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DESCRIPCION
Una premezcla enzimatica contra colonizacioén por bacterias Gram negativas en el tracto intestinal animal.

[0001] La presente invencion se refiere a una premezcla para alimentaciéon animal que es eficaz en la reduccién o
prevencién de bacterias Gram negativas patégenas en el tracto intestinal animal.

Antecedentes de la técnica

[0002] Las aves de corral y la carne son fuentes frecuentes de organismos patégenos de transmisién alimentaria.
Los patégenos asociados con productos de aves de corral incluyen Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coliy Campylobacter jejuni. Estos microorganismos se introducen en las aves de corral y poblaciones de
animales durante la cria y en las reses muertes durante el procesamiento. Estas bacterias colonizan la mucosidad
que cubre las superficies del intestino y también puede hallarse en la mucosidad profunda de las glandulas
intestinales.

[0003] La infeccidon de Salmonella enteritidis (SE) en aves de corral es uno de los problemas mas graves en la
industria de las aves de corral debido a brotes relacionados de intoxicacion alimentaria. Se ha realizado mucho
esfuerzo para inhibir la infeccion por Salmonella spp en aves de corral. La inhibicion de Salmonella spp con
antibiéticos no parece ser practica debido a la aparicién de cepas bacterianas resistentes y la toxicidad residual de
los antibidticos en los productos de aves de corral.

[0004] Recientemente la vacunacion se ha convertido en un enfoque habitual, pero tiene varias limitaciones. La
terapia de vacuna no puede distinguir si el origen del anticuerpo deriva de la vacuna o de un patégeno bacteriano
cuando se realiza serologia de Salmonella. Por lo tanto, el periodo de vacunacion debe programarse de forma
estricta y se restringe a un intervalo especifico de tiempo. Se ha indicado que algunos tipos de carbohidratos,
levadura y, especialmente, el resto de manosa son eficaces en la prevencion de la colonizacion por Salmonella spp.

[0005] Otro enfoque reciente se basa en el uso de ciertos azicares monoméricos y diméricos en la dieta de las
aves de corral para reducir los niveles de organismos de Salmonella que colonizan su intestino. Como se ha
indicado previamente, los receptores de azucares en las superficies de las células epiteliales intestinales
aparentemente actlan como receptores para la union de varios patégenos bacterianos. La interaccién entre los pili
bacterianos Gram negativos y estos receptores puede bloquearse por ciertos azucares sencillos en el pienso animal.

[0006] En la publicacién de PCT numero WO03101219 se describe una premezcla para su uso en alimentacion
animal. En esta aplicacién se describe una premezcla que comprende goma de algarrobo, una preparacién de
hidrolasa liquida y sepiolita (que es un aditivo aceptable para alimentacién animal). La mezcla se us6 contra la
colonizacién de Salmonella en pollos.

[0007] A pesar de los esfuerzos realizados en la técnica anterior, la investigacion de nuevas composiciones mas
eficaces en la prevencion o inhibicion de colonizacion de bacterias Gram negativas (tales como Salmonella spp.) aun
es un campo activo.

Descripcidon resumida de la invencién

[0008] Los inventores han descubierto que una premezcla de un polimero con un contenido de manosa
comprendido entre 10 % y 100 %; una enzima de f-mananasa; y un anti-aglutinante con una capacidad de absorcion
y densidad aparente especifica es eficaz contra colonizacién por bacterias Gram negativas en el tracto intestinal
animal. Particularmente, esta premezcla tiene una alta fluidez, lo que implica una mejor difusion a través del tracto
intestinal. Las principales ventajas de esta alta fluidez y difusion es que la eficacia de la premezcla aumenta y, por lo
tanto, se necesita una dosis de inclusion baja (es decir, la cantidad de la mezcla en el pienso de animal) para
conseguir el efecto deseado (es decir, evitar la colonizaciéon bacteriana). Como se muestra posteriormente, una
pequefa cantidad de la mezcla de la invencién es suficiente para conseguir el efecto deseado, lo que significa que
hay un pequefio aumento del total del forraje que debe administrarse. Esto es de gran importancia porque cuando el
animal de granja debe nutrirse, se administra una cantidad fija de forraje. Si la mezcla de la invencién tiene que
proporcionarse en una cantidad alta, la cantidad de forraje deberia reducirse y, por lo tanto, la dieta del animal no
seria apropiada para su crecimiento. En este caso deberian afiadirse nutrientes adicionales al forraje para ayudar al
crecimiento apropiado del animal.

