células são

pulsadas coml µCi3H-timidinaeco1etadas, eascontagens

de cintilação sãcj lidas em um TopCount NXT a 72 horas.

2. Àtívidadedecélulas"Natura1 Killer": Conformedescritoem

US6.310.090, esteensaiemedeaatividade efetorainvitrQ

decélulas"natura1ki1ler" (NK) isoladasapartirdesangue

integral fresco de animais de teste e de controle. As

células "natural killer" (NK) são um eornponente da função

imune inata de um mamífero. As células de adenocarcinoma

detiróide£elinosãc)usadascomocélu1a8-alvonaava1iação

da atividade citotôxica de células NK. Foi anteriormente

demonstrado que essa linhagem de células é suscetível à

morte por eélulas NK felinas. As células-alvo foram

cultivadas em um frasco "75 corn 20 mL de meio minimo

essencial (MEM; sigma Chem. ççi., St. Louis, MO, EUA.),
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mplementado com 10% de soro fetal de bezerro (FCS), 100

U/rnL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. Quando

confluentes, as células-alvo fQramtripsinizadas, lavadas

3 vezes e ressuspensm a 5xIO'cêlulas/mL ern meio completo

(RPMI-1640 + 10% FCS+1OO U/mLde penicilina + 100 µg/mL de

e-streptomicina). Triplicatas de alíquotas de 100 µíj das

células-alvo forarrípipetàdas emplacas com96 cavidadesde

fundo em U (Costar, Cambridge, Massachu8set8, EUA) e

incubadas durante 8 horas para permitir a aderência das

células. oslinfóci'to8 (célulasefetoras, 100 µL) isdLados

por meio de separação Ficoll-Hypaque (conforme descríto

acima) forarn, então, adicionados às células-alva para se

obterumarazãoentrecélu1asefetorasecélulasa1vo (E:A)

de 10:1. apõ8 10 horas de incubação a 37 °C, foram

adicionado8 20 µLde um 3ubstrat0 contendo 5 µgdebrometo

de 3-(4,5-dimetil tiazo1-2-il)-2,5-difeni1 tetrazólio

(MTT). Amistura foi incubadad.urante4 horasa37 °C, após

osquaisoMTTnão-metabolizaciofoi removidoporaspiração.

OscristaisdeformazanforamdisBolvidosmedianteaadição

de 200 µL de etanol a 95%. A dens·idade óptica (DO) foi

medida em 570 nm, utilizando-seum leitor de microplacas.

A porcentagem de morte celular específica para célula NK

foi calculada conforme exposto a seguir:

25 Citotoxicidade específ ica (%) = 100 x {1 - [ (DO de eélulas-alvo

e céiulas efetoras - DO de células efetoras) / (DO de

células-alvo)] )
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3. Resposta de anticorpos a vacinas: Os indivíduos de teste

receberam um eonjunto (até 5) de vacinas apÓs ao menos 12

semanas de alimentação probiótica ou de controle. As

5

10

15

20

25

vacinas podem ser uma mistura de vacinas novas e

redundantes. Alguns exemplosnão-limitadoresde conjuntos

de vacina que podem ser usado incluemmisturas de vacina8

preparadas por Fort Dodge Animal Health. Alguns exemplos

não-lirriitadores de vacinas adequadas ao uso na presente

invenção incluern einorriose felina, adenovírus,

coronavírus, parai'nfluenza, e parvovírus. a história de

vacinação do indivíduo determinará as vacinas a serem

utilizadas. As quantidades, no sangue, de anticorpos

específicos para as vacinas administradas sãçi medida.s

durante 3 semanas, sendo ccmparada3 a duração e a

intensidade da resposta nos grupos com alimentação de

controle e probi6tic:a.

4. HipersensibiliMde de tipQ retardadQ: Um rnétodo in vivo

não-invasivo para avaliaç'ão do estado do sistema imune..

Este teste compreende uma injeção intradérmica do

mitogêniopoliclonal fitoemaglutinína (PHA) etncombinação

com eritrócitos de ovelha, uma vacina multivalente,

histam'ina (10.0 µL de fosfato de hístamina a 0,0275 g/L,

Greer, Lenoir, NC), ou PBS (lCiO µL de solução salina

tamponada corrt fiosfato a 8,5 g/tà, Sigma). A resposta

imunológica ao antígeno é registrada como espessura da

dobra de pele, usando calibres, em intervalos de ternpo de

0, 24, 48e72horasapósainjeção. Umaumentonaespessura

da dobra de pele indica uma maior resposta de
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hipersensibilidade, que deve diminuir mediante o

tratamento com as bactérias da presente invenção.

Métodos adicionais para a determinação do efeito das

bactérias Lactobacill:i dapresente invenção sãodescritos emUS

5 6.133.323 e US 6.310.090.

Além dísso, a melhoria quanto aos efeitos do

envelhecimento pode ser determinada rnediante o uso de

absorptornetria de dupla emissão de raios X ou tomografia

ccmputadorizada para medir a coínposição corporal, inc1usi"ve

10 massa corporal gorda, massa corporal magra e conteúdo mineral

ósseo. De modo similar, esse método pode ser usado para

determinar alterações de anatornia como perda, de peso ou

densidade óssea em indivíduos, apõs infecção.

Qs Laetobacilli dapresenteinvenção tambémpodem8er

15 usados em um método para redução dos níveis de estresse em

anima.is de estimaçãó. A8 concentrações sangüíneas de hormônios

de estresse, inclusive epinefrina, nQrepine£rina, dopamina,

cortisol e proteína C-reatWa e outras proteínas de fase aguda

podeín ser medidas para determinar çjg níveis de estresse e sua

20 redução ou manutenção. Esses hormônios são reconhecidos

biomarcadowres de estresse, e podem se:r prontamente medidos

medianteQu3odetécnicasconhecidaspelosversadosnatécnica.

Adíçionalmente, a mediçãQ direta do tamanho adrenal como um

marc,ador in vivo da atividade do eixo

25 hipotalâmico-hipofisãrio-adrenal pode ser feita por meio de

im.agens de tomografia computadarizada.

