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BACTERIAL ADHERENCE AND ANTI-ADHERENCE TO
MUCUS, EPITHELIAL CELLS AND OTHER CELLS

OTHER CELLS

CROSS REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
The present Application claims priority to U.S. Provisional Application Serial
Number 61/223,755 filed July 8, 2009, the entirety of which is herein incorporated by

reference.

FIELD OF THE INVENTION

The present invention generally relates to methods for detecting, identifying, and
measuring bacterial adherence to mucus and epithelial cells. In particular, the present
invention provides assays for detecting and identifying the presence or absence of bacterial
adherence to mucus (epithelial cells (e.g., present in the intestines), or other portion of an
animal where bacteria may be present, and methods for identifying and characterizing (e.g.,
the efficacy of) modulators of bacterial adherence to mucus and epithelial cells, or other

portion of the animal where bacteria may be present.

BACKGROUND OF THE INVENTION

The epithelial cells in the small intestine, the respiratory tract, the urinary tract, and
the reproductive tracts of animals are covered by a relatively thick layer of mucus which
comprises mucin, many small associated proteins, glycoproteins, lipids, and glycolipids.
The epithelial cells and mucus contain receptors that recognize specific bacterial adhesion
proteins. Adhesion or close association of bacteria to the epithelial cells may contribute to
colonization as well as to bacterial pathogenicity. In addition, bacterial adhesion to
intestinal mucus and epithelia appears important for individual stability within the microbial

flora.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention generally relates to methods for detecting, identifying, and
measuring bacterial adherence and anti-adherence to mucus and cells (e.g., epithelial cells).
In particular, the present invention provides assays for detecting and identifying bacterial

adherence to mucus (e.g., intestinal mucosal lining) and epithelial cells, and methods for

/O
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identifying modulators of bacterial adherence to mucus and epithelial cells. The assays are
non-radioactive, microbiologically safe, as well as stable, easily transported, and easily
stored.

Accordingly, in some embodiments, the present invention provides kits comprising a
non-radioactive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the assay of bacterial
adherence with mucus and/or epithelial cells. The kits are not limited to particular
components. In some embodiments, the kits comprise a solid support having mucus or
epithelial cells coated thereon, a sample comprising bacteria, a primary antibody specific for
the bacteria, and a detectably labeled sccondary antibody specific for the primary antibody
bound to the bacteria. In some embodiments, the kits comprise a substrate which allows the
visualization of the detectably labeled secondary antibody. In some embodiments, the
detectably labeled secondary antibody comprises an enzyme ]abél. In some cmbodiments,
the substrate is a composition for providing a colorimetric, fluorimetric or
chemiluminescent signal in the presence of the enzyme label. In some embodiments, the
detectably labeled secondary antibody comprises pig anti-IgG immunoglobulins coupled to
peroxidase. In some embodiments, the colorimetric composition is 3, 3', 5, 5'-
tetramethylbenzidine. In some embodiments, the solid support is a 96-well plate. In some
embodiments, the bacteria is E. coli bacteria. Examples of mucus include, but arc not
limited to, pig proximal ileum mucus, pig distal colon mucus, broiler duodenum mucus and
broiler caecum mucus. Examples of primary antibodies include but are not limited to HRP-
conjugated polyclonal antibodies specific to E. coli O and K antigenic scrotypes, polyclonal
antibodies specific to £. coli O and K antigenic serotypes. Examples of secondary
antibodies include but are not limited (o affinity purified Rabbit anti-Goat 1gG-HRP, affinity
purified Rabbit anti-Goat IgG-AP, polyclonal FITC-conjugated antibodies to Goat IgG (H&L),

Streptavidin-Alkalinc Phosphatase from Streptomyces avidinii, and Streptavidin-Peroxidase
from Streptomyces avidinii.