[0009] A partir de las ensefianzas del documento WO03101219 se supo que una mezcla que comprende sepiolita
como aditivo tecnolégico aceptable, junto con una preparacion de hidrolasa liquida, y una goma natural, tiene la
capacidad de inhibir la colonizaciéon por Salmonella. En los ejemplos de dicha aplicacion, las cantidades de mezcla
usadas son de 2,5 % y 5 % en peso sobre el peso de forraje total, es decir, de 5 a 10 veces mayor que el usado en
los ejemplos incluidos posteriormente para inhibir la colonizacién de bacterias.

[0010] Provechosamente, puesto que la mezcla de la invencion es eficaz a una cantidad baja (por ejemplo, en las
Tablas 2 y 3 la cantidad es 0,5 % en pesofforraje total), practicamente se mantiene la cantidad de forraje,
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manteniendo los niveles de nutrientes necesarios para el crecimiento apropiado del animal y, por lo tanto, no siendo
necesaria la adicion de otros componentes.

[0011] Por otro lado, es relevante que cuando se administra la premezcla de la invencion, el indice de conversion
se mantiene en comparacién con un control. Un valor del indice de conversion significativamente igual al grupo de
control es indicativo de una buena transformacién (el alimento administrado al animal se transforma en carne/
huevos). Un valor diferente significativamente mayor es indicativo de una transformacion inapropiada (debe
administrarse una enorme cantidad de alimento al animal para conseguir la cantidad deseada de carne/huevos).
Como se ilustra posteriormente (Tabla 1, linea T-3), la premezcla descrita en el documento WO03101219 tiene un
indice de conversion significativamente diferente del indice de conversion del grupo de control. Provechosamente,
cuando se administra la premezcla de la invencion (Tabla 2, lineas T2 y T-3) no hay diferencias significativas con el
grupo de control.

[0012] Por lo tanto, en un primer aspecto de la presente invencién se refiere a una premezcla para alimentacion
animal que comprende: (a) un polimero o una mezcla de polimeros, que tiene un contenido de manosa comprendido
entre 10 % y 100 %; (b) enzima B-mananasa; y (c) un agente anti-aglutinante; en la que el agente anti-aglutinante
tiene3una capacidad de absorcién mayor del 20 %, y una densidad aparente que estd comprendida entre 0,10y 2,70
g/lcm®.

[0013] Sorprendentemente, el uso del agente anti-aglutinante que tiene tales propiedades (es decir, la capacidad
de absorcion y densidad aparente) en lugar de sepiolita, mejora la eficacia en la inhibicién de colonizacion. Esta
mejora hace posible el uso de la premezcla de la invenciéon en una cantidad aproximadamente al menos 5 veces
menor que la cantidad necesaria en el documento WO03101219 para conseguir el mismo efecto (como se ha
explicado anteriormente).

[0014] Sin quedar ligado a la teoria, se cree que usando un agente anti-aglutinante de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion, la enzima se difunde mejor en la premezcla, siendo mas eficaz cuando tiene que hidrolizar
su sustrato (es decir, el polimero).

[0015] La mejora de difusion también afecta al producto resultante (el polimero hidrolizado por la B-mananasa).
Por lo tanto, el producto resultante, debido a la presencia del agente anti-aglutinante, difunde mejor hacia el tracto
intestinal, mejorandose su eficacia en la inhibicién de la colonizacién bacteriana.

