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DESCRIPCION
Bifidobacterias probidticas felinas

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al campo de los microorganismos probioticos, mas especificamente a bacterias
acido-lacticas probiodticas felinas y a procedimientos de uso.

Antecedentes de la invencion

Los mecanismos de defensa para proteger el tracto gastrointestinal (Gl) de mamiferos de la colonizacion por
bacterias son muy complejos. El tracto Gl de la mayoria de mamiferos esta colonizado por microflora nativa y
microorganismos patdgenos invasivos. En un estado saludable, estas microfloras competidoras estan en un estado
de equilibrio. La modificacién del equilibrio de la microflora intestinal puede provocar o prevenir muchas
enfermedades gastrointestinales, tanto en seres humanos como en otras especies de mamiferos, tales como
animales de compaifiia, perros, gatos y conejos. El bienestar de los animales de compafiia esta estrechamente
relacionado con su alimentacion y su salud Gl y el mantenimiento del equilibrio de la microflora intestinal en estos
animales puede dar como resultado animales de comparfiia mas saludables.

El nimero y la composiciéon de la microflora intestinal tienden a ser estables, aunque la edad y la dieta pueden
modificarlos. La acidez gastrica, la bilis, el peristaltismo intestinal y la inmunidad local son factores que se
consideran importantes en la regulacion de la flora bacteriana en el intestino delgado de los seres humanos y otros
mamiferos diversos. Con frecuencia los trastornos Gl de los animales de compafiia, incluyendo los que se
encuentran en los felinos, se relacionan con el sobrecrecimiento bacteriano y la produccion de enterotoxinas por
bacterias patdgenas. Estos factores alteran el equilibrio de la microflora intestinal y pueden promover la inflamacion
y las respuestas inmunitarias aberrantes.

Durante los ultimos afios, la investigacion ha comenzado a poner de relieve algunas cepas valiosas de bacterias y
su uso potencial como agentes probiéticos. Se considera que los probidticos son preparaciones de bacterias, ya sea
viables o muertas, sus constituyentes tales como proteinas o carbohidratos, o fracciones purificadas de fermentos
bacterianos que promueven la salud de los mamiferos mediante la preservacién de la microflora natural en el tracto
Gl y el refuerzo de los controles normales en las respuestas inmunitarias aberrantes. Algunas personas creen que
las bacterias probidticas son mas eficaces cuando derivan de la especie que se tratan o de especies estrechamente
relacionadas. Por tanto, existe una necesidad de cepas probiéticas derivadas de animales de companiia para usarse
en animales de compainiia, que son diferentes a las derivadas de seres humanos.

El documento WO 01/90311 (US2005/0106133) desvela microorganismos probidticos aislados de muestras fecales
obtenidas de gatos que tienen actividad probidtica. Sin embargo, estas bacterias se obtuvieron de muestras fecales
y pueden no formar parte de la microflora intestinal natural presente en la parte superior del tracto Gl.

En consecuencia, existe una necesidad de proporcionar cepas de bacterias que puedan obtenerse mediante el
aislamiento de la microflora intestinal natural presente en la parte superior del tracto Gl que estén particularmente
adaptadas para los gatos y que se hayan seleccionado por sus propiedades probidticas y su capacidad para
sobrevivir al procesamiento y para incorporar estas cepas en composiciones que son adecuadas para su uso.

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con la invencién, se proporcionan cepas de bacterias acido-lacticas de la reivindicacion 1.

Ademas, la presente invencion se dirige a proporcionar usos de bacterias acido-lacticas que pueden obtenerse
mediante el aislamiento de tracto gastrointestinal felino resecado y lavado de acuerdo con las reivindicaciones para
mantener y mejorar la salud de animales de compafiia, y composiciones que comprenden las bacterias acido-
lacticas.

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes para los expertos en
la materia a partir de una lectura de la presente divulgacion.

Secuencias

SEQ. ID NO. 1 - Secuencia de nucleotidos espaciadora intergénica 16s-23s de Bifidobacterium longum NCIMB
41290 (AHF5340).

SEQ. ID NO. 2 - Secuencia de nucleotidos espaciadora intergénica 16s-23s de Bifidobacterium longum NCIMB
41291 (AHF1231).

SEQ. ID NO. 3 - Secuencia de cebador de PCR 16s-23s izquierdo para el analisis de secuencia.

SEQ. ID NO. 4 - Secuencia de cebador de PCR 16s-23s derecho para el analisis de secuencia.
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Numero de deposito bacteriano

La tabla a continuacion indica la especie de Bifidobacterium y el nimero de cepa para las cepas que son ejemplos
de la presente invencidon. Las cepas bacterianas se depositan en las Colecciones Nacionales de Bacterias de
Alimentos Industriales y Marinas (NCIMB, por sus siglas en inglés), Aberdeen, Reino Unido.

Cepa Numero de Deposito Secuencia 16s-23s
Bifidobacteria AHF534D NCIMB 41290 SEQ. ID NO. 1
Bifidobacteria AHF123R NCIMB 41291 SEQ. ID NO. 2

Descripcion detallada de la invenciéon

Todos los pesos, las mediciones y las concentraciones en el presente documento se miden a 25 °C sobre la
composicion en su totalidad, a menos que se especifique lo contrario.

A menos que se indique lo contrario, todos los porcentajes de las composiciones referidas en el presente documento
son porcentajes en peso y todas las relaciones son relaciones en peso.

A menos que se indique lo contrario, todos los pesos moleculares son pesos moleculares promedio en peso.

A menos que se indique lo contrario, el contenido de todas las fuentes bibliograficas referidas en este texto se
incorpora en el presente documento en su totalidad por referencia.

Excepto donde se presentan ejemplos especificos de valores medidos reales, los valores numéricos referidos en el
presente documento deben considerarse calificados por la palabra "aproximadamente".

Dentro de la siguiente descripcién, la abreviatura UFC ("unidad formadora de colonias") designa el numero de
células bacterianas revelado por los recuentos microbioldgicos en placas de agar, como se entendera habitualmente
en la técnica.

Como se usa en el presente documento, la expresion "mutantes de las mismas" incluye cepas bacterianas derivadas
que comprenden mutaciones de ADN en otras secuencias de ADN en el genoma bacteriano excluyendo la
secuencia intergénica 16s-23s.

Como se usa en el presente documento, la expresion "mutaciones del ADN" incluye mutaciones naturales o
inducidas que comprenden al menos alteraciones de una sola base incluyendo supresiones, inserciones,
transversiones y otras modificaciones del ADN conocidas por los expertos en la materia, incluyendo la modificacion
genética introducida en una secuencia nucleotidica o aminoacidica parental mientras que se mantiene al menos un
50 % de homologia a la secuencia original. Preferentemente, la secuencia que comprende la mutaciéon o mutaciones
del ADN tiene al menos un 60 %, mas preferentemente al menos un 75 %, incluso mas preferentemente un 85 % de
homologia con la secuencia parental. Como se usa en el presente documento, la "homologia" de secuencia puede
determinarse usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, la homologia
puede determinarse usando el programa "BLAST" de algoritmo de homologia on-line, disponible para el publico en
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/.

Como se usa en el presente documento "modificacion genética" incluye la introducciéon de secuencias de ADN
exogeno y/o enddégeno en el genoma de un organismo, ya sea mediante la insercion en el genoma de dicho
organismo o mediante vectores que incluyen ADN plasmidico o un bacteriéfago como es sabido por un experto en la
materia, teniendo dicha secuencia de ADN al menos dos bases de acido desoxirribonucleico de longitud.

Como se usa en el presente documento, "animal de compafiia" significa un animal doméstico. Preferentemente,
"animal de compafia" significa un felino (gato), un canino (perro), un conejo, un hurén, un caballo, una vaca
domésticos o similares. Mas preferentemente, "animal de compafiia" significa un felino doméstico.

Cepas de Bifidobacteria acido-lactica

El primer aspecto de la presente invencion comprende una cepa de bacteria acido-lactica del género Bifidobacteria
como se define en las reivindicaciones que puede obtenerse mediante el aislamiento de tracto gastrointestinal felino
resecado y lavado, que tiene actividad probidtica en animales. Los probitticos son microorganismos, ya sea viables
o muertos, composiciones procesadas de microorganismos, sus constituyentes tales como proteinas o carbohidratos
o fracciones purificadas de fermentos bacterianos que afectan beneficiosamente a un hospedador. El uso general de
bacterias probidticas es en forma de células viables. Sin embargo, puede extenderse a células no viables tales como
cultivos inactivados o composiciones que contienen factores beneficiosos expresados por bacterias probioticas. Esto
puede incluir microorganismos inactivados térmicamente o microorganismos inactivados por la exposicion al pH
alterado o sometidos a presiéon. Para los fines de la presente invencién, se pretende adicionalmente que
"probidticos" incluya los metabolitos generados por los microorganismos de la presente invencion durante la
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fermentacion, si no se indican por separado. Estos metabolitos pueden liberarse al medio de fermentacién o pueden
almacenarse dentro del microorganismo. Como se usa en el presente documento "probidtico" también incluye
bacterias, homogeneizados bacterianos, proteinas bacterianas, extractos bacterianos, sobrenadantes de fermentos
bacterianos y mezclas de los mismos, que realizan funciones beneficiosas para el animal hospedador cuando se
administran a una dosis terapéutica.

