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DESCRIPCION
Tri- y tetraoligosacaridos para uso como agentes de aglutinacion para patégenos entéricos
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al uso de tri- y tetraoligosacaridos o de sus extractos o sus derivados o mezclas de los
mismos como agente de aglutinacion para patogenos. En particular, se refiere al uso de tri- y tetraoligosacaridos o
sus extractos o sus derivados o mezclas de los mismos para mejorar el ecosistema microbiano en el tracto
gastrointestinal del animal mediante el recuento especifico de los patdgenos entéricos seguida de la excrecion
especifica, para mejorar la ganancia de peso, reducir el indice de transformacion del alimento y mejorar de este
modo el valor nutritivo y la salud y bienestar del animal.

Antecedentes

En los sistemas de produccion animal modernos, el equilibrio entre la flora intestinal y el animal hospedador es
delicado, y la alteracion de este equilibrio (p.ej. por infecciéon bacteriana) tiene un impacto negativo sobre el
rendimiento global de los animales (Eckel, 1999). El conocimiento sobre los problemas de la infeccion microbiana
intestinal en el ganado abre la puerta a modos completamente nuevos de influir en los procesos biorreguladores
mediante aditivos de pienso, reduciendo la frecuencia de diarrea e incluso los fallecimientos al estabilizar la flora
intestinal. En el pasado, el problema de la infeccion se resolvia parcialmente suministrando piensos que contenian
antibiéticos como promotor de crecimiento.

Pero actualmente, 50 afios después del descubrimiento de los antimicrobianos tradicionales (p.ej. penicilina),
muchas bacterias son ahora resistentes a uno y, en muchos casos, a multiples antimicrobianos (Guillot, 1989). Esta
resistencia se demuestra mortal para miles de personas cada afio y da como resultado altos costes médicos e
importantes costes econdmicos (Barton, 1998). El problema de la resistencia antimicrobiana es global, pero esta
parcialmente causado por la aplicacién a escala mundial de antimicrobianos en la nutricion animal, puesto que la
adicién de los mismos a formulaciones de pienso daba como resultado un mejor rendimiento (indices de conversion
del alimento reducidos y mayores tasas de crecimiento) (Dupont y Steele, 1987; Prescott, 1997) y puesto que mas
de la mitad del uso antimicrobiano estaba asociado a la produccion animal (Aarestrup, 1999). Para algunos paises,
p.ej. la Unién Europea, esto ha conducido ya a una prohibicién de todos los antimicrobianos utilizables como
promotores del crecimiento en formulaciones de pienso (Muirhead, 1998; Ross, 1999).

El problema con la mayoria de antimicrobianos tradicionales y otros promotores del crecimiento en uso actualmente
es que atacan a bacterias a nivel intracelular (Guillot, 1989). Es decir, inhiben enzimas clave en la sintesis de
compuestos usados para construir la célula. Siempre que se usa este enfoque, las bacterias pueden desarrollar
mutaciones de las enzimas implicadas o pueden desarrollar mecanismos para bombear rapidamente el
antimicrobiano fuera de la célula. Como alternativa, pueden desarrollar enzimas que degraden directamente el
antimicrobiano (p.ej., B-lactamasa) (Neu et al., 1980; Chirica et al., 1998). Mediante transferencia de plasmido
(mediante conjugaciéon microbiana), puede transferirse rapidamente la resistencia de una célula microbiana a otra
(expansion de la resistencia) (Finland, 1971; Hedges y Jacob, 1974; Thompson, 1986; Hamilton, 1994).

Desde la respuesta negativa mundial al uso de los antimicrobianos tradicionales (como promotores del crecimiento)
en piensos animales, se efectlan investigaciones para buscar nuevos tipos de antimicrobianos (naturales) o
promotores del crecimiento (principalmente con otro modo de accién). (Mazza, 1998). Durante la investigacion de
antimicrobianos alternativos (naturales), se centra actualmente la atencion principalmente en el uso de varios acidos
(organicos) (Eckel, 1997; Liang, 1997; Radecki et al., 1988), nuevos probidticos activos (Chiquette y Banchaar, 1998;
Garriga et al., 1998; Tannock, 1999), prebidticos (Olsen, 1996; Bower et al., 1998; Brown et al., 1998; lji y Tivey,
1998; Houdijk et al., 1999), algunos extractos de plantas (cebollas y ajo) y hierbas (aceites esenciales) (De Koning y
Hongbiao, 1999; Nielsen, 1999).