In certain embodiments, the present invention provides methods for measuring
adherence and anti-adherence between bacteria and mucus and bacteria and epithelial cells.
The methods are not limited to particular techniques for measuring adherence between
bacteria and mucus and bacteria and epithelial cells. In some embodiments, the methods
comprise providing a sample comprising bacteria and mucus, and combining the sample
comprising bactcria and mucus within a non-radioactive colorimetric assay under conditions

such that adhcrence between the bacteria and the mucus 1s measured. In some
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embodiments, the non-radicactive colorimetric assay is an ELISA assay. In some
embodiments, the conditions comprise adding primary antibodies specific for the bacteria
bound with the mucus, epithelial or other cells, and adding detectably labeled secondary
antibodies specific for the primary antibodies bound with the bacteria. In some
embodiments, the methods comprise adding a substrate which allows the visualization of
the detectably labeled secondary antibodies bound with the primary antibodics. In some
embodiments, mucus 18 coated onto a microtitre plate. In some embodiments, the detectably
labeled sccondary antibody comprises an enzyme label. Tn some embodiments, the substrate
is a composition for providing a colorimetric, fluorimetric or chemiluminescent signal in the
presence of the enzyme label. In some embodiments, the detectably labeled secondary
antibody comprises pig anti-IgG immunoglobulins coupled to peroxidase. In some
embodiments, the colorimetric composition is 3, 3, 5, 5'-tetramethylbenzidine. In some
embodiments, the bacteria is £. coli bacteria. The methods are not limited to particular
primary or secondary antibodies. In some embodiments, examples of primary antibodies
include but are not limited to an HRP-conjugated polyclonal antibody specific to E. coli O
and K antigenic serotypes, and a polyclonal antibody specific to E. coli O and K antigenic
scrotypes. Examples of sccondary antibodies include but are not limited to an affinity
purificd Rabbit anti-Goat IgG-HRP, an affinity purified Rabbit anti-Goat 1gG-AP, a polyclonal
FITC-conjugated antibody to Goat 1gG (H&L), Streptavidin-Alkaline Phosphatase from
Streptomyces avidinii, and Streptavidin-Peroxidase from Strepfomyces avidinii.

In certain embodiments, the present invention provides methods for identifying an
agent that modulates adherence between bacteria and mucus, comprising providing a
sample comprising bacteria, mucus, and an agent, and combining the sample comprising
bacteria, the mucus, and the agent within a non-radioactive colorimetric assay under
conditions such that adherence between the bacteria and the mucus is measured. The
methods further comprise comparing the bacterial adherence in the presence and absence of
the agent, and identifying the agent as a modulator of adherence between the bacteria and
the mucus if the measured adherence is higher or lower than adherence between the bacteria
and the mucus in the absence of the agent. Tn some embodiments, the non-radicactive
colorimetric assay is an ELISA assay. In some embodiments, the conditions comprisc
adding primary antibodies specific for the bacteria bound with the mucus. In some
embodiments, the conditions comprise adding detectably labeled secondary antibodies

specific for the primary antibodics bound with the bacteria, In some embodiments, the
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conditions comprise adding a substrate which allows the visualization of the detectably
labeled secondary antibodies bound with the primary antibodies. In some embodiments, the
mucus arc coated onto a microtitre plate. In some embodiments, the detectably labeled
secondary antibody comprises an ecnzyme label. In some embodiments, the substrate is a
composition for providing a colorimetric, fluorimetric or chemilumincscent signal in the
presence of the enzyme label. In some embodiments, the detectably labeled secondary
antibody comprises pig anti-1gG immunoglobulins coupled to peroxidasc. In some
embodiments, the colorimetric composition is 3, 3', 5, 5-tctramethylbenzidine. In some
embodiments, the bacteria arc £. cofi bacteria. Examples of primary antibodies include, but
are not limited to, an HRP-conjugated polyclonal antibody specific to E. coli O and K
antigenic scrotypes, a polyclonal antibody specific to £. coli O and K antigenic serotypes.
Examples of secondary antibodies include, but are not limited to, an affinity purified Rabbit
anti-Goat 1gG-HRP, an affinity purified Rabbit anti-Goat 1gG-AP, a polyclonal FITC-
conjugated antibody to Goat IgG (H&L), Streptavidin-Alkaline Phosphatase from
Streptomyces avidinii, and Streptavidin-Peroxidase from Streptomyces avidinii. Tn some
embodiments, the agent is selected from a list consisting of a naturally occuring molecule, a
synthetically derived molecule, and a recombinantly derived molecule.