Se ha descubierto que las bacterias acido-lacticas del género Bifidobacteria que pueden obtenerse por aislamiento
directamente del tracto Gl resecado y lavado de mamiferos, son adherentes al tracto Gl después de la alimentacion
de células bacterianas viables y también son significativamente inmunomoduladoras cuando se proporcionan como
alimento a animales en forma viable, no viable o fraccionada. Sin quedar ligado a teoria alguna, se cree que la
Bifidobacteria que puede obtenerse por aislamiento a partir de tracto Gl resecado y lavado, se asocia estrechamente
a los tejidos de la mucosa intestinal. Sin quedar ligado adicionalmente a teoria alguna, se cree que esto da como
resultado la Bifidobacteria probidtica de la presente invencion generando respuestas alternativas del hospedador
que dan como resultado su accion probidtica. Se ha descubierto que las bacterias probiéticas que pueden obtenerse
mediante aislamiento de tracto gastrointestinal resecado y lavado pueden modular el sistema inmunolégico del
huésped a través de la interaccion directa con el epitelio de la mucosa y las células inmunitarias del hospedador.
Esta inmunomodulacién, junto con el mecanismo tradicional de accion asociado a las bacterias probidticas, es decir,
la prevencion de la adherencia de los patégenos al intestino mediante la oclusién y la competencia por los
nutrientes, da como resultado la Bifidobacteria de la presente invencion que es altamente eficaz como organismo
probidtico.

La Bifidobacteria de la presente invencion, como se define en las reivindicaciones y que puede obtenerse por
aislamiento a partir de tracto Gl felino resecado y lavado, tiene actividad antimicrobiana in vitro frente a un nimero
de cepas/especies bacterianas patogenas. Sin quedar ligado a teoria alguna, se cree que esta actividad
antimicrobiana in vitro es indicativa de actividad probiética potencial in vivo en animales, preferentemente animales
de compafiia tales como felinos. Las bacterias acido-lacticas de la presente invencién tienen preferentemente
actividad antimicrobiana in vitro frente a Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Listeria innocua o
Eschericia coli, mas preferentemente una mezcla de estas cepas, mas preferentemente aun, todas estas cepas.

Sin quedar ligado a teoria alguna, se cree que la actividad antimicrobiana de las bacterias acido-lacticas de la
presente invencion puede ser resultado de un nimero de diferentes acciones de las bacterias acido-lacticas del
presente documento. Previamente se ha sugerido en la técnica que varias cepas de bacterias aisladas de muestras
fecales ejercen su efecto probidtico en el tracto Gl después del consumo oral mediante la prevencion de la adhesion
de organismos patdgenos a la mucosa intestinal por oclusion. Esto requiere el consumo oral de células bacterianas
"vivas" o viables con el fin de que una colonia de bacterias se establezca en el intestino. Sin embargo, se cree que la
Bifidobacteria de la presente invencion, que puede obtenerse por aislamiento a partir de tracto Gl felino resecado y
lavado, mientras que ejerce cierto efecto probidtico debido a la oclusién si se administra en forma viable, puede
entregar un efecto probiotico sustancial, ya sea en forma viable o no viable, debido a la produccién durante la
fermentacion in vifro de una sustancia o sustancias que ya sea destruyen o inhiben el crecimiento de los
microorganismos patdgenos y/o alteran la competencia inmunitaria del animal hospedador. Esta forma de actividad
probiotica es deseable, ya que las bacterias de la presente invencion pueden administrarse ya sea como cultivos
viables o no viables o productos de fermentacion purificados y aun asi entregar un efecto terapéutico beneficioso al
animal hospedador.

Preferentemente, las bacterias acido-lacticas de la presente invencién son capaces de mantener la viabilidad
después del transito por el tracto Gl. Esto es deseable con el fin de que los cultivos vivos de las bacterias se tomen
por via oral y para que se produzca la colonizaciéon en el intestino y el colon después del transito a través del
esofago y el estbmago. La colonizaciéon del intestino y el intestino por las bacterias acido-lacticas de la presente
invencion es deseable para los beneficios probioticos a largo plazo que se entregaran al hospedador. La dosificacion
oral de células no viables o de aislados purificados de las mismas induce beneficios temporales, pero como las
bacterias no son viables, no son capaces de crecer y entregar de forma continua un efecto probidtico in situ. Como
resultado, esto puede requerir la administracion de dosis al hospedador con regularidad con el fin de mantener los
beneficios para la salud. Por el contrario, las células viables que son capaces de sobrevivir el transito gastrico en la
forma viable, y, posteriormente, colonizar mediante la adhesion y la proliferacion en la mucosa del intestino, son
capaces de entregar efectos probioticos de forma continua in situ.

Por tanto, se prefiere que las bacterias acido-lacticas de la presente invencién mantengan la viabilidad después de
su suspension en un medio que tenga un pH de 2,5 durante 1 hora. Como se usa en el presente documento,
"mantener la viabilidad" significa que al menos el 25 % de las bacterias inicialmente suspendidas en los medios de
ensayo son viables usando el procedimiento de recuento de placas conocido por los expertos en la materia.
Preferentemente, "mantener la viabilidad" significa que al menos el 50 % de las bacterias inicialmente suspendidas
son viables. Es deseable que las bacterias acido-lacticas de la presente invencion mantengan la viabilidad después
de la exposicion a un pH bajo ya que esto imita la exposicidon a los jugos gastricos en el estdbmago y el intestino
superior in vivo después del consumo oral en animales.

Ademas, se prefiere que las bacterias acido-lacticas de la presente invencién tengan un crecimiento de al menos el
66 % cuando estan en presencia de al menos un 0,3 % de sales biliares porcinas. Crecimiento, como se usa en el
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presente documento se describe con mas detalle en el ejemplo 3. Mas preferentemente, las bacterias de la presente
invencion tienen un crecimiento de al menos el 66 % cuando estan en presencia de al menos un 1% de sales
biliares felinas. Sin quedar ligado por teoria alguna, se cree que las bacterias acido-lacticas de la presente invencion,
capaces de mantener la viabilidad en presencia de al menos un 0,3 % de sales biliares porcinas, son capaces de
sobrevivir a las condiciones presentes en el intestino. Se cree que esto es resultado de la adicion de bilis porcina al
medio de cultivo imitando las condiciones del intestino.

Mas aun, se prefiere que las bacterias acido-lacticas de la presente invencion tengan una adherencia significativa a
las células epiteliales del intestino in vitro. Como se usa en el presente documento, "adhesion significativa” significa
que al menos el 1 % del numero total de bacterias acido-lacticas coincubadas con las células epiteliales in vitro se
adhiere a las células epiteliales. Mas preferentemente, al menos el 1,5 % de las células bacterianas coincubadas se
adhieren a las células epiteliales in vitro. Sin desear quedar ligado a teoria alguna, se cree que la adherencia de las
células epiteliales del intestino in vitro es indicativa de la capacidad de las bacterias acido-lacticas para colonizar el
tracto Gl de un animal in vivo.

La cepa de bacterias acido-lacticas de acuerdo con la presente invencién es de una especie seleccionada entre el
grupo que comprende Bifidobacterium longum.

La secuencia polinucleotidica intergénica 16s-23s es conocida por los expertos en la materia como la secuencia de
ADN en el genoma bacteriano que puede utilizarse con el fin de identificar diferentes especies y cepas de bacterias.
Esta secuencia polinucleotidica intergénica puede determinarse mediante el procedimiento que se detalla a
continuacion en el ejemplo 4.

La cepa de bacterias acido-lacticas se selecciona entre el grupo que comprende Bifidobacteria que tiene una
secuencia polinucleotidica 16s-23s de acuerdo con la SEC. ID NO. 1 o SEQ. ID NO. 2. La cepa de bacterias acido-
lacticas de acuerdo con la presente invencion se selecciona entre Bifidobacterium longum NCIMB 41290 (AHF5340)
o Bifidobacterium longum NCIMB 41291 (AHF1231).