Hoy en dia, se usan ya diferentes tipos de oligosacaridos en diferentes aplicaciones. En algunas de estas
aplicaciones, los oligosacaridos estan ligados (covalentemente) con un soporte o portador.

El documento W02006022542 reivindica el uso combinado de oligosacaridos indigeribles y sacaridos de galactosa
digeribles para la fabricacion de una composicion para uso en un método para el tratamiento y/o la prevencion de
infeccion del tracto respiratorio y/o enfermedad infecciosa del tracto respiratorio, comprendiendo dicho método
administrar por via oral una composiciéon a un mamifero, comprendiendo dicha composicion a) un oligosacarido
indigerible que contiene galactosa que contiene al menos dos unidades sacarido terminales, en el que al menos una
unidad sacarido terminal se selecciona del grupo consistente en glucosa y galactosa; y al menos un sacarido
terminal se selecciona del grupo consistente en galactosa y fucosa; y b) al menos un 5 % en peso de sacarido de
galactosa digerible basado en el peso seco total de la composicion, seleccionandose dicho sacarido del grupo
consistente en galactosa y sacarido que contiene galactosa digerible que contiene al menos dos unidades sacarido
terminales, en el que al menos una unidad sacarido terminal se selecciona del grupo consistente en glucosa y
galactosa y al menos un sacarido terminal se selecciona del grupo consistente en galactosa y fucosa. La dosificacion
es de 0,1 a 12 gramos de transgalactoligosacaridos con un grado de polimerizacién de entre 2 y 10 por 100 g de
peso seco de la composicion.
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El documento W02004074496 se refiere a un proceso para la produccion de un oligosacarido novedoso,
comprendiendo el proceso combinar un sustrato con la enzima a-galactosidasa de Lactobacillus. La invencion se
refiere también al oligosacarido mismo y a composiciones que lo comprenden. La invencion se refiere
adicionalmente al uso del oligosacarido, asi como a composiciones que lo comprenden, para aumentar las bacterias
beneficiosas en el tracto gastrointestinal de un animal. Dicho oligosacarido esta compuesto por galactosa y glucosa.

El documento JP2002226496 proporciona un método para obtener un oligosacarido mediante la hidrdlisis de
polisacarido sin afadir un acido y para obtener un agente antienfermedad infecciosa que contiene el oligosacarido.
Soluciéon: Se hidroliza un polisacarido sulfatado ejemplificado por fucoidano pasando el polisacarido sulfatado a
través de una columna de resina de intercambio cationico de tipo H que contiene un grupo carboxilo y un grupo
sulfato como grupos de intercambio, seguido de calentamiento para procurar el oligosacarido. El oligosacarido
obtenido mediante el método esta compuesto principalmente por fucosa y exhibe actividad como agente
antienfermedad infecciosa contra Escherichia coli, Vibrio,... mediante la funcién de evitar la unién de hongos
patogénicos al tracto intestinal.

El documento CN1370734 describe el proceso de preparacion de oligosacarido de quitinamina que incluye la
disolucion de quitinamina con acido acético, la reaccion de adicion enzimatica, la adicion de acido hidroclérico y el
secado por pulverizacion final. Se caracteriza porque la enzima afiadida comprende hemicelulasa, celulasa y B-
amilasa y por una evaporacion a presion reducida durante la reaccion. El proceso degrada la quitinamina a
oligosacarido de quitinamina de 2-12 quitinaminas y un peso molecular medio de 1500. El oligosacarido de
quitinamna puede usarse en la inhibicion de tumores, la prevencion y tratamiento de la hepatosis, la mejora de la
funcion del tracto intestinal y la prevencion y el tratamiento de enfermedades seniles.

El documento JP2002121138 indica la produccion de una composicidon para la profilaxis de enfermedades
infecciosas del tracto intestinal capaz de llevar a cabo la profilaxis de las enfermedades infecciosas causadas por las
bacterias causantes de las enfermedades infecciosas del tracto intestinal. Solucién: Esta composiciéon para la
profilaxis de las enfermedades infecciosas del tracto intestinal comprende una o mas clases seleccionadas del grupo
consistente en oligosacaridos derivados de yema de huevo de gallina, proteinas unidas a oligosacarido y péptidos
unidos a oligosacarido. La composicion es especialmente de sialiloligosacaridos, proteinas unidas a
sialiloligosacarido y péptidos unidos a sialiloligosacarido. Ademas, la composicién tiene acciones inhibidores sobre la
adhesion de las bacterias causantes de las enfermedades infecciosas del tracto intestinal a las células
hospedadoras.