[0016] En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion de pienso animal que
comprende la premezcla como se define de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

[0017] En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere al uso de una premezcla de acuerdo con el primer
aspecto de la invencidn, para la preparacion de una composicion de pienso animal para la inhibicién de colonizacién
por bacterias Gram negativas en el tracto intestinal del animal. Este aspecto puede formularse como un método de
tratamiento de un animal, que padece o que es susceptible de padecer una colonizacién por bacterias Gram
negativas administrando la premezcla de la presente invencion como se ha definido anteriormente.

[0018] También es parte de la invencién una premezcla como se ha definido anteriormente para su uso como
inhibidor de colonizacion por bacterias Gram negativas en el tracto intestinal animal.

Descripcion detallada de la invencién

[0019] En la presente invencion, la expresién “un polimero con un contenido de manosa comprendido entre 10 % y
100 %” abarca homopolisacaridos que consisten exclusivamente en unidades de manosa (es decir, un polisacarido
con un contenido de 100 % de manosa) y heteropolisacaridos que comprenden manosa y otras unidades de azucar
tales como glucosa, galactosa, derivado de a-galactosa, galactomananos, galactosamina, fucosa y arabinosa, por
ejemplo. Los polimeros de acuerdo con la presente invencién incluyen, pero sin limitacion: goma guar, goma de
xantano, pectina, goma de tragacanto, goma arabiga, goma casia, harina de palmiste, algina, carragenina, goma de
algarrobo, semilla de algarrobo y mezclas de los mismos.

[0020] En una realizacién del primer aspecto de la invencién, el polimero tiene un contenido de manosa
comprendido entre 10 % y 60 %.

[0021] En la presente invencion, la expresion “agente anti-aglutinante” abarca cualquier sustancia que reduce o
evita la adhesion entre las particulas de compuesto resultantes de la actividad de B-mananasa.

[0022] En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencion el agente anti-aglutinante tiene una
capagidad de absorcién comprendida entre 60 y 70 % y una densidad aparente comprendida entre 0,10 y 0,30
g/cm”.

[0023] La capacidad de absorcion del agente anti-aglutinante se determina usando el siguiente protocolo:
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1.- Tarar un matraz volumétrico de 50 ml sobre la escala.

2.- Aiadir 50 g del agente anti-aglutinante para determinar.

3.- Con el tubo graduado afiadir gradualmente agua desionizada y agitar con la varilla de vidrio hasta
su total absorcion por el agente anti-aglutinante.

4.- Repetir esta operacion (punto 3) hasta que el agente anti-aglutinante no sea capaz de absorber
mas liquido.

5.- El analisis debe realizarse por duplicado.

6.- Se aplica la siguiente ecuacion:

Capacidad de absorcién = [g de agua desionizada / (g de agua desionizada + g de agente anti-
aglutinante)] * 100.

[0024] La densidad aparente del agente anti-aglutinante se determina usando el siguiente protocolo:

1.- Tarar un tubo graduado de 50 ml sobre la balanza semianalitica (precision de 0,01 g).

2.- Llenar el tubo graduado hasta la linea con el agente anti-aglutinante. No golpear el tubo graduado
para evitar resultados incorrectos.

3.- Pesar el tubo lleno.

4.- Realizar la determinacion dos veces.

5.- Densidad aparente = peso (g) / 50 ml = g/ml. (Los resultados finales son la media de ambas
determinaciones).

[0025] Cuando se prepara la premezcla de la invencién, esta se obtiene preferentemente como una mezcla sélida
homogénea. Para obtener la mezcla sélida homogénea, la enzima puede estar en forma sdlida, por ejemplo, polvo.