Ãiém disso, a manutenção ou a melhoria àa saúde da

pele e/ou da pelagern de animais de estimação, inclusive de



£Cj"

20

doença atópica da pele, pode ser medida mediante o uso de

avaliações de pele e pelagem conduzidas por dois indivíduos

treinados. Exemplos de critérios examinados durante essas

avaliações incluem:

»
5 a) Índice de queda de pêlos: Um índice de queda de pêlos é

" atribuído a cada indivíduo de teste mediante a coleta de

pêlos produzidos durante uma sessão de esccjvãção

padronizada. Os pêlos são retidos e pesados, e os

indivíduos de controle e de teste são ccmparados.

ID b) Avaliações subjetivas de pele/pelagem Éxaminadores

treinados avaliarn subjetivamente as condições de pele e

pelagem, rnediante adeterminaçãodequeda àepêlos, caspa,

brilho, uniformidade, rríaciez e demidade.

C) Avaliação funcional da pe1e: A função de barreira da pele

15 pode ser avaliada mediante a esfregação da superfície da

pele com uma gaze encharcada em acetona. Essa, técnica

perturba, de maneira eficaz, a função de barreira da pele

aoremov"erdacamadacórneacamadas eelulares indiviàuais,

juntamente com as frações de lipídio a estas associadas.

20 A perturbação' da barreira é quantificada por meio da

mediçãodoaumentonaperdatramepi.dérmica deágua (PTEA)

e dograu devermelhidão do local ofendído, mediante ouso

de métodos conhecidos pelos versados na técnica. As

pontuaçõesparavermelhidão (eritema) sãoobtidasmediante

25 o uso do sistema de câmera e iluminação anteriormente

.descrito. OS registro8 de ptea e as pontuações de

vermelhidão são obtidos imediatawente antes e depois da

perturDação, bem corrio nos pontos finais às cinco e às 24
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horas, para avaliar as propriedades de proteção e cura da

pele .

O tratamento ou prevenção de diarréia em animais de

estimação pode ser medido utilizando-se uni método de pontuação
0

5 das fezes. A pontuação das fezes pode ser registrada

" diariamente, de acordo com as seguintes diretrizes, sendo qs

grupos de controle e de teste comparados antes e depois âa

alimentaçãocomasbaetérias, deacordocomapresente invenção.

Pontuação: 5 Extremamente seca

10 Estas fezes são duras e não aderem a superfícies.

Estas fezes rolam quando empurradas. Não sãcj produzidas

indentações quando estas fezes são apanhadas. Estas fezes são

freqiientemente defecadas emgrupos deunidade3 individuais, em

vez de uma unidade completa. Estas fezes mantêm seu forrnato

15 original após a coleta.

Pontuação: 4 Firme (fezes ideais)

Estas fezêli3 são firmes, bem formadas e cilíndricas,

Estas fezes Nkj se rornpem facilmente quando apanhadas. E8tas

fezes podem deixar resíduas sobre superfícies e luvas. Estas

20 Eezes são freqüentemente defecadas como uma só unidade, Estas

flezes mantêm seu formato original após a coleta.

PQntuação: 3 Mole, com forqa.t.o,

Estas fezes são moles, no entanto têm formatos

definidos. Bstas fezesserompemfacilmentee, definitivamente,

25 deixam resíduos sobre superfícíes e luvas. Estas fezes

freqüentementeperdemseuformatooriginal após acoleta. E'stas

fezes Ereqüentemente se apresentam em conjunto com outra

pontuação, mas podem eompreender a totalidade da amostra.
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Pontuaçãm 2 Mole, sem formato

Estas fezes são rnoles e não apresentam formato

cilíndrico. O formato fíreqüentemente associado a um "tipo 2" é

aquele conhecido como "excremento de vaca". Estas Eezes perdem

5 c) formato original quando coletadas, e defínitivamente deixam

resíduos sobre superfícies e luvas. Estas fezes freqüentemente

se apresentam em cDnjunto com outra pQntuação, mas podem

compreender a totalidade da amostra. Estas amostras podem se

espalhar por uma áre.a de vários centírnetros.

iq Pontuação: 1 Líquida

As fezes com esta pontuação sempre parecerão

líquidas, epodeounãohaverapresençad.ematériaparticulada.

Estas fezes são Ereqúenteutente defecadas em grupos de montes,

ern vez de uma unidade completa. Muco eMá freqüentemente

15 presentenasamostrasdestetipo. Asamostrasdestetipodefezes

são de coleta muito di£íci1, e sempre deixa resíduos em

superfície3 e luvas. Estas amostras podern se. espalhar por uma

área de vários centímetrQs.

Ãlém disso, são registradas outras observações,

20 inclusive: presença de sangue, de objetos estranhos ou de muco

nas f'ezes.

Alémdisso, otratamentodeinfecçãogastrointe'stinal

em animais de estimação pode compreender a otimização da

ecologia mícmbiana dos mesmos. A otimização da ecologia

25 microbiana emanimais de estimação compreende, de preferênaia,

a redução do3 teores de bactérias patogênicas nas fezes dos

mesmos. Üs teores de bactérias patogênicas presentes nas fezes

de animais de estimação podern ser enurnerados mediante o uso do
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métodopadrão de contagememplaea, conhecidopeloaversados na

técnica. Com mais preferência, as bactérias patogênicas são

selecionadas a partir do grupo consistindo ern Clostridia,

Escherichia, Salmonella, bacteroideE e combinações das mesmas.

^
5 Alguns exemplos não-limitadores de cepas de bactérias

- patogênicas adequadas incluem C. perfringens, C. difficile,

Éschericia coli, Salmonella typhimurium e combinações destas.

Q métodQ de uso daa bactêrias da presente invenção

pode incluir, também, o tratamento profilático ou terapêutico

10 do trato urinário de marníferos, de pref'erência animais de

estimação. Alguns exemplo8 hão-limitadores de tratamentos do

trato urinário incluemtratamentoou prevenção de infecçõe3 do

trato urinârio, tratamento ou prevenção de doenças renais,

iriclusive pedras no trato urinârio, tratamento ou prevenção de

15 infecções na bexiga, e similares. Serri se ater à teoria,

acredita-se que as bactérias Lactobacil1i da presente invenção

SãQ úteis na prevenção dessas doenças co,mo resultado de sua

capacidadepara degradar cj ácido oxálico, conforme dewonstrado

inv;itro. OãcidoQxálicoéumsubprodutodometabo1ismourínâriQ

20 que pode formar precipitados insolüveis, os quais resultam em

infecções nos rins, na bexiga e em outras partes do trato

urinário. Ao degradar 0 ãcido oxãlico e, pQrtanto,

potencialmente evitar sua preeipitação e acúmulo no tratQ

urinário, as bactêrias da presente invenção podem tratar e

25 prevenir infecções e outras doenças do trato urinário. A

degradação dci ácido oxálico pode ser medida in vitro mediante

Dusodokitparatestesdeácidooxá1icocat'#755699, disponível

comercialmente junto à Boehringer Mannheim/R-Biopharm.
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OsLactobacilíi dapresente invençãopodemserusados

emum método para a melhoria oumanutenção da saúde de animais

de estimação, compreendendo a melhoria da digestão de fibras.