El documento US6069137 describe un método para el tratamiento de la diarrea del viajero mediada por E. coli
enterotoxigénica en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar a un sujeto necesitado de dicho tratamiento
una cantidad eficaz de una composicién que comprende una secuencia oligosacaridica seleccionada del grupo
consistente en (-Gal(1-4)-B-Glc, B-Gal(1-3)-p-GalNAc, B-GalNAc(1-4)-B-Gal, B-Gal(1-3)-p-Gal, B-Gal(1-3)-p-
GalNAc(1-4)-B-Gal y a-NeuAc(2-3)-B-Gal unidas covalentemente a particulas de silice derivatizadas, en el que dicha
secuencia oligosacaridica se une a al menos un serotipo de E. coli enterotoxigénica, y en el que dicha composicién
puede eliminarse del tracto gastrointestinal.

El documento EP1018342 describe el uso de un agente en la preparacién de un medicamento para la prevencion o
el tratamiento de una infeccion entérica mediada por una SLT, en el que dicho agente es un soporte de afinidad
inerte solido farmacéuticamente aceptable que puede eliminarse del tracto gastrointestinal, teniendo dicho soporte
un ligado de afinidad unido covalentemente al mismo a través de un brazo espaciador, en el que dicho ligando se
caracteriza como un oligosacarido que contiene la subunidad disacaridica a-Gal(1-4)-B-Gal que se une a la SLT; con
la condicion de que el disacarido no sea parte de un trisacarido a-Gal(1-4)ssGal(1-4)-B-GIcNAc o un trisacarido a-
Gal(1-4)ssGal(1-4 )-B-Glc.

El documento US5939397 describe un método para tratar colera y desequilibrio electrolitico y diarrea causados por
infeccion por V. cholera en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar a un sujeto necesitado de dicho
tratamiento una cantidad eficaz de una composicion que comprende una secuencia oligosacaridica unida
covalentemente a un soporte inerte solido farmacéuticamente aceptable a través de un brazo ligador compatible no
peptidilico, en el que dicha secuencia oligosacaridica, unida asi a dicho soporte inerte sélido, puede unirse a uno o
mas serotipos de V. cholerae, y en el que dicha composiciéon puede eliminarse del tracto gastrointestinal. Dicho
oligosacarido es un oligosacarido 1-3.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un intervalo mas especifico y mas activo de oligosacaridos que
tengan efectos mejorados sobre el ecosistema microbiano en el tracto gastrointestinal. Mas en particular, la
invencion se dirige a proporcionar un intervalo especifico de oligosacaridos para controlar y regular selectivamente el
ecosistema microbiano en el tracto gastrointestinal de un sujeto necesitado de ello mediante el recuento especifico
de los patégenos entéricos seguido de la excrecion especifica de los mismos. Cuando se aplica como composicion
(de pienso) a animales, se cree que dicha actividad da sorprendentemente como resultado una composicion (de
pienso) eficaz que da como resultado un indice de transformacion del alimento mejorada (que es el peso de pienso
consumido por kg de ganancia de peso corporal) y un valor nutritivo, salud y bienestar mejorados del animal.
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Compendio
La actual solicitud de patente mejora el estado de la técnica mediante, entre otras cosas:

— ofras estructuras oligosacaridicas bioactivas, que comprenden principalmente sacaridos de pentosa (tales
como ribosa, arabinosa, xilosa y lixosa), sacaridos de hexosa (tales como alosa, altrosa, gulosa, idosa,
talos y manosa), acido glucurénico, acido galacturénico o sus derivados y mezclas,

— un intervalo bien definido y menor de grado de polimerizacion (3-4),

— una menor tasa de inclusion,

— sin necesidad de portador de soporte ni brazo ligador,

— actividad de aglutinacién solo contra gérmenes patogénicos.

La presente invencion se refiere al uso de trimeros y tetrameros de oligosacaridos (también llamados
tri(oligo)sacaridos y tetra(oligo)sacaridos) o derivados de los mismos como agentes novedosos e innovadores con
capacidades de promocion del crecimiento.