[0026] EI hecho de que la enzima esté en forma sdlida, hace mas facil su manipulacién y mejora su difusion a
través del tracto intestinal. En el documento WO03101219 el aditivo de sepiolita se usé como vehiculo para
“solidificar” la enzima, que estaba inicialmente en forma de preparacion liquida. En la presente invencion, el uso de
un agente anti-aglutinante con las propiedades indicadas anteriormente evita la aparicion de grumos en la
premezcla, lo que dificultaria la difusion de la mezcla en el tracto intestinal y empeoraria de este modo su eficacia en
la inhibicion de la colonizacién por bacterias.

[0027] En otra realizacion preferida mas del primer aspecto de la invencién, la relacion de la enzima esta
comprendida entre 5 y 40 unidades de actividad enzimatica por gramo de polimero. Las unidades de actividad
enzimatica se determinan para la enzima b-mananasa como la cantidad de enzima que libera 1 micromol de manosa
por minuto de galactomanano de algarroba a 40°C y pH = 4.

[0028] En otra realizacion del primer aspecto de la invencién, el polimero se selecciona del grupo que consiste en:
goma guar, goma de xantano, pectina, goma de tragacanto, goma arabiga, algina, carragenina, goma de algarrobo,
semilla de algarrobo, goma cassia, harina de palmiste y mezclas de los mismos.

[0029] En la presente invencion la “enzima B-mananasa” comprendida en la premezcla de la invencién puede ser
de origen natural o sintético. Por “origen sintético” se entiende cualquier forma de la enzima obtenida por técnicas de
ingenieria (por ejemplo, recombinacion).

[0030] En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencién la enzima B-mananasa es E.C. 3.2.1.78 de
acuerdo con la nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica.

[0031] En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, la cantidad de agente anti-aglutinante esta
comprendida entre 0,5 y 4 % en peso con respecto al peso total de la premezcla.

[0032] Son ejemplos no limitantes ilustrativos de agentes anti-aglutinantes: acido silicico precipitado y seco (E551
a), silice coloidal (E551 b), vermiculita (E561), Kieselgur (E551 c), silicato calcico sintético (E552), silicato de
aluminio y sodio sintético (E554), aluminatos de calcio sintéticos (E598), clinoptilolita de origen volcanico (E567). El
numero “E”, por ejemplo “E551 a”, se corresponde con el numero de aditivo autorizado en la Unién Europea. En una
realizaciéon preferida del primer aspecto de la invencion, el agente anti-aglutinante se selecciona del grupo que
consiste en: acido silicico precipitado y seco (E551a), silice coloidal (E551 b) y vermiculita (E561).

[0033] En una realizacién preferida del segundo aspecto de la invencién, la premezcla esta comprendida entre
0,05y 1,5 % en peso de la composicion total.

[0034] Como se ha mencionado a lo largo de la descripcion, la premezcla de la presente invencion es util en la
inhibicion eficaz de la colonizaciéon de bacterias Gram negativas. La expresion “bacterias Gram negativas” incluye,
pero sin limitacion, bacterias que muestran fimbria, tales como Enterobacteriaceae, entre otras. En una realizacion
preferida del tercer aspecto de la invencion, la bacteria Gram negativa es Salmonella.
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[0035] A lo largo de la descripcidn y reivindicaciones la palabra “comprender” y variaciones de la palabra, tales
como “comprendiendo”, no pretenden excluir otros elementos técnicos, aditivos, componentes o etapas.

[0036] Los siguientes ejemplos se proporcionan como ilustracion, y no se pretende que sean limitantes de la
presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacién de una premezcla de acuerdo con la presente invencion en una proporcién de 0,5 % en peso

en relacién con la dieta para el animal

[0037] Por tonelada de pienso la premezcla se prepara como sigue:

(i) goma de algarrobo: 4.482,5 g
(i) beta-mananasa: 21,5 g

(iii) semilla de algarrobo: 446 g
(iv) acido silicico: 50 g

[0038] Para obtener la premezcla de este hallazgo: (1) los componentes (iv) y (iii) tienen que mezclarse en una
primera etapa. En una segunda fase: (2) 1/3 de (i) tiene que mezclarse con la totalidad de (ii). Después de la mezcla
homogénea, afiadir el resto de (i) a esta ultima premezcla. Finalmente, mezclar homogéneamente (1) y (2).