A melhoria da digestão de fibras é desejável, pois promove a
&

s prolifieração das ditm bactérias probióticas, bem corno da

" rnicroflora endógena benéfica, o que auxilia na supressão de

algumas bactérias p'otencialmente patogênicas. Além disso, uma

diminuição na quantidade de metabólitos tóxicos e enzimas

nocivas que resultamda fíermentação colônica foi documentada em

10 seres humanôs (Tomornatsu, H. "Health effects of

oligosaccharides", (1994) Food Technol, 48, 61-65). A digestão

de fibraspode serdeterminadamediante ousodométododescrito

emvickersetal. (2001),"Comparísonoffermentationofselected

fructooligosaccharides and other fiber substrates by feline

15 colonic microflora", Am. j. vet. Res. 61 (4), 609-615, exceto

peló fato de que em vez de inocular usando amostras Fecais

diluídas, cada experimento utilizou culturas puras das cepa.s

bacterianas em questão.

As cepas probióticas felinas da p:resente invenção

2q podem ser usadas para reduzir c) odor das fezes e da urina e,

concomitantemente, na caixa de areia, mediante a redução da

produção de compostos, nas fezes e na urina, que causam odor.

Alguns exemplos não-limita.dores de compostos causadores de odor

inoluem amÔnia, indÓis, fenóis, aminas, ácidos graxos de cadeia

25 ramificada e compostos voláteis contendo enxofre. Sem se ater à

teoria, acredíta-seque areduçãodosteores dessescompostosnas

fezesQunaLlrinadeumanima1dee8tímaçãQ reduzoodorassociado

às mesrnas. Além disso, para animais de estirnação que usem caixa
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dè areia, há uma diminuição concomitante no odor da eaixa de

areia.

O rnétodo de usQ das bactérias formadoras de ácido

láctico dapresente invenção tipicamente envoWe o eonsumo oral

«
5 pelo animal. O consumo oral pode ocorrer como parte da ingestão

" dietáríanormal, ousobaformadeumsuplementoàmesma. Oconsumo

oral tipicamente ocorre aomenos uma vez pormês, de preferência

aomenosumavezporsemana e, commaispreferência, aomenos uma

vezpordia. Asbactérias formadoras deãoido Iâcticodapresente

lo invenção podem ser administradas ao animal de estimação em uma

quantidade terapeuticamente eficaz para manter ou melhorar a

saúde do anímal, de preferência umanimal de e8timação. para uso

na presente invenção, o termo "quantidade terapeuticarnente

eficaz", no que se refere às bactérias forrrladorag de ácido

15 láctico, significa aquela quantidade de bactérias que é

suficienteparaproporcionaro efeitooubenefíciodesejado aum

animal hospedeiro precisando de tratamento, porém baixa o

suficíente para evitar efeitos adversos como toxicidade,

irritaçãoourespo8ta alérgica, proporcionalmente auma relação

20 risco/benefício razoável quando usada do modo indicado na

presente invençãm A "quantidade terapeuticamente eficaz"

específicairávariarcon£ormefatQre8QQmQacQndiçãoespeeífica

sendo tratada, as condições físicas do usuário, a duração do

tratarnento, anaturezadaterapiasimultânea (casohaja), aforma

25 de dosagem específica a ser utilizada, o veículo emregado, a

solubilidade da forma de dosagem, e o regime de dosagem

específíco.
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De preferência, as bactérias formadoras de ácido

lácticosãofornecidasaoanimaldeestimaçãoemumadosenafaixa

deI,OE+04a I,0E+14 utcpordiae, commaispreferência, nafaixa

de 1,OE+06 a I,OE+12 ufc por dia. A cornposição pode conter, de
%

5 prefierência, ao menos 0,001% de bactérias Eormadoras de á.cido

· lâctico do gênero Lactobacilli, na faixa de 1,OE+04 a

1,OE+12 ufc/g, obteníveis medíante isolamento a partírde trato

GI felino ressecaà.o e lavado. As bactérim formadoras de ácido

lãctico podem ser administradas ao animal em sua forrrta viável,

10 sob a florma de células morcas, ou como destilados, isolados ou

outras fraçõe8 dos produtos de Eermentação das bactérias

formadoras de ácido lãctico da presente invenção, ou qualquer

mistura de3ses materiais.

De preferência, as bactérias forrrtadQras de ácido

15 láctico, ou uma fração pu-cificada ou isolada das mesmas, são

usadas para preparar uma cornposição destinada a manter ou

melhorar a saúde de um animal. Con£orme iridicado acima, a

composição pode ser parte da ingestão dietária normal, ou pode

ser um suplemento. Nos casos em que a composição faz parte da

20 ingestão dietária normal, esta pode estar sob a forrna de um

alimentosecoparaanimais, comobiscoitasour'ação, umalimento

à base de grãos processados, um alímento úmido para animais,

iogurtes, molhos, itens mascâveis, petiscos e 8imilares.