En un primer aspecto, la invencion se refiere al uso de una composicién que comprende un homotrimero,
heterotrimero, homotetramero y/o heterotetramero de un componente seleccionado del grupo que comprende
pentosa, hexosa, un isémero L o D de la misma o una forma o o B de la misma, combinaciones de las mismas, un
derivado oxidado de las mismas, o cualquier mezcla de las mismas como agente de aglutinacion para aglutinar
patégenos entéricos. La presente invencion proporciona el uso de un grupo seleccionado de oligbmeros de
sacaridos (oligosacaridos) o derivados de los mismos. La presente invencion se refiere al uso de oligosacaridos o
derivados de los mismos que tienen un bajo grado de oligomerizaciéon, y aun mas en particular, a tri- y
tetra(oligo)sacaridos o derivados de los mismos. Ventajosamente, los presentes oligdmeros de sacaridos
proporcionaran efectos satisfactorios como tales. No tienen que ligarse (covalentemente) con ningun tipo de portador
ni soporte. Ademas, es otra ventaja que el grupo seleccionado de oligémeros de sacaridos muestra menores tasas
de inclusion y es activo solo contra patégenos entéricos.

Preferiblemente, la presente composicién es una composicién de pienso sélida o liquida para controlar y regular
selectivamente el ecosistema microbiano en el tracto gastrointestinal de un sujeto necesitado de ello,
comprendiendo el método alimentar a dicho sujeto con una composicién como se define en la presente memoria. La
invencion proporciona adicionalmente un meétodo para controlar la diarrea en un sujeto necesitado de ello,
comprendiendo el método administrar a dicho sujeto una composicion como se define en la presente memoria. Otro
aspecto de la invencion incluye un método para mejorar la ganancia de peso y reducir el indice de transformacion
del alimento de un animal necesitado de ello, comprendiendo el método administrar a dicho animal una composicién
como se define en la presente memoria.

La presente invenciéon esta basada al menos en parte en la observacion de que proporcionar al animal tri- y
tetra(oligo)sacaridos o extractos o derivados de los mismos como aditivo de pienso cambia el ecosistema microbiano
en el tracto gastrointestinal del animal del modo especifico siguiente. Se recuenta sorprendentemente la cantidad
total de patdégenos entéricos en una primera etapa en el lumen del tracto gastrointestinal (= desarrollo selectivo de
patégenos entéricos en el tracto gastrointestinal) evitando su adhesién a la pared gastrointestinal, y en una segunda
etapa, se excretan muy rapidamente los patdgenos entéricos recontados (preferiblemente al cabo de dos semanas
después de la aplicacion de los tri- y tetra(oligo)sacaridos) del tracto gastrointestinal del animal. Los patdégenos
entéricos pueden incluir bacterias, hongos, levaduras y virus patogénicos. Mediante la rapida eliminaciéon de los
patégenos entéricos del tracto gastrointestinal, en segundo lugar, se obtienen mejores rendimientos que se reflejan
en el crecimiento diario y el indice de transformacion del alimento de los animales. El efecto promotor del
crecimiento de los tri- y tetra(oligo)sacaridos es ya claramente visible al nivel de elucion de las cepas patogénicas
entéricas enriquecidas del tracto gastrointestinal del animal.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra el nimero de patégenos entéricos en el tracto gastrointestinal de pollo en diferentes puntos
temporales después de la alimentacion.

La Figura 2 ilustra los resultados de un ensayo de aglutinacion que usa tri- y/o tetramanosacaridos sobre A) E. coli
K88 yB) Lactobacillus amylovorus.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a una composicion y al uso de la misma como agente de aglutinacion para aglutinar
patégenos entéricos.

Mas en particular, la presente composicion comprende un oligosacarido, y mas preferiblemente un homotrimero,

heterotrimero, homotetramero y/o heterotetramero de un componente seleccionado del grupo que comprende

pentosa, hexosa, un isémero L o D de las mismas, una forma  de las mismas, combinaciones de las mismas, un

derivado oxidado de las mismas o cualquier mezcla de las mismas. El término oligosacarido hace referencia a una

cadena corta de moléculas de azucar. El término “oligdmeros” se usa en la presente memoria para hacer referencia
4
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a compuestos que tienen mas de una unidad monomérica. Los oligdmeros presentes en la presente composicion
comprenden sustancialmente trimero(s) y tetramero(s) de compuestos (oligo)sacaridicos y mas en particular
homotrimeros y/o heterotrimeros.