Ejemplo 2. Ensayo con pollos Leghorn que consumen pienso complementado con diferentes productos del estado
de la técnica durante 28 dias

[0039] Los pollos se alojaron en jaulas, a una tasa de 5 animales/jaula, en la granja experimental del departamento
de Nutricién Animal de IRTA. La dieta se bas6 en maiz-soja en forma de puré. La aplicacién de la premezcla siempre
fue por sustitucion de maiz.

[0040] Se infect6 a los pollos con Salmonella enteritidis marcada con acido nalidixico. La eficacia de la aplicacion
de cada uno de los productos se evalué por medio de una determinacién de la presencia de Salmonella en el ciego
de los pollos. Se infectd a los pollos con un dia de edad, cuando llegaron a la granja experimental, inoculando
Salmonella enteritidis (S-2146/c/03 Tn 512), cepas que resistian acido nalidixico 20 ng/ml y CIHg 12 ng/ml. Las cepas
se originaron de la coleccion L.S.A., Barcelona.

[0041] Durante los 28 dias del experimento se recogieron datos del consumo de pienso y pesos corporales
iniciales y finales. Con esos datos se calcularon los siguientes parametros: aumento de peso corporal diario (APCD)
(g/d), consumo de pienso diario (CPD) (g/d) e indice de conversion de pienso (ICP) (consumo de pienso
diario/aumento de peso corporal diario). a, b, c: diferentes letras en la misma columna significan diferencias
significativas.

Tabla 1

Tratamiento Producto afiadido APCD' cpPD? icp? I;‘;_)f(:;:lson /

T-1 Control (sin producto afiadido) 8,9 (a) 8,9 (a) 18,2 (a) 2,04 (c) 12/12 100 %

T-2 Goma de algarrobo 2,5 % 6,8 (b) 6,8 (b) 17,2 (a) 2,52 (@) 6/12 50 %
Goma de algarrobo 5 % + 246

T-3 Sepiolita + B-mananasa 6,9 (b) 17,0 (a) (t;a) 4/12 25 %

(documento WO03101219)
[0042] Usando la premezcla descrita en el documento WO030101219, se consigue una reduccion de la infeccion.
Sin embargo, el indice de conversion es significativamente mayor en comparacion con el control y se observa una
reduccion del aumento de peso corporal.

Ejemplo 3: Resultados experimentales usando la premezcla de la invencién

[0043] Las gallinas se alojaron en jaulas, a una tasa de 5 animales/jaula, en la granja experimental del
Departamento de Nutricion Animal de IRTA. La dieta se basé en maiz-soja en forma de puré. La aplicacion de la
premezcla preparada como se ha explicado en el Ejemplo 1 siempre fue por sustitucion de maiz.

[0044] Cada 4 semanas se registraron datos de consumo de pienso y cambios en el peso corporal. Con esos
datos se calculd el indice de conversién de pienso (consumo de pienso diario/aumento de peso corporal diario). Los
resultados se muestran en la Tabla 2.
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[0045] EI dia 27 del tratamiento, se puso en contacto por via oral a todas las gallinas con Salmonella enteritidis.
Las cepas usadas fueron una mezcla de GN825 y GN1063, que se habian seleccionado a partir de las mas
invasivas en ensayos previos. En dos de los tratamientos, control y producto nuevo a 0,5 %, cada cuatro semanas
(al final del periodo de 4 semanas), se sacrificaron 8 animales por tratamiento y se examinaron los ovarios y el ciego
con respecto a presencia/ausencia de Salmonella. Se realizé un estudio de Salmonella enteritidis de acuerdo con el
patron ISO modificado. Brevemente: se recogieron muestras de tejido en recipientes de plastico estériles con 225 ml
de agua de peptona tamponada; incubacion; adicion de 3 gotas de caldo pre-enriquecimiento en un medio
semisolido Rappaport-Vassiliadis e incubacion de este medio. Se transfirieron colonias blancas de Salmonella
potenciales a placas de agar XLT4 para confirmar la presencia/ausencia de Salmonella. Los resultados se muestran
en la Tabla 3.