La cepa de bacterias acido-lacticas del género Bifidobacteria obtenible mediante el aislamiento a partir de tracto Gl
felino resecado y lavado puede usarse para entregar un beneficio probiético después del consumo oral en animales,
preferentemente animales de compafiia o seres humanos. Este beneficio probidtico generalmente mantiene y
mejora la salud general del animal. Los elementos no limitantes de la salud y la fisiologia animales que se benefician
ya sea en el alivio terapéutico de los sintomas o en la prevencién de enfermedades mediante profilaxis, incluyen
trastornos inflamatorios, inmunodeficiencia, enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome del intestino irritable,
cancer (especialmente los de los sistemas gastrointestinal e inmunolégico), enfermedades diarreicas, diarrea
asociada a antibidticos, apendicitis, trastornos autoinmunes, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer,
amiloidosis, artritis reumatoide, artritis, movilidad de las articulaciones, diabetes mellitus, resistencia a la insulina,
infecciones bacterianas, infecciones virales, infecciones fungicas, enfermedades periodontales, enfermedades
urogenitales, traumatismo asociado a cirugia, enfermedad metastasica inducida por cirugia, sepsis, pérdida de peso,
aumento de peso, acumulacion excesiva de tejido adiposo, anorexia, control de la fiebre, caquexia, cicatrizacion de
heridas, Ulceras, infeccion de la barrera intestinal, alergia, asma, trastornos respiratorios, trastornos circulatorios,
enfermedades coronarias, anemia, trastornos del sistema de coagulacion de la sangre, enfermedades renales,
trastornos del sistema nervioso central, enfermedades hepaticas, isquemia, trastornos nutricionales, osteoporosis,
trastornos endocrinos y trastornos epidérmicos. Se prefieren el tratamiento del tracto gastrointestinal, incluyendo el
tratamiento o la prevencion de la diarrea; la regulaciéon del sistema inmunitario, preferentemente el tratamiento o
prevencion de enfermedades autoinmunes y de la inflamacién; el mantenimiento o la mejora de la salud de la piel y/o
el sistema de pelaje, preferentemente el tratamiento o la prevencion de la enfermedad atépica de la piel; la mejora o
la reducciéon de los efectos del envejecimiento, incluyendo los niveles de conciencia y de actividad mental; la
prevencion de trastornos asociados al eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal y la mejora de la salud de las
articulaciones por lo cual mejora la movilidad.

El tratamiento de los trastornos desvelados anteriormente puede medirse usando técnicas conocidas por los
expertos en la materia. Por ejemplo, los trastornos inflamatorios incluyendo las enfermedades autoinmunes y la
inflamacion, pueden detectarse y supervisarse usando ensayos in vivo de la funciéon inmunitaria tales como la
blastogénesis de linfocitos, la actividad de los linfocitos citoliticos naturales, la respuesta de anticuerpos a las
vacunas, la hipersensibilidad de tipo retardado y mezclas de los mismos. Dichos procedimientos se describen
brevemente en el presente documento, pero son bien conocidos por los expertos en la materia.

1. Blastogénesis de linfocitos: Este ensayo mide la respuesta proliferativa in vitro de linfocitos aislados de sangre
entera fresca de animales de ensayo y de control a diversos mitdbgenos y es una medida de la funcién global de
los linfocitos T y B. Brevemente, se aislaron mononucleocitos de sangre periférica (PBMC, del inglés peripheral
blood mononucleocytes) de la sangre entera mediante procedimientos de centrifugacién por densidad Ficoll-
Hypaque conocidos por los expertos en la materia. Los PBMC aislados se lavaron dos veces en medio celular
RPMI 1640 complementado con HEPES, L-glutamina y penicilina/estreptomicina. Las células lavadas se
resuspendieron en RPMI 1640, se contaron y la densidad celular se ajustd apropiadamente. Las 2x10° células se
expusieron a un intervalo de concentraciones (0,1 pg/ml a 100 pg/ml) de diversos mitdgenos, algunos ejemplos
de los cuales incluyen el mitdgeno de ombu (Gibco), la fitohemaglutinina (Gibco) y la conconavalina A (Sigma)
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por triplicado durante 72 horas a 37 °C y CO; al 5 % con suero fetal bovino al 10 % (Sigma). A las 54 horas las
células se pulsaron con *H-timidina 1 pCiy las células se recogieron y los conteos de centelleo se leyeron en un
TopCount NXT a las 72 horas.

2. Actividad de linfocitos citoliticos naturales: Como se describe en el documento US 6.310.090, este ensayo
mide la actividad efectora in vitro de los linfocitos citoliticos naturales aislados de la sangre entera fresca de
animales de ensayo y de control. Los linfocitos citoliticos naturales son un componente de la funcién inmunitaria
innata de un mamifero. Se usaron células de adenocarcinoma de tiroides felina como células diana en la
evaluacion de la actividad citotdxica de los linfocitos NK. Esta linea celular previamente demostré ser susceptible
a la destruccion mediante linfocitos NK felinos. Las células diana se cultivaron en un matraz T75 con 20 ml de
medio minimo esencial (MEM; Sigma Chem Co., San Luis, MO) complementado con suero de ternera fetal (FCS)
al 10 %, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina. Cuando confluyeron, las células diana se
tripsinizaron, se lavaron 3 veces y se resuspendieron a 5x10° células/ml en medio completo (RPMI-1640 + FCS
al 10 % + 100 U/ml de penicilina + 100 yg/ml de estreptomicina). Se pipetearon alicuotas de 100 pl por triplicado
de las células diana en placas de 96 pocillos de fondo en U (Costar, Cambridge, Mass.) y se incubaron durante 8
horas para permitir la adherencia de las células. Después se afiadieron linfocitos (células efectoras; 100 pl)
aislados mediante separacion Ficoll-Hypaque (como se ha descrito anteriormente) a las células diana para
proporcionar una relacion de efector/célula diana (E:T) de 10:1. Después de 10 horas de incubacion a 37 °C, se
afadieron 20 pl de un sustrato que contenia 5 yg de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT). La mezcla se incubd durante 4 horas a 37 °C, después de lo cual el MTT sin metabolizar se retird6 por
aspiracion. Los cristales de formazan se disolvieron afiadiendo 200 pl de etanol al 95 %. La densidad optica se
midié a 570 nm usando un lector de microplacas. El porcentaje de lisis especifica de linfocitos NK se calculd
como se indica a continuacion:

Citotoxicidad especifica (%) = 100 x {1 - [(DO de células diana y células efectoras
— DO de células efectoras)/(DO de células diana)]}

3. Respuesta de anticuerpos a las vacunas: A los sujetos de ensayo se les proporciona un conjunto de (hasta 5)
vacunas después de al menos 12 semanas de alimentacién probiética o control. Las vacunas pueden ser una
mezcla de vacunas nuevas y redundantes. Los ejemplos no limitantes de conjuntos de vacunas que pueden
usarse incluyen mezclas de vacunas preparadas por Fort Dodge Animal Health. Los ejemplos no limitantes de
vacunas adecuadas para su uso en el presente documento incluyen el virus del moquillo felino, el adenovirus, el
coronavirus, el virus paragripal y el parvovirus. El historial de vacunas del sujeto de ensayo determinara las
vacunas que se usaran. Los anticuerpos especificos a las vacunas administradas se miden en la sangre durante
3 semanas y la duracion y la fuerza de la respuesta se comparan en los grupos de control y de alimentacion
probidticos.

4. Hipersensibilidad de tipo retardada: Un procedimiento in vivo, no invasivo, de evaluacion del estado del
sistema inmunitario Este ensayo comprende una inyeccidon intradérmica del mitégeno policlonal
Fitohemaglutinina (PHA) en combinacion con glébulos rojos de oveja una vacuna multivalente, histamina (100 pl
de fosfato de histamina 0,0275 g/I; Greer, Lenoir, NC) o PBS (100 ul de solucién salina tamponada con fosfato,
8,5 g/l; Sigma). La respuesta inmunitaria al antigeno se registra como espesor de pliegue cutaneo usando
calibradores en intervalos de tiempo de 0, 24, 48 y 72 horas después de la inyeccion. Un aumento en el espesor
del pliegue cutaneo es indicativo de una mayor respuesta de hipersensibilidad que deberia disminuirse mediante
el tratamiento con las bacterias de la presente invencion.

Se describen procedimientos adicionales para determinar el efecto de las bacterias Bifidobacteria de la presente
invencion en el documento US 6.133.323 y el documento US 6.310.090.

Ademas, la mejora de los efectos de la edad puede determinarse usando absorciometria dual de rayos X o TC para
medir la composicidon corporal, incluyendo la masa grasa corporal, la masa magra y el contenido mineral de los
huesos. De forma similar, este procedimiento puede usarse para determinar los cambios en la anatomia tales como
la pérdida de peso o la densidad 6sea en los sujetos después de la infeccion.

La Bifidobacteria de la presente invencion también puede usarse en un procedimiento para reducir los niveles de
estrés en animales de compafia. Pueden medirse concentraciones de hormonas de estrés en sangre incluyendo la
epinefrina, la norepinefrina, la dopamina, el cortisol, la proteina C reactiva y otras proteinas de fase aguda para
determinar los niveles de estrés y su reduccién o mantenimiento. Estas hormonas son biomarcadores reconocidos
de estrés y pueden medirse facilmente usando técnicas conocidas por los expertos en la materia. Adicionalmente, la
medida directa del tamafio suprarrenal como marcador in vivo de la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-suprarrenal
puede medirse mediante formacion de imagenes por CT.