Essas ccmposições podem compreender outros

25 corrlponente3. Outros componentes são benéficos para inclusão

nas cQmposições usadas napresente invenção, mas sãoopcionais

para os propÓsitos da invenção. Por exemplo, as composíções

alimentícias sãcj, de preferência, nutricionalmente
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balanceadas. Em uma modalidade, as composições alimentícias

podem compreender, com base na matéria seca, de cerca de 20%

a eerca de 50% e, de preferência, de cerca de 22% a cerca de

40% de proteína bruta, em peso da eomposição alirnentícia. O
W

5 material de proteínabrutapode compreender qualquermaterial

" tewíQ um teor de proteínas de ao menos cerca de 15°, em peso,

3endo que alguns exemplos não-limitad'ores destes incluem

proteínas vegetais como feijão soja, caroço de algodão e

amendoim, e proteínas anirnais eomo ca3eína, albumina e tecido

10 cárneo. Alguns exemplos não-limitadores de tecido eárneo útil

à presente invenç.ão incluem carne fresca e farinhas secas Qu

processadas, com fariríha de peixe, farinha de aves, farinha

de carne, farinha de ossos e similares. Outros tipos de fontes

adequadasdeproteínabrutaincluemglútendetrigooudemilho,

15 e proteínas extraídas de fontes microbianas, como levedura.

Além disso, as cornposíçiSes alimentícías podem

compreender, comba8e na matéria seca, de cerca de 5% a cerca de

35% e, de preferência, de cerca de lO%a cerca de 30% degordura,

em peeo da composição alimentícia. Além disso, as composições

20 alimentícias compreendendo as bactérias formadoras de ácido

iácticodapresente invençãopodern, tambéut, compreenderde cerca

de4%acercade25%ciefibradietâriatotal.AscQmposiçãespQdem,

tambêm, cQrupreendermú1tiplas fontesdeamido, conforruedescrito

em WO99/51108.

25 As composições da presente invenção podem conter,

ainda, uma fonte de carboidrato. São fontes ilustrativas os

grãos ou cereais como arroz, milho, milo, sorgo, cevada,

alfafa, trigo e sirnilares. Além disso, as composições também
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podem.conteroutro8materiais, como sorode Ieite secoe outros

subprodutos lácteos.

AscowposiçõescQmpreendendQasbactériasdapre'sente

invenção podem, também, compreender um prebi&ico. Q termo
W

5 "prebiótico"inclui substânciasoueompostosque sãof'ermentados

" pela flora intestinal do animal de estirnàção e,

conseqüentemente, prornovema proliferação ou o desenvolvimento

de bactérias fcrmadorm de ácido lãctico no trato

gastrointestinal do dito anirual, em detrimento de bactérias

10 pâtogênicas. O resultado dessa fermentação é uma liberação de

ácidos graxos, em particular ácidos graxos de cadeia curta, no

cólon- Isto temo feitode reduzirovalorde pHnocõlon. Alguns

exemplos não-limítadores de prebióticos adequados incluern

oligosgacarídeos, como inulina e seus produtos de hidrõlise

15 conhecidos cornofrutooligosacarídeos, galactooligosacarídeos,

xi1ooligoQsacarídeos, ou oligoderivados de amido. Os

prebióticos podem ser fornecidos sob qualquer forma adequada.

Por exemplo, q prebiôticQ pode ser fornecido sob a Eorma de

material de origemvegetal contendo essas fibras. Os materiais

20 de origem vegetal aàequados incluem aspargo, alcachofras,

cebolas, trigo ou chicória, bem comoresíduos desses materiais

deorigemvegetal.Álternatívarnente, afibraprebióticapodeser

fornecidasoba formadeumextratodeinulina, sendoadequados,

por exemplo, os extratos de chicória. Os extratos de inulina

25 adeqLLadQspodem8erobtidos junto àOrafti SÀdeTirlemont 3300,

Bélgica, sob a marea registra.da "Raftiline". por exemplo, a

inuílina pode 8er fornecíida sob a Eorma de Rafti1inf (g) ST, que

é um pó branco fino que contém de cerca de 90% a cerca de 94%,
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em pego, de inulina, até cerca de 4%, em peso, de glicose e

frutose, e de cerca de 4% a 9%, em peso, de sacarose.

Alternativamente, a fibra pode estar sob a torma de um

frutooligossacarídeõ como aquele obtido junto à Orafti SA de
N

5 Tirlemont 3300, Bélgica, sob a marca registrada"Raftilose", por

' exemplo, a inulina pode ser fomecida sob a forma de Raftilose

(g) P95, De outro modo, Oq frutooligosacarídeos podem ser

obtidos pela hidrÓlise da inulina por meio de métodQs

enzimáticos, ou mediante o uso de microorganismos.

10 Para alimentos secos para animal de eBtimação, um

processo adequado é a cocção eom extrusão, erribora assamento e

outrosprocessos adequados po8samserusados. Quandocozidocom

extrusão, oalimento8ecoparaanimai8de estimaçãoégeralmente

fornecido sob a forma de uma ração. Se forusadoumprebiótico,

15 este pode ser misturado, antes do processamento, aos demais

ingredientes do alimento seco para animais de estimação. Um

processo adequado é descrito no Pedido de Patente Européia N°

0850"69. Se forusadournmicroorganismoprobiótico, émelhorque

e8tesejaaplicadocQmoumreve8timentoouumrecheionoa1imento

20 secopara animais de estimação. Umprocesso adequadoé.descrito

na publicação de patente européia número EP 0. 862 863.

Para alimentos úmidos, os processos descritos nas

patentes U.S. N° 4.781.939 e 5.132.137 podem 8er usados para

produzirprodutos cárneos sirmlados. Outros procedimentos para

25 aprodução deprodutos ernpedaços tarnbêmpodem serusadoB como,

por exemplo, cozimento em um forno a vapor. Alternativamente,

produto8·emfi1ãopQdemserproduzidosTnediante aemulsificação

de um material cárneo adequado para produzir uma emulsão de
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carne, adicionando-se um agente gelificante adequado e

aquecendo-se a dita emulsão de carne, antes de acondicionar a

mesma erri latas ou outros recipientes. As composições

alimentíci.as úmidas típicas podem corr!preendeF de cerca de 5% a
R

5 cercadel5%deproteína, decercade 1%acercadelO%degordura,

° edecercade1%acercade7°,de£ibras-Exemp1osnão-limitadores

deingredientesquepodemserusadosemcQmposiçõesalimentícia8

úmidasincluemfrango, peru, earnebovina, pe3cadcjbranco, caldo

de frango, caldo de peru, caldo de carne bovina, fígado de

10 frango, quirelãdearroz, gritsdemílho, farinhadepeixe, ovos,

polpa de beterraba, cloreto, farelo de linhaça, cordeiro,

subprodutos de carne bovina, subprodutos de frango e ulisturas

desses itens.