Tabla 2

Tratamiento Producto aiiadido :;a;mbw de peso corporal cppt gy |cp?
T-1 Control (sin producto afiadido) 48 106 2,33
T-2 Nuevo producto 0,5 % 45 104 2,39
T-3 Nuevo producto 5 % 44 103 2,41

[0046] A partir de los resultados obtenidos con la premezcla de acuerdo con la presente invencion, el indice de
conversion se mantiene sustancialmente en comparacion con el grupo de control y el cambio de peso corporal
cuando la premezcla se administra a los animales infectados practicamente se mantiene en comparaciéon con el
grupo de control.

Tabla 3. Resultados de analisis microbiolégico de ciego y ovario en diferentes periodos temporales después de la
inoculacion (% de aves con presencia de Salmonella)

Tratamiento Producto Antes de la Infeccion/30 Infeccion/90 Infeccion/120  Infeccidon/150
anadido inoculacion dias dias dias dias
Control (sin

T-1 producto 0,0 25,0% 25,0° 12,5° 12,5°
afiadido)
Producto de la

T-2 invencion 0,5 0,0 6,3° 6,3" 0,0° 0,0°

%
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REIVINDICACIONES
1. Una premezcla para alimentacion animal que comprende:

(a) un polimero o una mezcla de polimeros con un contenido de manosa comprendido entre 10 % y
100 %;

(b) enzima B-mananasa; y

(c) un agente anti-aglutinante;

en la que el agente anti-aglutinante tiene una capacidad de absorcion mayor del 20 %, y una densidad aparente que
esta comprendida entre 0,10y 2,70 g/cm3.

2. La premezcla de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el polimero tiene un contenido de manosa
comprendido entre 10 % y 60 %.

3. La premezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones previas, en la que el agente anti-aglutinante tiene
una %apacidad de absorcion comprendida entre 60 y 70 % y una densidad aparente comprendida entre 0,10 y 0,30
g/cm®.

4. La premezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones previas, que es una forma sélida homogénea.

5. La premezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la relacion de la enzima
esta comprendida entre 5 y 40 unidades de actividad enzimatica por gramo de polimero.

6. La premezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la cantidad de agente
anti-aglutinante esta comprendida entre 0,5 y 4 % en peso con respecto al peso total de la premezcla.

7. La premezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el polimero se selecciona
del grupo que consiste en: goma guar, goma de xantano, pectina, goma de tragacanto, goma arabiga, algina,
carragenina, goma de algarrobo, semilla de algarrobo, goma cassia, harina de palmiste y mezclas de los mismos.

8. La premezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la enzima 13-mananasa
es E.C. 3.2.1.78 de acuerdo con la nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica.

9. La premezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el agente anti-aglutinante
se selecciona del grupo que consiste en: acido silicico, silice coloidal y vermiculita.

10. Una composicion alimenticia para animales que comprende la premezcla como se ha definido en cualquiera de
las reivindicaciones 1-9.

11. Una premezcla como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-9, para su uso como inhibidor de
colonizacién por bacterias Gram negativas en el tracto intestinal animal.

12. Uso de una premezcla como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-9, para la preparacion de una
composicion alimenticia para animales para la inhibicién de colonizacién por bacterias Gram negativas en el tracto
intestinal animal.

13. La premezcla de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que la bacteria Gram negativa es de Salmonella spp.
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