Mas aun, el mantenimiento o la mejora de la salud de la piel y/o del sistema de pelaje de animales de compaifiia,
incluyendo la enfermedad atépica de la piel, pueden medirse usando evaluaciones de la piel y el pelaje realizadas
por dos personas capacitadas. Los ejemplos de los criterios examinados durante dichas evaluaciones incluyen:

a) Indice de muda: Se asigné un indice de muda a cada sujeto de ensayo mediante la recoleccién del pelo
producido durante una sesion de cepillado normalizada. El pelo se retuvo y se peso y los sujetos control y de
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ensayo se compararon.
b) Evaluaciones subjetivas de piel/pelaje: Panelistas entrenados evaluaron subjetivamente la piel y el pelaje
mediante la evaluacién de la muda, la caspa, el brillo, la uniformidad, la suavidad y la densidad.

c) Evaluacion funcional de la piel: La funcién de barrera de la piel puede evaluarse limpiando la superficie de la
piel con una gasa empapada en acetona. Esta técnica altera eficazmente la barrera de la piel mediante la
eliminacién de capas de una sola célula de grosor y fracciones lipidicas asociadas de la capa coérnea. La
alteracion de la barrera se cuantifica midiendo el aumento de la pérdida agua transepidérmica (PATE) y el grado
de enrojecimiento del sitio lesionado usando procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Se
obtuvieron puntuaciones del enrojecimiento (eritema) usando el sistema de camara e iluminacién descrito
anteriormente. Se obtuvieron lecturas de PATE y puntuaciones de enrojecimiento inmediatamente antes y
después de la alteracién y en los extremos del intervalo de tiempo, cinco y 24 horas, para evaluar las
propiedades protectoras y cicatrizantes de la piel.

El tratamiento o la prevencion de la diarrea en animales de compafia puede medirse usando puntuaciones de
heces. Las puntuaciones de heces pueden registrarse diariamente de acuerdo con las siguientes directrices y los
grupos de control y de ensayo pueden compararse antes y después de la alimentacion con la bacteria de acuerdo
con la presente invencion.

Puntuacién: 5 Extremadamente secas

Estas heces son duras y no se adhieren a las superficies. Las heces rodaran cuando se presionen. No se realizan
muescas cuando las heces se recogen. Las heces suelen defecarse en grupos de deposiciones individuales en lugar
de en una unidad completa. Las heces mantienen su forma original después de la recoleccion.

Puntuacion: 4 Firmes (heces ideales)

Estas heces son firmes, bien formadas y cilindricas. Estas heces no se desmoronan facilmente al recogerlas. Estas
heces pueden dejar residuos en las superficies y los guantes. Estas heces con frecuencia se defecan como una
unidad. Las heces mantienen su forma original después de la recoleccion.

Puntuacion: 3 Blandas, con forma

Estas heces son blandas, sin embargo, hay formas definidas. Estas heces se desmoronaran facilmente y
definitivamente dejaran residuos en las superficies y los guantes. Las heces con frecuencia pierden su forma original
después de la recoleccion. Estas heces con frecuencia estan presentes con ofra puntuacion pero pueden
comprender toda muestra de heces.

Resultado: 2 Blandas, sin forma

Estas heces son blandas y no tendran forma cilindrica. La forma con frecuencia asociada a un "2" es una forma de
"hamburguesa vacuna". Estas heces perderan su forma original cuando se recojan y definitivamente dejaran
residuos en las superficies y los guantes. Esta puntuacion de heces con frecuencia esta presente con ofra
puntuacion pero puede comprender toda la muestra de heces. Esta muestra de heces puede extenderse en un area
de varias pulgadas.

Puntuacién: 1 Liquidas

Esta puntuacion de heces siempre parecera liquida y puede o no puede haber materia en forma de particulas
presente. Estas heces con frecuencia se defecan en grupos de pilas en lugar de en una unidad completa. Con
frecuencia hay mucosidad presente con esta muestra de heces. Esta muestra de heces es muy dificil de recoger y
siempre se deja residuos en las superficies y los guantes. Esta muestra de heces puede extenderse en un area de
varias pulgadas.

Ademas, también se registran otras observaciones, incluyendo: sangre en las heces; objetos extrafios en las heces;
o mucosidad en las heces.

Ademas, el tratamiento de la infeccion gastrointestinal en animales de compafia puede comprender la mejora de la
ecologia microbiana de los animales de compafia. La mejora de la ecologia microbiana de los animales de
compafiia preferentemente comprende la reduccion de los niveles de bacterias patdégenas en las heces de los
animales de compaiiia. Los niveles de bacterias patégenas presentes en las heces de los animales de compaiiia
pueden enumerarse usando el procedimiento convencional de recuento en placa conocido por los expertos en la
materia. Mas preferentemente, las bacterias patégenas se seleccionan entre el grupo que consiste en Clostridios,
Escherichia, Salmonella, bacteroides y mezclas de los mismos. Los ejemplos no limitantes de cepas adecuadas de
bacterias patdgenas incluyen C. perfringens, C. difficile, Escherichia coli, Salmonella typhimurium y mezclas de los
mismos.

El procedimiento de uso de las bacterias de la presente invencién como se definen en las reivindicaciones también
puede incluir el tratamiento, ya sea profilactico o terapéutico del tracto urinario de mamiferos, preferentemente de
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animales de compafia. Los ejemplos no limitantes de tratamiento del tracto urinario incluyen el tratamiento o la
prevencion de infecciones del tracto urinario, el tratamiento o la prevencion de enfermedades renales, incluyendo
calculos del tracto urinario, el tratamiento o la prevencion de infecciones de la vejiga y similares. Sin quedar ligado
por teoria alguna, se cree que las bacterias Bifidobacteria de la presente invencion son utiles en la prevencion de
estas dolencias como resultado de su capacidad de degradar el acido oxalico, como se demuestra in vitro. El acido
oxalico es un subproducto del metabolismo urinario que puede formar precipitados insolubles que dan como
resultado infecciones renales, de la vejiga y otras infecciones del tracto urinario. Al degradar el acido oxalico y por
tanto evitar potencialmente su precipitacion y acumulacion en el tracto urinario, las bacterias de la presente
invencion pueden tratar y prevenir infecciones y otras dolencias del tracto urinario. La degradacion del acido oxalico
puede medirse in vitro utilizando el kit de ensayo de acido oxalico n.° del catalogo 755699 disponible en el mercado
de Boehringer Mannheim/R-Biopharm.

La Bifidobacteria de la presente invencion puede usarse en un procedimiento para mejorar o mantener la salud de
los animales de compaiiia que comprende mejorar la digestion de la fibra. La mejora de la digestion de la fibra es
deseable, ya que promueve el crecimiento de dichas bacterias probidticas, ademas de la microflora endégena
beneficiosa, que ayuda en la supresién de algunas bacterias potencialmente patéogenas. Ademas, se ha
documentado en los seres humanos una disminucion en la cantidad de metabolitos téxicos y enzimas perjudiciales
que son resultado de la fermentaciéon colénica (Tomomatsu, H. "Health effects of oligosaccharides", (1994) Food
Technol, 48, 61-65). La digestion de la fibra puede determinarse usando el procedimiento descrito en Vickers y col.
(2001), "Comparison of fermentation of selected fructooligosaccharides and othe rfiber substrates by feline colonic
microflora", Am. J. Vet. Res. 61 (4), 609-615, con la excepcion de que en lugar de inocular usando muestras fecales
diluidas cada experimento us6 cultivos puros de las cepas bacterianas de interés.

Las cepas probidticas felinas de la presente invencion pueden usarse para reducir el mal olor de las heces y la orina
y simultdneamente en la caja de arena mediante la reduccion de la produccién de compuestos en las heces y la
orina que causan el mal olor. Los ejemplos no limitantes de compuestos que causan mal olor incluyen amoniaco,
indoles, fenoles, aminas, acidos grasos de cadena ramificada y compuestos volatiles que contienen azufre. Sin
desear quedar limitado por teoria alguna, se cree que la reduccion de los niveles de estos compuestos en las heces
o la orina de un animal de compaiiia reduce el mal olor asociado a las heces o la orina. Ademas, para los animales
de compafiia que usan una caja de arena, existe una disminucion simultanea del mal olor en la caja de arena.

El procedimiento de uso de las bacterias acido-lacticas de la presente invencion como se define en las
reivindicaciones implica normalmente el consumo oral por el animal. El consumo oral puede tener lugar como parte
de la ingestiéon alimentaria normal o como complemento a la misma. El consumo oral normalmente se produce al
menos una vez al mes, preferentemente al menos una vez a la semana, mas preferentemente al menos una vez por
dia. Las bacterias acido-lacticas de la presente invencion pueden administrarse al animal de compaiia en una
cantidad terapéuticamente eficaz para mantener o mejorar la salud del animal, preferentemente un animal de
compafia. Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" con referencia a
las bacterias acido-lacticas, significa la cantidad de bacterias suficiente para proporcionar el efecto deseado o el
beneficio a un animal hospedador que necesita tratamiento, pero lo suficientemente baja para evitar efectos
adversos tales como toxicidad, irritacion o respuesta alérgica, coherente con una relaciéon beneficio/riesgo razonable
cuando se usa en la manera de la presente invencién. La "cantidad terapéuticamente eficaz" especifica variara con
factores tales como la afeccion particular que se trata, el estado fisico del usuario, la duracién del tratamiento, la
naturaleza de la terapia simultanea (si existe), la forma de dosificacion especifica que se usa, el vehiculo empleado,
la solubilidad de la forma de dosificacion y el régimen de dosificacion particular.