Puede usarse una concentracion de hasta un 1 %, preferiblemente una cantidad comprendida entre 0,01 y 0,2 % en
peso, eventualmente combinada con otras materias primas u otras sustancias promotoras del crecimiento tales
como antibidticos, probidticos, prebidticos, acidos... para conseguir este fin particular. Se ha encontrado que 0,125
g/100 g de pienso es particularmente adecuado (véanse los ejemplos).

En conclusion, los tri- y tetraoligosacaridos causan en primer lugar el crecimiento de patdégenos entéricos (favorecen
el crecimiento de patdégenos entéricos) seguido del aclaramiento de las cepas patogénicas entéricas recontadas.

La novedad de la invencion es que los tri- y tetraoligosacaridos son utilizables como promotor del crecimiento
especifico en la cria animal, mientras que la caracteristica innovadora de la invencién es el recuento de los
patégenos entéricos en el tracto gastrointestinal del animal, antes del aclaramiento de los patdégenos entéricos
recontados. Como resultado, se obtiene menos diarrea y mejores rendimientos. Ademas, puesto que los patégenos
entéricos se excretan del animal, se obtienen animales mas sanos. Los animales pueden incluir aves (aves de
corral,...) y mamiferos (cerdos, rumiantes, mascotas,... pero también seres humanos).

El efecto observado se obtiene durante el transito normal de los tri- y tetraoligosacaridos (eventualmente secados) a
través del tracto gastrointestinal del animal.

La presente invencion se refiere a composiciones de pienso liquidas o sdlidas que comprenden tri- y
tetraoligosacaridos para uso en la mejora del ecosistema microbiano en el tracto gastrointestinal del animal mediante
el recuento especifico de los patdgenos entéricos adheridos anteriormente antes de su excrecion especifica, para
mejorar la ganancia de peso, reducir el indice de transformacion del alimento y mejorar de este modo su valor
nutritivo y la salud y bienestar del animal (causando, p.ej. menos diarrea).

La presente invencion se refiere a un método de uso de una composicion de tri- y/o tetraoligosacaridos como se
define en la presente memoria como promotor de crecimiento especifico en la cria animal.

La presente invencion se refiere a métodos y usos en los que los tri- y/o tetraoligosacaridos estan compuestos por
sacaridos de pentosa (tales como ribosa, arabinosa, xilosa y lixosa), sacaridos de hexosa (tales como alosa, altrosa,
gulosa, idosa, talosa y manosa), acido glucurénico, acido galacturénico y combinaciones. Esto significa también que
los tri- o tetraoligosacaridos son homo- o heteroligémeros.

La presente invencion se refiere a métodos y usos en los que las hexosas se ligan entre si mediante enlaces o 0 0
combinaciones de ambos. La presente invencion se refiere a métodos y usos en los que los acidos galacturénicos se
ligan entre si mediante enlaces o 0 B 0 combinaciones de ambos. La presente invencion se refiere a métodos y usos
en los que las pentosas se ligan entre si mediante enlaces o o p 0 combinaciones de ambos.

La presente invencion se refiere a métodos y usos en los que el efecto observado se obtiene durante el proceso de
transito y digestion normal de los tri- y tetraoligosacaridos o una mezcla de los mismos a través del tracto
gastrointestinal del animal.

La presente invencion se refiere a métodos y usos en los que los tri- y tetraoligosacaridos o mezclas de los mismos
se usan hasta aproximadamente un 1 %.

En dichos métodos o usos, los tri- y/o tetraoligosacaridos se usan solos o en combinacion con otras materias primas
u otras sustancias promotoras del crecimiento, tales como antibioéticos, probioticos, prebidticos, y acidos.

La presente invencion se refiere a métodos y usos en los que los tri- y/o tetraoligosacaridos o mezclas de los
mismos se dosifican en base seca a 0,125 g/ 100 g de pienso.

La presente invencion se refiere a un uso en el que los patdgenos entéricos incluyen los géneros Escherichia,
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Erwinia, Yersinia, Campylobacter, Helicobacter, Vibrio, Pseudomona asi como otras
bacterias gramnegativas.