Em outra modalidade, as composições. de Bup1emento

15 como biscoitos, itens ma8cáveis e outros petiscos podem

coutpreender, com base na matéria 8eca, de cerca de 20", a cerca

de60%deproteína, oude cerca de22% a cerca de 40% deproteína,

em peso da composição de suplemento. Corno outro exemplo, as

coulposiçãe8desuplementopodemcornpreender, combasenamatéria

20 seca, de cerca de 5% a cerca de 35% de. gordura, ou de cerca de

10E a cerca de 30% de gordura, em peso da composição de

suplemento. As composições alimentíeias e de suplemento

destinadas ao uso por felinos sãcj de conhecimento comum na

técnica.

25 Os alimentos para animal de estimação podem conter

Qutros agentes ativos, como ácidos graxos de cadeia loriga e

zinco. os ácidos graxos de cadeia longa adequados incluemácido

alfa-linoléico, ácido gama-linolênico, ácido linoléico, ác:ido
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eicosapentanóico e ácido doco8aexan6ico. Os 6leos de peixe são

uma Eonte adequada de ácidos eicosapentanóicos e ácido

docosaexanõico.

O óleo de borragem, o óleo de semente de groselha
W

5 negra e o óleo de prímula são Eontes adequadas de ãcido

" gama-línolênico. Os õleos de cártamo, c)s óleos degirassol, cjs

óleos demilhoe os óleos de soja são £onte3 adequadas de ácido

linoléico. Esses ólem tambémpodem serusados nos substratos

pararevestimentomencionadosacima. Ozineopodeserfornecido

10 dediversas formasadequadas, porexemplo como sulfatode zinco

ou óxido de zinco. Além disso, muitos ingredientes cDmumente

u8ados eui alímentos para animal de estimação são fontes de

ácidos graxos e de zinco. Tem sido observado que a combinação

de chicória, como uma fonte de prebiático, comum óleo rico em

15 ácido linoléico, como o óleo de soja, pmporciona benefíeios

inesperados, que sugerem um efeito sinérgico.

Nos caso8 em que a composição está sob a forma de urn

molho, esta compreende, de preferência, ao rnenos iO% de um

caldo, sendo que alguns exemplos não-limitadores destes

2q incluem caldos de vegetais, de carne bovina, de Erango ou de

presunto. AS coTnpo8ições de molho típicaspodemcompreenderde

cerca de 0,5% a cerca de 5% de proteína bruta, de cerca de 2%

a cerca de 5% de gordura bruta, e de cerca de 1% a cerca de 5%

de fibra8.

25 Alguns oútros exemplos não-limitadores de

suplementos adequados ao usona presente invenção incluempós,

suspensões de Óleo, suspensões à base de Ieite e queijo8, e

comosições à base cíe manteiga de cacau bem como pílulas ou
~
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cápmlas. Nos casos em que a composição está sob a forma de uma

pílula, agentesde1igaçãoadequados8ãQnecessáFiosparamanter

a pílula sob uma forma sólida e comprimida. Alguns exemplos

não-1imitadQresdeagentesde1igaçãQadequadDsincluemasgomas

*
5 naturais como gcma xantana, pectinas, Iecitinas, alginatos e

" outras conhecidas pelos versados na técnica. Nos casos em que

a composição está sob a forma de uma cãpsula, esta é de

preferência encapsulada mediante o 1j8o de tecnologias

conhecidas pelos versados na técnica. Alguns exemplo3

10 não-limitadores de ma.teriais de encapsulação adequados íncluem

álcool polivinílico (PVA), polívinil pirrolidona (PVP),

alginatos e gelatina. As composições à base de iogurte podem

comreender de cerca de 1% a cerca de 5"j de proteína, de cerQa

de 10°i a cerca de 20% de carboidrato, de cerca de 1°j a cerca de

15 5% de fibra, de cerca de 1% a cerca de 5% de gordura e de cerca

de 50% a cerca de 90% de um veículo líquido, como leite.

EXemploS

Esses exemplos são fornecidos para ilustrar a

invenção, e não se destinam a limitar, em nenhum aspeeto, o

20 escopo da mesma.

Exemplo 1: isolamento de bactérias formadoras de

ácido lãctico a partír de trato gastrointestinal

felino

Amostra3 de intestinos de felino Eoram obtidas a

25 partir de gato3 saudáveis apresentados a veterinários locais

para eutanásia iniciada e aprovada pelos donos dos animais.

Todos os anirnais estavam saudáveis e isentos de doenças. Foram
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dissecados o cólon, o cólonméàio, cj ceco e o íleo de cada gato,

de maneira a expor a mucosa.

Qs sobrenadantes foram removidos após agitação do

tecido mucoso (em vórtice durante 1 minuto) e homogeneização
P

5 mecânicado tecido. cada sobrenadante fcji colocado emumaplaca

" de ágar do tipo de Man Rog0sa Sharpe (MRS) agar. Estas foram

incubadas anaerobicamente, mediante o uso de um sistema

AnerocultGasPak, durante48 horasa37 °C. Ascolônias isoladas

a partir das placas foram reaplica.das por esiiíregaço em MRS, e

/0 novamente cultivadas anaerobicamerite scib as mesma8 condições.

AS colÔnias isoladas f0ram reaplieadas por esfregaço mai8 4

vezes, corri a finalidade de purificar uma cepa única. Foram

avaliadas a morfologia e a aparência microscópica da coIônia.

Os isolados adequados foram testados quanto a reação de Gram e

15 atividade de catalase. A identificação de bastonetes

gram-positivos, catalase-negativos, fc>i realizada mediante

teste de API (API 50chl, 131oMerieux). As células colhidas foram

lavadas duas vezes com um tampão de fosfato {pH 6,5) a 0,05 M

ecisteínaHCl (500 mg/L), sendoalavagemseguidadesonicação.

20 Os fragmentos celu1are8 foram removidos por centrifugaçãm Os

sobrenadarLtesforamincLlbadQscomNaF(6 mg/mlj eNaiodoacetato

(lO mg/mL) durante 30minuto8a37 "C. Areação Eoi interrompida

mediante incubação com hidroxilamina HCI (pH 6,5) durante 10

minutos à ternperatura ambiente. O desenvolvimento de cor foi

25 monitoradoemseguidaãadiçãode HCl (4M), FeCl3.6H2O (5% (p/v)

em O,1M HCl) e frutose-6-Eosfato (sal de Na). A formação de

acetil fosfato a partir de frutose-6-fos£ato foi evidenciada
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pela cor avermelhada formada pelo quelato férrico de seu

hidfoximato.