Preferentemente, las bacterias acido-lacticas se proporcionan al animal de compafiia a una dosis de desde 1,0E+04
a 1,0E+14 UFC por dia, mas preferentemente de 1,0E+06 a 1,0E+12 UFC por dia. La composiciéon preferentemente
puede contener al menos un 0,001 % de 1,0E+04 a 1,0E+12 UFC/g de las bacterias acido-lacticas del género
Bifidobacteria que pueden obtenerse mediante el aislamiento a partir de tacto Gl felino resecado y lavado. Las
bacterias acido-lacticas pueden administrarse al animal, ya sea en forma viable o como células inactivadas o
destilados, aislados u otras fracciones de los productos de fermentacion de las bacterias acido-lacticas de la
presente invencion o cualquier mezcla de los mismos.

Preferentemente, las bacterias acido-lacticas o una fraccién purificada o aislada de las mismas, se usan para
preparar una composicion que tiene por objeto mantener o mejorar la salud de un animal. Como se ha indicado
anteriormente, la composicion puede ser parte de la ingesta dietética normal o un complemento. Cuando la
composicion comprende parte de la ingesta dietética normal, la composicion puede estar en forma de un alimento
para animales seco tal como galletas o croquetas, un alimento de grano procesado, un alimento para animales
himedo, yogures, salsas, masticables, golosinas y similares.

Dichas composiciones pueden comprender componentes adicionales. Otros componentes son beneficiosos para su
inclusién en las composiciones utilizadas en el presente documento, pero son opcionales para los fines de la
invencion. Por ejemplo, las composiciones alimentarias estan preferentemente equilibradas nutricionalmente. En una
realizacion, las composiciones alimentarias pueden comprender, sobre la base de materia seca, de
aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 50 % de proteina en bruto, preferentemente de aproximadamente
el 22 % a aproximadamente el 40 % de proteina en bruto, en peso de la composicion alimentaria. El material
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proteinico en bruto puede comprender cualquier material que tenga un contenido proteinico de al menos
aproximadamente el 15 % en peso, cuyos ejemplos no limitantes incluyen proteinas vegetales tales como soja,
semilla de algodén y cacahuete, proteinas animales tales como caseina, albumina y tejido carnico. Los ejemplos no
limitantes de tejidos carnicos utiles en la presente invencion incluyen la carne fresca y las comidas secas o
procesadas tales como la harina de pescado, la harina de aves de corral, la harina de carne, la harina de huesos y
similares. Otros tipos de fuentes de proteinas en bruto adecuadas incluyen el gluten de trigo o el gluten de maiz y
proteinas extraidas de fuentes microbianas tales como la levadura.

Ademas, las composiciones alimentarias pueden comprender, sobre la base de materia seca, de aproximadamente
el 5 % a aproximadamente el 35 % de grasa, preferentemente de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el
30 % de grasa, en peso de la composicion alimentaria. Mas aun, las composiciones alimentarias que comprenden
las bacterias acido-lacticas de la presente invencion también pueden comprender de aproximadamente el 4 % a
aproximadamente el 25 % de la fibra dietética total. Las composiciones también pueden comprender una fuente de
almidén multiple como se describe en el documento W099/51108.

Las composiciones de la presente invencién pueden comprender adicionalmente una fuente de hidratos de carbono.
Son fuentes ilustrativas los granos o cereales tales como arroz, maiz, milo, sorgo, cebada, alfalfa, trigo y similares.
Ademas, las composiciones también pueden contener otros materiales tales como suero de leche desecado y otros
subproductos lacteos.

Las composiciones que comprenden las bacterias de la presente invenciéon como se definen en las reivindicaciones
también pueden comprender un prebidtico. "Prebidtico" incluye sustancias o compuestos que son fermentados por la
flora intestinal del animal de compaiiia y por tanto promueven el crecimiento o el desarrollo de bacterias acido-
lacticas en el tracto gastrointestinal del animal de compaiiia, a expensas de las bacterias patdégenas. El resultado de
esta fermentacion es una liberacion de acidos grasos, en particular acidos grasos de cadena corta en el colon. Esto
tiene el efecto de reducir el valor del pH en el colon. Los ejemplos no limitantes de prebidticos adecuados incluyen
los oligosacaridos, tales como la inulina y sus productos de hidrdlisis habitualmente conocidos como
fructooligosacaridos, galactooligosacaridos, xilooligosacaridos u oligoderivados de almidén. Los prebioticos pueden
proporcionarse en cualquier forma adecuada. Por ejemplo, el prebiético puede proporcionarse en forma de material
vegetal que contiene la fibra. Los materiales vegetales adecuados incluyen esparragos, alcachofas, cebollas, trigo o
achicoria o residuos de estos materiales vegetales. Como alternativa, la fibra prebiética puede proporcionarse como
un extracto de inulina, por ejemplo los extractos de achicoria son adecuados. Pueden obtenerse extractos de inulina
adecuados de Orafti SA de Tirlemont 3300, Bélgica, con la marca comercial "Raftiline". Por ejemplo, la inulina puede
proporcionarse en forma de Ratftiline (g) ST que es un polvo blanco fino que contiene de aproximadamente el 90 a
aproximadamente el 94 % en peso de inulina, hasta aproximadamente el 4 % en peso de glucosa y fructosa y de
aproximadamente el 4 al 9 % en peso de sacarosa. Como alternativa, la fibra puede estar en forma de un
fructooligosacarido tal como se obtiene de Orafti SA de Tirlemont 3300, Bélgica, con la marca comercial "Raftilose".
Por ejemplo, la inulina puede proporcionarse en forma de Raftilose (g) P95. De otro modo, los fructooligosacaridos
pueden obtenerse hidrolizando inulina, mediante procedimientos enzimaticos o usando microorganismos.

Para los alimentos secos para animales de compafia un procedimiento adecuado es la coccién por extrusion,
aunque pueden usarse el horneado y otros procedimientos adecuados. Cuando se cocina por extrusion, el alimento
seco para animales de compaiiia se proporciona generalmente en forma de una croqueta. Si se usa un prebiético, el
prebiotico puede mezclarse con los otros ingredientes del alimento seco para animales de compafia antes del
procesamiento. Un procedimiento adecuado se describe en la solicitud de patente europea N.° 0850569. Si se usa
un microorganismo probiético, el organismo mejor se aplica como revestimiento o se introduce en el alimento seco
para animales de compafia. Un procedimiento adecuado se describe en la publicaciéon de patente europea nimero
EP 0 862 863.

Para los alimentos humedos, pueden usarse los procedimientos descritos en las patentes de los EE.UU. 4.781.939 y
5.132.137 para producir productos carnicos simulados. También pueden utilizarse otros procedimientos para la
produccion de productos de tipo trocitos; por ejemplo la cocciéon en un horno de vapor. Como alternativa, pueden
producirse productos de tipo barra mediante la emulsion de un material carnico adecuado para producir una
emulsion carnica, la adicion de un agente gelificante adecuado y el calentamiento de la emulsion carnica antes del
llenado de latas u otros recipientes. Las composiciones alimentarias humedas tipicas pueden comprender de
aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 15 % de proteina, de aproximadamente el 1 % a aproximadamente
el 10 % de grasa y de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 7 % de fibra. Los ingredientes no limitantes
que pueden utilizarse en las composiciones de alimentos himedos incluyen pollo, pavo, ternera, pescado blanco,
caldo de pollo, caldo de pavo, caldo de ternera, higado de pollo, arroz de cerveceria, sémola de maiz, harina de
pescado, huevo, pulpa de remolacha, cloruro, harinas de linaza, cordero, subproductos de ternera, subproductos de
pollo y mezclas de los mismos.

En ofra realizacion, las composiciones complementarias tales como galletas, masticables y otras golosinas pueden
comprender, sobre la base de materia seca, de aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 60 % de proteina o
de aproximadamente el 22 % a aproximadamente el 40 % de proteina, en peso de la composicién complementaria.
Como oftro ejemplo, las composiciones complementarias pueden comprender, sobre la base de materia seca, de
aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 35 % de grasa o de aproximadamente el 10 % a aproximadamente
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el 30 % de grasa, en peso de la composicion complementaria. Se conocen habitualmente en la técnica alimentos y
composiciones complementarias que tienen por objeto su uso por felinos o felinos.

Los alimentos para animales de compafiia pueden contener otros agentes activos tales como acidos grasos de
cadena larga y cinc. Los acidos grasos de cadena larga adecuados incluyen acido alfa-linoleico, acido gamma
linolénico, acido linoleico, acido eicosapentanoico y acido docosahexanoico. Los aceites de pescado son una fuente
adecuada de acidos eicosapentanoicos y acido docosahexanoico.