La presente invencion se refiere a un uso en el que los patégenos entéricos incluyen los géneros Norovirus,
Rotavirus, asi como otros virus.

La presente invencion se refiere a métodos y usos en los que el animal se clasifica como ave (ave de corral,...) o
como mamifero (cerdo, rumiante, mascota,... pero también seres humanos).

La presente invencion se refiere a métodos y usos en los que los oligosacaridos se suministran a los animales en
fase sélida o liquida.

Para entender mas claramente la presente invencion, se describira la forma preferida con referencia a los siguientes
ejemplos.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Influencia de tri- y tetramanoligosacaridos sobre el ecosistema microbiano del tracto gastrointestinal de
aves de corral

Se proporcionaron a 3 x 40 pollos de un dia de edad los siguientes piensos: pienso de control, pienso de control
suplementado con 3 ppm de flavomicina y pienso de control suplementado con 0,025 % de ftri- y/o
tetramanoligosacaridos. El pienso de control era un pienso granulado compuesto por materias primas adecuadas
para la nutricién animal. Se suministraron agua y pienso a voluntad. Se contaminaros los pollos el dia 2 con
contenidos de ciego de pollos de 3 semanas de edad (el periodo mas critico para problemas gastrointestinales). A
intervalos temporales regulares, se diseccionaron los pollos y se determinaron los contenidos de patégenos
entéricos en el intestino delgado mediante conteo en placa sobre agar MacConkey. La Figura 1 resume los
resultados.

A partir de la figura 1, resulta evidente que los tri- y/o tetramanoligosacaridos tienen durante la primera semana un
efecto positivo sobre el crecimiento/supervivencia de bacterias entéricas. Solo después de una semana, el contenido
de bacterias entéricas en el tracto intestinal se reduce muy rapidamente, incluso a un nivel menor que en el
tratamiento de control y con flavomicina.

Ejemplo 2: Influencia de tri- y/o tetraoligosacaridos de acido galacturénico sobre el rendimiento de pollos

Se aplicaron las mismas condiciones experimentales que se describen en el experimento 1. En este ejemplo, se
monitorizaron el crecimiento diario y el indice de transformacion del alimento después de 13 dias. Se resumen los
resultados en la tabla 1.

Tabla 1. Influencia de tetraoligosacaridos sobre el rendimiento de pollos

Control Control + flavomicina Control + tetraoligosacaridos

Peso/pollo el dia 1 43,1 43,54 43,66
Peso/pollo el dia 13 164,1 208,8 2115
indice de transformacion del alimento/pollo 1,80 1,51 1,48

A partir de la tabla 1, puede concluirse que el uso de tri- y/o tetraoligosacaridos de acido galacturonico en este
ensayo particular daba resultados similares a los obtenidos con un promotor del crecimiento tradicional (flavomicina).
No obstante, el modo de accién no es comparable (véase el ejemplo 1).

Ejemplo 3: Influencia de tri- y/o tetraoligosacaridos de acido galacturénico sobre el rendimiento de lechones

Al inicio del ensayo, se alojaron 5 lechones por jaula. Para cada jaula, se instalé un alimentador (a voluntad) de
pienso solido extrusionado. Se instal6 una tetilla de bebida por jaula. La temperatura al inicio era de 28 °C hasta 10
dias después del destete. Después de ello, se redujo la temperatura a 25 °C. Se procuraron dietas comerciales no
medicadas. No medicada significa que el lechén no recibe antibiéticos terapéuticos antes y durante el ensayo. Las
dietas se procuraron en forma de extrusionado. Las dietas eran las siguientes:

— Co: dieta de control
— Tr: dieta de control + 0,125 % de manoligosacaridos

El disefio del ensayo era como sigue: 2 tratamientos (Co y Tr) x 16 repeticiones x 5 lechones.

Al inicio del ensayo, se asignaron los lechones (de aproximadamente 7 kg de peso corporal) a las diferentes jaulas
por peso. Esta asignacion se realizé para tener un peso medio igual y una desviacion estandar igual del peso medio
para cada tratamiento y jaula. A intervalos temporales regulares, se pesaron los lechones y se monitorizé el
consumo de pienso. Esto dio como resultado el crecimiento diario, ingestion diaria de pienso e indice de
transformacion del alimento (tabla 2).