Exemplo 2: triagen' quanto à atividade microbicida

Cada utna das cepas de bactérias forrnadoras de ácido
W

S lãctico Eoi incubada anaerobicamente em caldoMRs. 2 µL de cada

"' cíiltura Íioram aplicados empontos sobre p1aca3 de ágarNIRS, as

quais foram incubadas anaerobicamente de um dia para outro.

Salmonella typhilnuriume e. Colienteropatogêníca (EXPEC) foram

pré-eultivadas de um dia para outro, e 100 ml foram inoculados

10 em agar fundido (1% V/v). Essa cultura indicadora foi vertida

sobre a super£"cie das placas deMRS inoculadas. Após incubação

de um dia para outro, as zonas de inibição etn redor da colônia

probiótica foram medidas. Todos cjs experimentos foram

realizadosemduplicata,, emtrêsocasiõesseparadasjlémdisso,

15 a incorporação do tampão de 2°) de betaglicerQfo8fato ao ãgar

possibilitcm determinar a ccmtribuição da produção de áeido à

inibição in vitro de patógenos que foi observada.

OS dados apresentados na Tabela 2 demonstram

claramentequeascepasdebactérias forTrladorasdeácido1áctico

20 àa presente ínvenção, obteníveis mediante isQlamento a partir

de trato GI felino re8seQado e lavado, têm significativa

atividade rnicrobicida in vitro, in'dicadQra de uma potencíal

atiy'ídade probiôtica.

Tabela 2

AHFI22A AHF223C

S. typhimuri um I 9, 34 I 7 ,5

EXPEC I 11, 84 I 7 ,67

AHF5119

9,665

11,17

25
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Wemplo 3: {ner"liçÕe.q in vitro de s!obrevivência e

colonizaçãc'

Tolerância a pH

As células bacterianas foram colhidas de culturas
W

5 incubadas de umdiapara QL).tro, lavadas duas vezes emtampão de

" fosfato (pH6,5) ereqsuspen8a8emcaldodeMRS/TPYaju8tadocom

1M HCl até pH 2,5. As células foram incubadas anaerobicamente

a 37 °C, e sua sobrevivência foi medida a intervalos de 0, 30,

60, 120, 240 e 360 minutos, mediante ouso domêtodo de mntagem

10 em placas conheei.do pelos versados na técnica. A Tabela 3

sumariza esses dados por cepa.

Tabela 3

SobrevivênciadecepagemumambientedebaixopH (ph2,5). Todos

os dados são mostrados em Iog UFC.

TEMPO (min)

cepa l 0 i 30 i 60 i 120 i 180 i 360
NCIMB 41287 9,31 9,13 8,95 8,88 8,84 8,52

—
NCIMB 41288 8,85 8,79 8,89 8,65 8,71 8,59
NCIMB 41289 I 9,25 I 9,06 I 8,97 I 9,10 ) 9,00 l 8,88 I

15

Resistência à bílis

As cepas bacterianas foram aplicada8. por esfregaço

sobre ágarMRS suplementado combílis de porco (Sigma) a 0,5%,

1% e 5% (p/v). As pIacas foram ineubada8 a 37 "C sob condições

20 anaer6bicas, e a proliferação foi registrada após 48 horas. A

proliferação foi comparada com placas de controle por um

observador experiente, e a proliferação das colônias foi

descrita como:

Negat iva (0) - nenhuma prolif eração,
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+ (1) - pro1i£eração translúcida nebulosa (menos de

33% das placas de controíe com 0% de bílis),

++ (2) -prQli£eraçãQdefinida, porémnãotãobQacQTno

nas placas de controle (mais de 33%, porém ruenos que 66%);

5 +++ (3) - proliferação equivalente à daB placas de

controle (>66%) .

Umavez que aproliferaçãodas colôniasnapre8ença de

sais bilíares ê comparada às plaoas de cóntrole, os descritores

de proliferação recebemvalores numéricos de 0, 1, 2 óu 3 (-, +,

10 ++ ou +++, respectivamente) e são, então, expressos como uma

porcentagem, em que 3 representa 100%.

ATabela4dernonstraqueaBifidobacteriumdapresente

invenção claramente apresenta uma resistência a sais biliares,

sendo capaz de se proliferar e formar colônías em níveis de ao

15 menos 66%, na maioria dos casos, quando exposta a 0,5% de saiss

biliares de po:rco.

Tabela 4

Sobrevivência de cepas em díversas eoncentrações de bílis de

CEPA

NCINIB 41287

NCIMB 41288

NCIMB 41289

oreo
PORCENTAW DE BÍLIS (%)

0 0,3 0,5 1 2 5 7,5

~+++ I + I + I -

+++ I +++ I +++ I ++ I ++ I ++ I ++

+++ I +++ I +++ I +++ I ++ I ++ I +

10

+

+

20

Além disso, para avàliar quaísquer diferenças na

oapacidàdedas cepasparacolonizarotratoGI degatos, ascepas

bacteriana3 foram aplicadas por esfregaço sobre ágar MRS

suplernentado combílis Eelina a 0,5%, 1% e 2% (pe8o/voIume). A
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bílis felina foi obtida a partir de gatos que foram submetidos

a endoscopia em um ambiente clínico durante um procedimento

não-terminá1. As placas foram incubadas a 37 °C sob condições

anaeróbicas, e a proliferação foi registrada apÓs 48 horas. A

5 proliferação foi comparada com placas de controle por um

observador experiente, e a proliferação das colônias foi

descrita comcj:

Negativa (0) - nenhuma proliferação,

+ (1) - proliferação translúcida nebulosa (menos de

lo 33% de placas de controle com 0% de bílis),

++ (2) -proliferaçãodefinida, porémnão tãoboacomo

nas placas de controle (mais de 33%, porém nienos que 66%)/

t++ (3) - proliferação equivalente à das placas de

controle (>66%) .