El aceite de borraja, el aceite de semilla de grosella negra y el aceite de onagra son fuentes adecuadas de acido
gamma linolénico. Los aceites de cartamo, los aceites de girasol, los aceites de maiz y los aceites de soja son
fuentes adecuadas de acido linoleico. Estos aceites también pueden usarse en los sustratos de revestimiento
mencionadas anteriormente. El cinc puede proporcionarse en diversas formas adecuadas, por ejemplo como sulfato
de cinc u 6xido de cinc. Ademas, muchos ingredientes utilizados habitualmente en alimentos para animales de
compafiia son fuentes de acidos grasos y de cinc. Se ha observado que la combinaciéon de achicoria, como fuente
de prebidticos, con un aceite rico en acido linoleico, tal como el aceite de soja, proporciona ventajas inesperadas,
indicadoras de un efecto sinérgico.

Cuando la composicion esta en forma de una salsa, la composiciéon comprende preferentemente al menos el 10 %
de un caldo o una materia prima, cuyos ejemplos no limitantes incluyen materia prima vegetal, ternera, pollo o
jamon. Las composiciones en salsa tipicas pueden comprender de aproximadamente el 0,5 % a aproximadamente el
5% de proteina en bruto, de aproximadamente el 2 % a aproximadamente el 5% de grasa en bruto y de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 5 % de fibra.

Otros ejemplos no limitantes de complementos adecuados para su uso en el presente documento incluyen polvos,
suspensiones en aceite, suspensiones a base de leche, quesos, composiciones a base de manteca de cacao y
pildoras o capsulas. Cuando la composicién esta en forma de una pildora, se requieren agentes aglutinantes
adecuados para mantener la pildora en una forma soélida comprimida. Los ejemplos no limitantes de agentes
aglutinantes adecuados incluyen las gomas naturales tales como la goma de xantano, pectinas, lecitinas, alginatos y
otros conocidos por los expertos en la materia. Cuando la composicion esta en forma de una capsula, la
composicion se encapsula preferentemente usando tecnologias conocidas por los expertos en la materia. Los
ejemplos no limitantes de materiales de encapsulacion adecuados incluyen el alcohol polivinilico (PVA),
polivinilpirrolidona (PVP), alginatos y gelatina. Las composiciones a base de yogur pueden comprender de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 5 % de proteina, de aproximadamente el 10 % a aproximadamente
el 20 % de hidratos de carbono, de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 5% de fibra, de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 5 % de grasa y de aproximadamente el 50 % a aproximadamente el
90 % de un vehiculo liquido tal como la leche.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar la invencion y no tienen por objeto limitar el ambito de la
misma de ninguna manera.

Ejemplo 1: Aislamiento de bacterias acido-lacticas a partir de tractos Gl felinos

Se obtuvieron muestras intestinales felinas de gatos sanos presentados a los veterinarios locales para la eutanasia
iniciada y aprobada por el duefio. Todos los animales estaban sanos y libres de enfermedades. Se diseccionaron el
colon, el colon medio, €l ciego y el ileon de cada gato con el fin de exponer la mucosa.

Los sobrenadantes se retiraron después de la agitacion del tejido de la mucosa (agitado con formacion de voértice
durante 1 minuto) y después de la homogeneizacion mecanica del tejido. Cada sobrenadante se sembré en placas
con agar de Mann Rogosa Sharpe (MRS). Estas se incubaron anaerébicamente, usando el sistema Anerocult
GasPak, durante 48 horas a 37 °C. Las colonias aisladas de las placas se volvieron a sembrar en estrias en MRS y
se volvieron a cultivar anaerébicamente en las mismas condiciones. Las colonias aisladas se volvieron a sembrar en
estrias otras 4 veces con el fin de purificar una sola cepa. Se evalué la morfologia y el aspecto microscépico de las
colonias. Los aislados adecuados se ensayaron para determinar la reaccion de Gram y la actividad de la catalasa.
La identificacion de los bacilos grampositivos, catalasa negativos se realizé mediante el ensayo de API (API 50CHL,
BioMérieux). Las células recogidas se lavaron dos veces con tampon de fosfato 0,05 M (pH 6,5) y cisteina-HCI
(500 mgl/l), seguido de ultrasonidos. La centrifugacion retird los desechos celulares. Los sobrenadantes se incubaron
con NaF (6 mg/ml) y yodoacetato de Na (10 mg/ml) durante 30 minutos a 37 °C. La reaccion se detuvo mediante
incubacion con HCI de hidroxilamina (pH 6,5) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se controld el desarrollo
de color después de la adicion de HCI (4 M), FeClz*6H-20 (al 5 % (p/v) en HCI 0,1 M) y fructosa-6-fosfato (sal de Na).
La formacion de fosfato de acetilo a partir de fructosa-6-fosfato se evidencia por el color rojizo formado por el quelato
férrico de su hidroxamato.

Ejemplo 2: Deteccion de actividad antimicrobiana

Cada una de las cepas bacterianas acido-lacticas aisladas se incubd anaerébicamente en caldo MRS. Se aplicaron
puntualmente 2 pl de cada cultivo en placas de agar MRS y se incubaron anaerdbicamente durante la noche. Se
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cultivaron previamente Salmonella typhimuriumy E. Coli enteropatogénica (ExPEC) durante la noche y se inocularon
100 pl en agar fundido (al 1 % v/v). Este cultivo indicador se vertié sobre la superficie de las placas de MRS
inoculadas. Después de la incubacién durante la noche, se midieron las zonas de inhibicién alrededor de la colonia
probidtica. Todos los experimentos se realizaron por duplicado en tres ocasiones separadas. Ademas, la
incorporacion del tampon betaglicerofosfato al 2 % en el agar permitié la evaluacion de la contribucion de la
produccion de acido a la inhibiciéon de patdgenos observada in vitro.

Los datos presentados en la Tabla 2 demuestran claramente que las cepas de bacterias acido-lacticas de la
presente invencion que pueden obtenerse mediante el aislamiento a partir del tracto Gl felino resecado y lavado
tienen una actividad antimicrobiana significativa in vitro, indicativa de actividad probidtica potencial.

Tabla 2
AHF534D 1231
S. typhimurium 55 3,67
ExPEC 6,17 6

Ejemplo 3: Mediciones in vitro de supervivencia y colonizacion
Tolerancia al pH

Se recogieron células bacterianas de cultivos de una noche, se lavaron dos veces en tampon fosfato (pH 6,5) y se
volvieron a suspender en caldo MRS/TPY ajustado con HCI 1M a pH 2,5. Las células se incubaron
anaerdbicamente a 37 °C y su supervivencia se midié a intervalos de 0, 30, 60, 120, 240 y 360 minutos usando el
procedimiento de recuento de placas conocido por los expertos en la materia. La Tabla 3 resume estos datos por
cepa.

Tabla 3
Supervivencia de las cepas en un entorno de pH bajo (pH 2,5). Los datos son el log de los recuentos de UFC,|
TIEMPO (min)
CEPA 0 30 60 120 180 360
AHF5340 8,34 8,22 8,29 8,19 8,26 8,12
AHF 1231 9,10 9,06 9,07 9,04 8,97 8,91

Resistencia a la bilis

Las cepas bacterianas se sembraron en estrias sobre agar MRS complementado con bilis porcina (Sigma) al 0,5 %,
al 1% y al 5% (p/v). Las placas se incubaron a 37 °C bajo condiciones anaerdbicas y el crecimiento se registré
después de 48 horas. El crecimiento se compar6 con placas de control por un observador experimentado y el
crecimiento de las colonias se describié como:

Negativo (0) - sin crecimiento;

+ (1) - Crecimiento translucido turbio (<33 % de las placas de control con 0 % de bilis);

++ (2) - Crecimiento definido, pero no tan bueno como el de los controles (> 33 % pero <66 %);
+++ (3) - Crecimiento equivalente al de los controles (> 66 %).

Una vez que el crecimiento de las colonias en presencia de sales biliares se compard con los controles, a los
descriptores de crecimiento se les proporcionaron valores numeéricos de 0, 1, 2 o 3 (-; +; ++, +++ respectivamente) y
después se expresaron como porcentaje, donde 3 representa el 100 %.

La Tabla 4 demuestra que la Bifidobacterium de la presente invencidon muestra claramente una resistencia a las
sales biliares, siendo capaz de crecer y formar colonias a un nivel de al menos el 66 % en la mayoria de los casos
cuando se expone a sales biliares porcinas al 0,3 %.

Tabla 4
Supervivencia de las cepas en diversas concentraciones de bilis porcina|
PORCENTAJE DE BILIS (%)
CEPA 0 0,3 0,5 1 2 5 (75|10
AHF5340 +++ +++ +++ |+ |+ |+ |+ | 4+
AHF1231 +++ ++ + - - - - -

Ademas, con el fin de evaluar cualquier diferencia en la capacidad de las cepas de colonizar el tracto Gl de los
gatos, las cepas bacterianas se sembraron en estrias sobre agar MRS complementado con bilis felina al 0,5 %, 1 %
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y 2 % (p/v). Se obtuvo bilis felina de gatos sometidos a endoscopia en un entorno clinico durante un procedimiento
no-terminal. Las placas se incubaron a 37 °C en condiciones anaerdbicas y el crecimiento se registré después de 48
horas. El crecimiento se comparé con placas de control por un observador experimentado y el crecimiento de las
colonias se describié como:

Negativo (0) - sin crecimiento;

+ (1) - Crecimiento translucido turbio (<33 % de las placas de control con 0 % de bilis);

++ (2) - Crecimiento definido, pero no tan bueno como el de los controles (> 33 % pero <66 %);
+++ (3) - Crecimiento equivalente al de los controles (> 66 %).