10

15

20

25

30

35

ES 2 542 504 T3

Tabla 2. Rendimiento zootécnico de lechones que reciben manoligosacaridos

Pienso Parametro Destete Crecimiento Total

Co Crecimiento diario (g/cerdo/dia) 116,0 320,9 218,4
Ingestion de pienso (g/cerdo/dia) 156,3 419,5 287,9
indice de transformacion del alimento 1,73 1,63 1,65

Tr Crecimiento diario (g/cerdo/dia) 131,9 322,2 224.8
Ingestion de pienso (g/cerdo/dia) 225,2 515,1 363,7
indice de transformacion del alimento 1,73 1,68 1,65

A partir de la tabla 2, puede concluirse que los parametros zootécnicos de los lechones mejoran al suministrarles
manoligosacaridos.

Ejemplo 4: Influencia de tri- y/o tetramanoligosacaridos sobre la aglutinacion de patbgenos

Se incubaron tri- y/o tetramanoligosacaridos en liquido a una dosis de 0,025 % a pH 7,0 con células E. coli K88 y
Lactobacillus amylovorus durante 10 minutos. Después de 10 minutos, se visualizé la aglutinaciéon mediante analisis
microscopico. La Figura 2 muestra el resultado. A partir de la Figura 2, resulta evidente que los tri- y/o
tetramanoligosacaridos pueden aglutinar células K88 de E. coli y no células de Lactobacillus amylovorus. Esto
significa que se aglutinan gérmenes patogénicos por tri- y/o tetramanoligosacaridos.

Ejemplo 5: Influencia del grado de polimerizacién de xiloligosacaridos sobre la aglutinacion de patbégenos

Se incubaron xilosa, trixiloligosacaridos, tetraxiloligosacaridos, pentaxiloligosacaridos y decaxiloligosacaridos a una
dosis de 0,025 % a pH 7,0 con células K88 de E. coli y de Lactobacillus amylovorus durante 10 minutos. Después de
10 minutos, se visualizo la aglutinacion mediante analisis microscépico. Resultaba evidente que se obtenia la mejor
aglutinacion con ftrixiloligosacaridos y tetraxiloligosacaridos. Esto significa que los gérmenes patogénicos se
aglutinan preferiblemente por tri- y/o tetraxiloligosacaridos.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de pienso liquida o sélida que comprende un homotrimero, heterotrimero, homotetramero
y/o heterotetramero de un componente seleccionado del grupo consistente en una forma 3 de una aldopentosa
seleccionada del grupo consistente en ribosa, arabinosa, xilosa y lixosa; una forma f de una aldohexosa
seleccionada del grupo consistente en alosa, altrosa, manosa, gulosa, idosa y talosa; combinaciones de las mismas,
un derivado oxidado de las mismas o cualquier mezcla de las mismas, en la que dicho homotrimero, heterotrimero,
homotetramero y/o heterotetramero esta presente en una cantidad de hasta un 1 % en peso seco de la composicion.

2. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que dicho homotrimero, heterotrimero, homotetramero y/o
heterotetramero no esta ligado covalentemente con un soporte o portador.

3. Composicion segun la reivindicacion 1 o 2, en la que dicho componente es acido glucurénico y/o acido
galacturoénico.

4. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dichas aldopentosas, dichas
aldohexosas, combinaciones de las mismas y derivados oxidados de las mismas estan ligadas entre si mediante
enlaces B-glicosido.

5. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3 a 4, en la que dicho homotrimero,
heterotrimero, homotetramero y/o heterotetramero esta presente en una cantidad comprendida entre 0,01y 0,2 % en
peso seco de la composicion.

6. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, combinada con uno o mas componentes
adicionales seleccionados del grupo que comprende antibioéticos, probidticos, prebidticos y/o acidos.

7. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso como agente de aglutinacién para
aglutinar patégenos entéricos.

8. Composicion para uso como agente de aglutinacion para aglutinar patégenos entéricos segun la
reivindicacion 7, en la que dichos patdgenos entéricos son bacterias seleccionadas del grupo que comprende los
géneros Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Erwinia, Yersinia, Campylobacter, Helicobacter, Vibrio,
Pseudomona asi como otras bacterias gramnegativas.

9. Composicion para uso como agente de aglutinacion para aglutinar patégenos entéricos segun la
reivindicacion 7, en la que dichos patdégenos entéricos son virus seleccionados del grupo que comprende los
géneros Norovirus, Rotavirus asi como otros virus.

10. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso en el control y regulacién selectivos
del ecosistema microbiano en el tracto gastrointestinal de un sujeto necesitado de ello.

11. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para uso en el control de la diarrea en un sujeto
necesitado de ello.

12. Uso de una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para mejorar la ganancia de peso y
reducir el indice de transformacion del alimento de un animal necesitado de ello.

13. Oligosacarido consistente en un homotrimero, heterotrimero, homotetramero y/o heterotetramero de un
componente seleccionado del grupo consistente en una forma B de una aldopentosa seleccionada del grupo
consistente en ribosa, arabinosa, xilosa y lixosa; una forma 3 de una aldohexosa seleccionada del grupo consistente
en alosa, altrosa, manosa, gulosa, idosa y talosa; combinaciones de las mismas, un derivado oxidado de las mismas
o cualquier mezcla de las mismas para uso como agente de aglutinacion para aglutinar patégenos entéricos,
caracterizado porque dicho oligosacarido esta presente en una composicién de pienso solida o liquida a una
concentracion de hasta un 1 % en peso seco de la composicion.

14. Oligosacarido para uso como agente de aglutinacion para aglutinar patdgenos entéricos segun la
reivindicacion 13, en el que dicho oligosacarido es como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4.

15. Oligosacarido para uso como agente de aglutinacién para aglutinar patdgenos entéricos segun las
reivindicaciones 13 o 14, en el que dichos patdgenos entéricos son bacterias seleccionadas del grupo que
comprende los géneros Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Erwinia, Yersinia, Campylobacter,
Helicobacter, Vibrio, Pseudomona asi como otras bacterias gramnegativas.

16. Oligosacarido para uso como agente de aglutinacién para aglutinar patdgenos entéricos segun las
reivindicaciones 13 o 14, en el que dichos patégenos entéricos son virus seleccionados del grupo que comprende
los géneros Norovirus, Rotavirus, asi como otros virus.

17. Oligosacarido consistente en un homotrimero, heterotrimero, homotetramero y/o heterotetramero de un
componente seleccionado del grupo consistente en una forma B de una aldopentosa seleccionada del grupo
9
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consistente en ribosa, arabinosa, xilosa y lixosa; una forma 3 de una aldohexosa seleccionada del grupo consistente
en alosa, altrosa, manosa, gulosa, idosa y talosa; combinaciones de las mismas; un derivado oxidado de las mismas
o cualquier mezcla de las mismas para uso en el control y regulacién selectivos del ecosistema microbiano en el
tracto gastrointestinal de un sujeto necesitado de ello, caracterizado porque dicho oligosacarido esta presente en
una composicion de pienso sélida o liquida a una concentracion de hasta un 1 % en peso seco de la composicion.

18. Oligosacarido consistente en un homotrimero, heterotrimero, homotetramero y/o heterotetramero de un
componente seleccionado del grupo consistente en una forma B de una aldopentosa seleccionada del grupo
consistente en ribosa, arabinosa, xilosa y lixosa; una forma 3 de una aldohexosa seleccionada del grupo consistente
en alosa, altrosa, manosa, gulosa, idosa y talosa; combinaciones de las mismas; un derivado oxidado de las mismas
o cualquier mezcla de las mismas para uso en el control de la diarrea en un sujeto necesitado de ello, caracterizado
porque dicho oligosacarido esta presente en una composicion de pienso solida o liquida a una concentracion de
hasta un 1 % en peso seco de la composicion.

19. Uso de un oligosacarido consistente en un homotrimero, heterotrimero, homotetramero y/o heterotetramero
de un componente seleccionado del grupo consistente en una forma B de una aldopentosa seleccionada del grupo
consistente en ribosa, arabinosa, xilosa y lixosa; una forma 3 de una aldohexosa seleccionada del grupo consistente
en alosa, altrosa, manosa, gulosa, idosa y talosa; combinaciones de las mismas; un derivado oxidado de las mismas
o cualquier mezcla de las mismas en la mejora de la ganancia de peso y la reduccion del indice e transformacion del
alimento de un animal necesitado de ello, caracterizado porque dicho oligosacarido esta presente en una
composicion de pienso sélida o liquida a una concentracion de hasta un 1 % en peso seco de la composicion.

10
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