15 Umavez que aproliferaçãodas colôníasnapresençade

sais biliares é comparada às placas de controle, os descritores

de proliferação recebemvalores numéricos de 0, 1, 2 ou 3 (-, +,

++ ou +++, respectivamente) e são, então, expressos como uma

porcentagem, em que 3 representa 100%.

20 ATabe1a5demonstraqueaBifidobacteriumdapresente

invenção claramente apresenta uma re8istência a sais biliares

de felinos, sendo capaz de se proliferar e formar colônias em

níveis de ao menos 66%, na maioria dos casos, quando exposta a

0,5% de sai8 bilíareB de porco.

25 Tabela 5

Sobrevivênciadecepaserndiversasconcentraçõesdebílisfelina
PORCENTAGEM DE BÍLIS (%)

CEPA 0 0,5 1 2

| NCIMB 41287 +++ +++ +++ +++
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NCIMB qI28B

NCIMB 41289

+++

+++

+-F+

+++

++

+++

++

+++

Adesão a células epiteliais intestinais

& A linhagem de células epiteliais humanas HT-29 foi

usada para avaliar as propriedades de adesão das cepas
W

5 seleeionadas. As células epiteliais foram cultivadas de modo

rotineiro, sob a forma de camada única em frascos de 75 crn' para

culturadeteeídos, a37 °Cemumaatrnosferaumidificada contendo

5% de CO2 em meio mínimo essencial de Dulbecco (DMEM) contendo

10% de soro fetal de bezerro (FCS), penicilina/estreptomicina,

10 glueamina e fungizona. Para fins do experimento, as células

epitelíaisforamsemeadasaumaconcentraçãode5x.10'células/@

{3 mL de volume total) pof cavidade, emp1acas de cultura com 6

cavidades (Sarstedt). após incubação durante 7 dias, para

permitir diferencíação, as camadas únicas epíteliais foram

í.5 lavadas commeio isentode aneibióticos, corítendc> l0%deFCS. As

su6pensõesbacterianasmais/emDMEMisentodeantibi6ticosEQram

adiLcionada8acadacavidade, eascé1ulasforamincubada.sdurante

'90 minutos a 37 °C. Apõs a incubação, as camadas únicas foram

Iavâdas três vezes com PBS. As células epiteliais foram Iísadas

2q emH2o desionizada, e o número debactérias aderentes foi obtido

mediante c) uso do método de contagem ern placas conhecido pelos

versados na técnica. A adesão foi expresBa como uma porcentagem

do número de bactérim inicialmente aplicadas à placa. O

Lactobacillus AHF122A apresentou um nível de adesão de 39,5%,

25 enquanto o Lactobacillus AHF223C aprese-ntou um nível de adesão
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del3,9%. jáQLactobaci1lusAHF5119apresentQuumníveldeadesão

de 36, 7%.

5

Exemplo 4; seqüenciamerito de polinucleotídeo

intergênico 16s-23S'

Os isolados de Bifidobacteriuln felina forarn

centrifugados em tubos de estoque, e qs peletes resultantes

foram lisados em 100 µL de solução para extração e 25 µL de

soIução para preparação de tecidos (Sigma, kit XNAT2), e

ineubadosdurantelOminutosàtemperaturaambiente. Mamostras

10 foram, então, íncubad.asdurante5mínutosa95 °Ce, então, Eoram

adicionados 100 µL de soIução para neutralização (kít XNAT2).

A solução de DNA genômica foi, então, quantificada rnediante o

usD de um espectrofotômetro Nanodrop, e armazenada a 4 °C.

O PCR foi realizadomediante o uso de iniciadore3 de

15 espaçador intergênico (IGS), IGS L: 5'-GCTGGATCACCTCCTTTC-3' e

ÍGS R: 5'-CTGGTGCCAAGGCATCCA-3' (Bridgídi et al., 2000, System

Appl. Microbiol., 23, 391-399 (2000)). As ccjndiçõe3 de oiclo

Mram de 94 °C du:rante 3 minutos (1 ciclo), 94 °C durante 30

segundos, 53 °Cdurante 30 segundo8, e72 °Cdurante3o segundos

20 (28 ciclos). A reação de PCR continha 4 µL (50 ng) de DNA,

mi8tura de PCR (kit XNAT2), 0,4 µM de inicíador IGS L e R (MWG

Biotech, Alemanha). As reações de PCR foram realizadas ern um

termcicloEppendorf. Osprodutosde PCR (IQ µL) forampassad.os,

juntamente com ummarcador para pesomolecular (100 bp Ladder,

25 Roche) porumgel a 2%de agarose manchado comEtBr emTAE, para

determinar seu perfil de IGS.
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Os produtos de PCR da Bifidobacterium (banda única)

foram purificados mediante o uso do kit de purificação promega

Wizard PCR.

Os produtQs de PCR purificados foram seqüenciados
D

5 mediante o uso de seqüência,s iniciadoras (acima) para a regiãa

" de espaçador intergênico. Os dados de seqüência faram, então,

pesquisados contraabase dedadosdenuQleQtídeo8doNCBI, para

determinar a identidade da cepa por homologia de nucleotídeom

Em seguida ao seqüenciamento, a8 seqüências obtida

10 parâasquatrocepasdepositadas foramcomparad.asàbasededados

de seqüências "BLAST", disponível onlíne em

http://www.ncbi.rk1m.nih.gov/BLAST/ para verificação de

homologia ccm outras seqüências bacterianas de 16S a 23s

depositadas. a similaridade mais próxima para AHF122A foi

15 apresentada pela cepa Lactobacillus salivarius subsp.

Salicinius (AB102859), com um grau de homologia de 94%. A

similariàade mais próxima para AHF223C foi apresentada por

LacMbacillus animalis, cepa J)A51 (AY526615), com um grau de

homologia de 93%. Asimilaridade mais prõxima para AHF5316 foi

20 apresentadaporLactobacillusreuteriDSM20016 (AF080100), c'om

um grau de homologia de 98%.