Una vez que el crecimiento de las colonias en presencia de sales biliares se comparé con los controles, a los
descriptores de crecimiento se les proporcionaron valores numéricos de 0, 1, 2 0 3 (-; +; ++, +++ respectivamente) y
después se expresaron como porcentaje, donde 3 representa el 100 %.

La Tabla 5 demuestra que la Bifidobacterium de la presente invencidon muestra claramente una resistencia a las
sales biliares felinas, siendo capaz de crecer y formar colonias a un nivel de al menos el 66 % en la mayoria de los
casos cuando se expone a sales biliares felinas al 1 %.

Tabla 5
Supervivencia de las cepas en diversas concentraciones de bilis feling
PORCENTAJE DE BILIS (%)
CEPA 0 0,5 1 2
AHF5340 +++ +++ ++ ++
AHF1231 +++ ++ ++ +

Adhesion celular epitelial al intestino

La estirpe celular epitelial humana, HT-29, se us6é para evaluar las propiedades de adhesién de cepas
seleccionadas. Las células epiteliales se cultivaron de sistematicamente como una monocapa en matraces de cultivo
de tejidos de 75 cm? a 37 °C en una atmoésfera humidificada que contenia CO2 al 5 % en medio esencial minimo de
Dulbecco (DMEM) que contenia suero de ternera fetal al 10 % (FCS), pen/strep, glutamina y fungizona. Para los
fines experimentales, las células epiteliales se sembraron a una concentracién de 5 x 10° células/ml (volumen total
de 3 ml) por pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos (Sarstedt). Después de la incubacién durante 7 dias, para
permitir la diferenciacion, las monocapas epiteliales se lavaron con medio sin antibiético que contenia FCS al 10 %.
Se afadieron suspensiones bacterianas mas/en DMEM sin antibiético a cada pocillo y las células se incubaron
durante 90 minutos a 37 °C. Después de la incubacion, las monocapas se lavaron tres veces con PBS. Las células
epiteliales se lisaron en H,O desionizada y el niumero de bacterias adherentes se enumerd usando el procedimiento
de recuento de placas conocido por los expertos en la materia. La adhesion se expresé como porcentaje del nimero
de bacterias inicialmente sembradas en las placas. La Bifidobacteria longum AHF534D tuvo un nivel de adhesion del
1,7 %, mientras que la Bifidobacteria longum AHF1231 tuvo un nivel de adhesién del 44,1 %.

Ejemplo 4: Secuenciacion de polinucleétidos intergénicos 16s-23s

Los aislados de Bifidobacterium felina se centrifugaron en tubos de materia prima y el sedimento resultante se lisé
en 100 pl de Solucién de Extraccion y 25 pl de solucion de Preparacion Tisular (Sigma, Kit XNAT2), se incubd
durante 10 minutos a temperatura ambiente durante 10 minutos. Las muestras se incubaron después durante 5
minutos a 95 °C y después se afiadieron 100 ul de Solucién de Neutralizacion (kit XNAT2). Después, la solucion de
ADN gendmico se cuantificd usando un espectrofotémetro Nanodrop y se almacené a 4 °C.

Se realiz6 la PCR usando los cebadores espaciadoras intergénicos (IGS), IGS L: 5-GCTGGATCACCTCCTTTC-3' e
IGS R: 5-CTGGTGCCAAGGCATCCA-3' Bridgidi y col. 2000, System Appl. Microbiol., 23, 391-399 (2000)). Las
condiciones de ciclacién fueron 94 °C durante 3 min (1 ciclo), 94 °C durante 30 s, 53 °C durante 30 s, 72 °C durante
30 s (28 ciclos). La reaccion de PCR contenia 4 pl (50 ng) de ADN, la mezcla de PCR (kit XNAT2), cebador IGS L y
R 0,4 uM (MWG Biotech, Alemania). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Eppendorf. Los
productos de PCR (10 pl) se desarrollaron junto a un marcador de peso molecular (Ladder de 100 pb, Roche) en un
gel tefiido con EtBr con agarosa al 2 % en TAE, para determinar el perfil de IGS.

Los productos de PCR de la Bifidobacterium (banda unica) se purificaron usando el kit de purificacion de PCR
Promega Wizard.

Los productos de PCR purificados se secuenciaron usando las secuencias de cebadores (véase anteriormente) para
la region espaciadora intergénica. Los datos de secuencia se investigaron frente a la base de datos de nucleétidos
NCBI para determinar la identidad de la cepa mediante homologia de nucleétidos.
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Después de la secuenciacion, las secuencias obtenidas para las cuatro cepas depositadas se compararon con la
base de datos de secuencias en linea "BLAST", disponible en http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/ para determinar la

homologia con secuencias 16s-23s bacterianas depositadas. Las coincidencias mas aproximadas para
Bifidobacterium longum NCIMB 41290 (AHF5340) y Bifidobacterium longum NCIMB 41291 (AHF1231) fue la cepa
Bifidobacterium longum NCC2705, que tenia una puntuacion de porcentaje de homologia del 95 % y del 94 %,

respectivamente.

Ejemplo 5: Composiciones de ejemplo

Los Ejemplos 1 a 4 son ejemplos de composiciones de croquetas secas que comprenden la Bifidobacteria probidtica

de la presente invencion.

. Porcentaje basado en el peso
Ingrediente - - - -
Ej. 1 Ej. 2 Ej. 3 Ej.4
Granos de cereales hasta 100hasta 100hasta 100hasta 100
Harina de subproductos de aves de corral 43,5 40 45 35
Grasa de aves de corral 1,28 1,02 1,16 1,35
Producto de huevo 2,4 2,1 2,5 2,2
Harina de higado de pollo 1,0 1,0 1,0 1,0
Levadura de cerveza seca 1,0 1,0 1,0 1,0
Fosfato monosddico 1,0 1,0 1,0 1,0
Carbonato de calcio 0,8 0,8 0,8 0,8
Cloruro de potasio 0,6 0,6 0,6 0,6
Vitaminas 0,4 0,4 0,4 0,4
Cloruro de colina 0,3 0,3 0,3 0,3
Minerales 0,3 0,3 0,3 0,3
DL-metionina 0,1 0,1 0,1 0,1
Cloruro de sodio 0,03 0,03 0,03 0,03
Probictico (1 x 10™ ufc/g de NCIMB 41290 en aceite de girasol 1 0,5 - 0,6
Probictico (1 x 10' ufc/g de NCIMB 41291 en aceite de girasol - 0,5 1 0,4

Los Ejemplos 5 a 7 son ejemplos de composiciones de alimentos hiumedos para animales de compafia que

comprenden el probidtico Bifidobacteria longum de la presente invencion.

. Porcentaje basado en el peso|
Ingrediente - - -
Ej. 5 Ej. 6 Ej. 7

Agua hasta 38 | hasta 47 | hasta 50
Higado aves de corral hasta 25 | hasta 20 | hasta 15
Productos de aves de corral 25 20 20
Arroz de cerveceria 5 7 10
Producto de huevo 3 2,5 1,5
Grasa de ave 2,9 3,0 3,2
Materia prima de pollo 0,6 0,7 0,9
Taurina 0,1 0,1 0,1
Vitaminas 0,05 0,1 0,1
Minerales 0,05 0,1 0,1
Probictico (1 x 10" ufc/g de NCIMB 41290 4 5 6

Los Ejemplos 8 a 10 son ejemplos de composiciones de complementadas con yogur que comprenden el probiético

Bifidobacteria longum de la presente invencion.
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. Porcentaje basado en el peso|
Ingrediente - - -
Ej. 8 Ej. 9 Ej. 10

Leche 38 42 48
AzUcar 12 12 10
Almidén modificado 1,0 0,8 0,8
Prebiotico 0,25 0,3 0,5
Probiotico (1 x 10" ufc/g de NCIMB 41291 4 5 6

La mencion de cualquier documento citado en la Descripcion Detallada de la invencién no debe interpretarse como
una admision de que es técnica anterior con respecto a la presente invencion.

Original (para PRESENTACION)

Formulario PCT/RO/134 (SAFE) Indicaciones relativas al

0-1 microorganismo o microorganismos u otro material biolégico
depositados (Regla PCT 13bis)
PCT-SAFE [Modo facil] Version
0-1-1 Preparado usando 3.51.001.176 MT/FOP|
20060101/0.20.4rc.2.7
0-2 Solicitud Internacional N.°
0-3 Referencia del expediente del solicitante o del agente P-171&+/CB
Las indicaciones que se hacen a continuacion se refieren al
1 microorganismo o microorganismos u otro material biolégico
depositados referidos en la descripcion en:
- pagina 2
- linea 24

Identificacion del depdsito

Nombre de la institucién depositaria
Direccion de la institucion depositaria

NCIMB NCIMB Ltd.

Ferguson Building, Craibstone
Estate, Bucksburn, Aberdeen AB21
9YA, Reino Unido

1-3-3  [Fecha de depdsito 7 diciembre de 2005 (07.12.2005)

1-3-4  [NUmero de registro NCIMB 41290

1-4 Indicaciones adicionales Bifidobacterium longum (AHF5340)

1-5 Estados designados para los que se hacen las indicaciones Todas las designaciones
Recepcion del depésito y prueba de
viabilidad de la institucion

1-6 Suministro de indicaciones por separado depositaria para proporcionarse a la
entrada en la fase nacional seguin
sea necesario.

Estas indicaciones se presentaran a la Oficina Internacional mas
tarde
Las indicaciones que se hacen a continuacion se refieren al

2 microorganismo o microorganismos u otro material biolégico

depositados referidos en la descripciéon en:

2-1 Pagina 2

2-2 linea 25

2-3 Identificacion del depésito

2-3-1 Nombre de la institucién depositaria NCIMB NCIMB Ltd.

2-3-2  |Direccion de la institucion depositaria Ferguson Building, Craibstone
Estate, Bucksburn, Aberdeen AB21
9YA, Reino Unido

2-3-3  |Fecha de dep6sito 20 octubre de 2005 (20.10.2005)

2-3-4  |Numero de registro NCIMB 41291

2-4 Indicaciones adicionales Bifidobacterium longum (AHF1231)

2-5 Estados designados para los que se hacen las indicaciones todas las designaciones
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(continuacion)

Recepcion del deposito y prueba de
viabilidad de la institucion

2-6 Suministro de indicaciones por separado depositaria para proporcionarse a la
entrada en la fase nacional seguin
sea necesario.

Estas indicaciones se presentaran a la Oficina Internacional mas

tarde

PARA EL USO DE LA OFICINA RECEPTORA SOLAMENTE

0-4 Este formulario se recibié con la solicitud internacional:

(si 0 no)
0-4-1  |Oficial autorizado

PARA EL USO DE LA OFICINA INTERNACIONAL SOLAMENTE

0-5 Este formulario fue recibido por la Oficina Internacional el:
0-5-1  |Oficial autorizado

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Alimentary Health The lams Company Boileau, Thomas Kiely, Barry MacSharry, John O’'Mahony, Liam

Sunvold, Gregory

<120> Bifidobacterias probidticas felinas

<130> P171P2&

<140> Aun no asignado

<141> 21-06-2005

<160> 4

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 500
<212> ADN

<213> Bifidobacterium longum

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (475)..(475)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 1
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tenggngtgce
gcgaaccctc
gctttgeccece
cggatcgeccea
gccgtgtgcc
gcgagcaaaa
attgttcgtt
tgctagagga

tgggatacct
ccgcgegatyg
gccggtegtyg
ccecaggcett
ggtctggtcg
caagattttt
tegategttt

atcttgcdge

tggatgcctt gccacccaga

<210> 2

<211> 500

<212> ADN

<213> Bifidobacterium

<220> P-171&+ Sequence List.txt
<221> misc_feature

<222> (3)..(3)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (441)..(441)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (452)..(452)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (475)..(475)
<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature
<222> (485)..(485)
<223>nesa,c,g,ot

<400> 2
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cctttctacy
gtcgcgtatg
cggtgggtgc
ttgcetggeg
gcgtggcggt
tttgtgtett
tgtgatcatt

gcatgcatgt

gagaatgcag
gacgggttgc
cggggtggtg
cgattcgatg
gcgtggtggc
tgttttgctg
tttagtgtga
tgcgtgtygty

16

gatgccgttc
tggtgtggaa
cggatgeget
cccgregtye
ttgagaactg
ttgatttcga
tgatttgtcy

ttgcttgeaa

ggcgtccggt
gatgtcgttg
tttgggctec
ctgcgggccg
gatagtggac
atcgaactct

tctgggaatt

gggcntatgg

60
120
180
240
300
360
420
480
500
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tcngangtge
tgcgaaccct
ggcttrgecc
ccggategec
ggccgtgtoe
cgcgagcaaa
attgttcgtt
tgcragagga
tggangcctt

<210>3
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

tgaggatacc
ccegegeggt
cgcoggtegt
accccagact
cggtctggte
acaagggttt
tcgatcgttt
atcttygcgge

gccacccaga

<223> Cebador PCR artificial

<400> 3

gctggatcac ctcctttc

<210> 4
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

18

<223> Secuencia PCR artificial

<400> 4

ctggtgccaa ggcatcca
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tcctttctac ggagaatgea
ggtcgegtgt ggacgggttg
gcggrgggty ccggggggt
tttgcctgyc gcg attcgat
ggcgtggegg tgcgtggtgy
tttgtgtctt tgttrtgcty
tgtgatcatt tttagtgtga
ncatgcatgt tncgtgtgtg

17

ggatgetgtt
ctggtgtgga
gcggatgege
gccegtegto
cttgagaact
ttgatttcga
tgatttgtcy
ttgcttgeaa

cggcgtecgg
agatgtcgtt
ttttgggcte
cctgcggygcce
ggatagtgga
atcgaactet
tctgggaatt

gggcntatgg

60
120
180
240
300
360
420
480
500
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de bacterias acido-lacticas del género Bifidobacterium que puede obtenerse mediante el aislamiento a
partir de tracto gastrointestinal felino resecado y lavado que tiene actividad probidtica; en la que la cepa se
selecciona entre el grupo que consiste en Bifidobacterium longum NCIMB 41290 (AHF5340) que tiene una
secuencia polinucleotidica intergénica 16s-23s de acuerdo con la SEQ ID NO. 1, Bifidobacterium longum NCIMB
41291 (AHF1231) que tiene una secuencia polinucleotidica intergénica 16s-23s de acuerdo con la SEC. ID NO. 2 y
mezclas de las mismas.

2. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1 que tiene un crecimiento de al menos el 66 % después de 48 horas
cuando se cultiva en presencia de sales biliares al 0,5 %.

3. La cepa de acuerdo con la reivindicacion 1 capaz de mantener la viabilidad después de 1 hora a pH 2,5.

4. Una composicién que comprende una cepa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que
puede obtenerse mediante el aislamiento de tracto gastrointestinal felino resecado y lavado que tiene actividad
probidtica y un vehiculo.

5. La composiciéon de acuerdo con la Reivindicacion 4 en la que dicha composicion es un alimento para animales de
compania.

6. La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 4 en la que la composicion es un alimento para gatos.

7. La composicién de acuerdo con la Reivindicacion 4 en la que la composicién es un alimento hiumedo para
animales o un alimento seco para animales.

8. La composicién de acuerdo con la Reivindicaciéon 4 en la que la composicién esta en una forma seleccionada
entre el grupo que consiste en croquetas, alimentos masticables y galletas.

9. La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 4 en la que dicha composicién es un complemento alimentario
para animales de compania.

10. La composicién de acuerdo con la Reivindicacion 9 en la que la composicion esta en forma de una salsa, un
yogur, queso u otros productos lacteos y en forma de capsulas, comprimidos o pildoras.

11. La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 4 que comprende al menos el 0,001 % de desde
1,0E+04 UFC/g hasta 1,0E+12 UFC/g de la cepa de acuerdo con la Reivindicacion 1.

12. La composiciéon de acuerdo con la Reivindicacion 4 en la que la cepa de acuerdo con la Reivindicacién 1 esta en
forma de células viables.

13. La composicién de acuerdo con la Reivindicacion 4 en la que la cepa de acuerdo con la Reivindicacién 1 esta en
forma de células no viables o de las fracciones activas constituyentes de las mismas.

14. Un uso de la composicion de acuerdo con la Reivindicacién 4 para reducir el mal olor asociado a las heces o la
orina de un animal de compafiia.

15. Un uso de la composicién de acuerdo con la Reivindicacion 4 para reducir el mal olor asociado a una caja de
arena de un animal de compainia.

16. Un uso de cepas de acuerdo con la reivindicacién 1 en la fabricacién de una composicién de acuerdo con las
reivindicaciones 4 - 13 para mantener o mejorar la salud de un animal de compafiia, en el que dicho animal de
compafiia es un gato.

17. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 4 para su uso en la regulacion o la mejora del sistema
inmunitario; el tratamiento o la prevencion de la enfermedad atépica de la piel y la infeccidon gastrointestinal,
dolencias del tracto urinario, en los que dicha dolencia del tracto urinario comprende la infeccion del tracto urinario y
calculos del tracto urinario; la mantencion o la mejora de la salud de la piel y/o del sistema de pelaje y; la mejora de
la ecologia microbiana; la reduccion de los niveles de bacterias patdgenas en las heces, en las que dichas bacterias
patégenas se seleccionan entre el grupo que consiste en Clostridia, Escherichia, Salmonella y mezclas de los
mismos; de un animal de compafiia, en la que el animal de compafiia es un gato.
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