Exemplo 5: exemplos de composição

OsExemplos 1a4 sãoexenplosdecomposiçõesderação

seca compreendendo os Lactobacilli probióticos da presente

25 invenção.
Ingrediente Poreentagem, comba8e no peso

Ex. 1 Ex. 2 Ex. 3 Ex. 4

|Grãos de cereal |qsp ! qsp ! qsp |qsp
I 100% | 100% I 100% I 100%
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Farinha de. subproduto de ave

Gor.dura de aves

Produto de ovos

Farinha de fígado de frango

Levedura seca de cerveja

Fosfato monossódico

Carbonato de cálcio

Cloreto de potãssio

Vitaminas

cloreto de colina

Minerais

DLí-metionina

Cloreto de Sódio

probiático (1 x 1q'o ufe/g

NCIMB 41287 em óleo de
girassol)

Probi6tico (1 x 10'° ufc/g
NÇÍMB 41288 em êSleo de
gírassol)

43 , 5

1,28

2 , 4

l, 0

1, 0

1, 0

0, 8

Q, 6

0 ,4

(J ,3

0, 3

0,1

0, 03

1

40

1, 02

2 ,- 1

1, 0

í, O

1, O

0, 8

0, 6

0 ,4.

0,3

0, 3

0, 1

0, 03

O, 5

I 45

1, 16

2 ,5

jl,o

i 1, 0

|1,0

l 0,8

|0,6

jo,4

|O,3

I 0,3

i 0 ,1

I 0 ,03

35

1, 35

2,2

1, 0

1,.0

1, 0

0,, 8

Q, 6

Q,4

0 ,3

0,3

0,1

0, 03

0, 6

0, 5 I 0, 4

OsExemlosde5a7sãoexe%1osdecomosiçõesúmidas

de alirnento para animais de estimação compreendendo as

Lactobacilli probióticas da presente invenção.

Mgrediente Porcentagem, com baae no peBo

Ex. 5 Ex. 6 Ex. 7

Água Até 38 Até 47 Até 50

Fígado de, aves Atê 25 Até 20 Até 15

I Produtos d'e aves ) 25 ) 20 ) 20

Quirela de arro'z 5 7 10

produto d'e qvos 3 2,5 1,5

Gordura cje aves 2,9 3,0 3,2

Caldo de- frango 0,6 0,7 0,9

Taurina 0,1 0,1 0,1

,Vítaminas I 0,05 I 0,1 l 0,1
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Minerais

Probi6tico (1 x
10'° ufc/g NCIMB 41289)

0 , 05

4

0, 1

5

0,1

6

Os Exemplos de 8 a 10 são exemplos de cornposições de

suplemento à base de iogurte compreendendo as Lactobacilli

probiótícas da presente invenção.

1ngrediente Porcentagem, com base no peso

, Ex. 8 Ex. 9 Ex. 10
Leite l 38 l 42 I 48
Ãçúcar ! 12 i 12 I 10

Amido modificado ! ]-,0 l 0,8 I 0,8
Prebiõtico 0,25 0,3 0,5

Probiótico (I x 4 i 5 I 6
10"° ufc/g NCIMB 41287)

5

Todososdocumentos citadosnaDescriçãoDetalhadada

Inyenção são, em parte relevante, aqui incorporados por

referência, e a citação de qualquer docurnento não deve ser

i.nterpretada como admissão de que este reprmente técníca

10 anterior com respeito à presente invenção.

Erribora modalidades específicas da presente invenção

tenham sido ilustradas e descritas, deve ficar óbvio aos

versados na técnicaquevárias outrasalterações emodificações

podem ser feitas 8êTTl que se desvie do carãter e âmbíto da

15 invenção. Portanto, pretende-se cobrir nas reivindicações

anexa8 todas essas alterações e modificações que se enquadram

no escopo da presente invenção.
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REIVINDICAÇÕES 

1. Composição, caracterizada pelo fato de compreender uma mistura de 

cepas de bactérias formadoras de ácido láctico do gênero Lactobacilli obteníveis 

mediante isolamento a partir de trato gastrointestinal felino ressecado e lavado, 

selecionadas do grupo que consiste em Lactobacillus salivarius ss salicinius 

NCIMB 41287 (AHF 122A), Lactobacillus animalis NCIMB 41288 (AHF 223C) e 

Lactobacillus reuteri NCIMB 41289 (AHF 5119). 

2. Composição, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada pelo fato 

da dita composição ser um alimento para animais de estimação, em que a 

composição é um alimento úmido para animais ou um alimento seco para 

animais. 

3. Composição, de acordo com a reivindicação 2, caracterizada pelo fato 

de ser um alimento para gatos. 

4. Composição, de acordo com a reivindicação 2, caracterizada pelo fato 

de estar sob uma forma selecionada do grupo consistindo em rações, itens 

mascáveis e biscoitos. 

5. Composição, de acordo com a reivindicação 2, caracterizada pelo fato 

de ser um suplemento alimentar para animais de estimação. 

6. Composição, de acordo com a reivindicação 5, caracterizada pelo fato 

de estar sob a forma de um molho, um iogurte, um queijo ou outro produto lácteo. 

7. Composição, de acordo com a reivindicação 5, caracterizada pelo fato 

de estar sob uma forma selecionada a partir do grupo consistindo em cápsulas, 

tabletes e pílulas. 

8. Composição, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada pelo fato 

de compreender ao menos 0,001% de bactérias formadoras de ácido láctico na 

faixa de cerca de 1,0E+04 ufc/g a cerca de 1,0E+12 ufc/g. 

9. Composição, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada pelo fato 

de que as bactérias formadoras de ácido láctico estão sob a forma de células 

viáveis. 

10. Composição, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada pelo 
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fato de que as bactérias formadoras de ácido láctico conforme definidas em 

qualquer uma das reivindicações 1 a 6 estão sob a forma de células não-viáveis, 

ou de frações constituintes ativas das mesmas. 

11. Uso de bactérias formadoras de ácido láctico, do gênero Lactobacilli, 

obteníveis mediante isolamento a partir de trato gastrointestinal felino ressecado 

e lavado, selecionadas do grupo que consiste em Lactobacillus salivarius ss 

salicinius NCIMB 41287 (AHF 122A), Lactobacillus animalis NCIMB 41288 (AHF 

223C) e Lactobacillus reuteri NCIMB 41289 (AHF 5119), caracterizado por ser 

para redução do odor associado a fezes ou urina de um animal de estimação. 

12. Uso, de acordo com a reivindicação 11, caracterizado pelo odor ser 

associado a uma caixa de areia de um animal de estimação. 
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