In certain embodiments, the present invention provides compositions comprising an
agent, wherein the agent is a modulator of bacterial adherence with mucus, and wherein the
agent is identificd through a process comprising providing i) a sample comprising bacteria,
i) mucus, iii) an agent; combining the sample comprising bacteria, the mucus, and the agent
within a non-radioactive colorimetric assay under conditions such that adherence between
the bacteria and the mucus is measured; comparing the bacterial adherence in the presence
and absence of the agent; and identifying the agent as a modulator of adherence between the
bacteria and the mucus if the measured adhcrence is higher or lower than adherence
between the bacteria and the mucus in the absence of the agent. In some embodiments, the
composition is within a foodstuff configured for consumption by a subject selected from the

group consisting of livestock, companion animals, fish, and shellfish.

DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
Figurc 1 shows the effect of mucus concentration (mg protein/ ml) of E. coli ALI 84

and AL1446 adherence, as measured by radioactively-labeled bacteria.
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Figure 2 shows the cffect of primary antibodies on the adherence of E. coli ALI&4,
as measured by scintillation counter with radioactively-labeled bacteria. Primary antibodies:
HRP=HRP-conjugated anti-£. coli; BP2022=unconjugated anti-E. coli, Biotin=biotin-
conjugated anti-E. coli.

Figure 3 shows the effect of primary antibodies on the adherence of E. coli ALI446,
as measured by scintillation counter with radioactive-labeled bacteria. Primary antibodies:
HRP=HRP-conjugated anti-£. coli; BP2022=unconjugated anti-£. coli, Biotin=biotin-
conjugated anti-E. coll.

Figure 4 shows color development of three different 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine
(TMB) ELISA substrates when incubated with E. coli -bacteria (strains ALI84 and AL1446).

Figure 5 shows color development of p-nitrophenyl phosphate (pNPP) and 2,2'-
Azino-bis(3ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (AzBTS) ELISA substrates when
incubated with E. coli strains ALI84 and AL1446. E=ABTS microwell enhancer.

Figure 6 shows color development of different ELISA substrates when incubated in
mucus coated wells. The photo was taken at 60 min, a weak signal was observed in the six
positive (yellow) wells at 15 min.

Figurc 7 shows the plate layout when testing unspecific binding of antibodies to
mucus or plate. BP2022=anti- E. cofi-primary antibody; BP2022HRP=peroxidase |
conjugated anti-E. coli- primary antibody; Biotin=biotin conjugated anti-£. coli-primary
antibody. HRP=peroxidase conjugated secondary antibody; StrHRP=pcroxidase conjugated
streptavidin. AP=alkaline phosphatase conjugated secondary antibody; StrtAP=streptavidin
conjugated secondary antibody antibody. No bacteria were used in this experiment.

Figure 8 shows binding of antibodies to mucus or plate, Plate layout is described in
Figure 7.

Figure 9 shows non-specific binding test with primary and secondary antibodies.
Primary antibodies: HRP = HRP-conjugated 1st ab, BP2022= non-conjugated polyclonal
anti-E. cofi 1st antibody; Biotin= biotin-conjugated anti-£. coli 1st antibody. Secondary
antibodies: HRP=HRP-conjugated 1gG; StrHRP=HRP-labeled streptavidin. No bacteria
were used in this experiment.

Figure 10 shows unspecific binding test with primary and secondary antibodies.
Plate layout is described in Figure 9. Primary antibodies: HRP = HRP-conjugated 1sl ab,
BP2022= non-conjugated polyclonal anti-E. coli; Biotin= biotin-conjugated anti-£. coli.

Sccondary antibodies: HRP=HRP-conjugated IgG; Str.HRP = HRP-Iabeled streptavidin.
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Figure 11 shows a table describing conditions utilized for optimizing the dilution of
antibodies and the number of bacteria/well. Primary antibody: HRP-conjugated primary
antibody, no sccondary antibody.

Figure 12 shows data obtained from testing the dilution of antibodies and optimal
number of bacteria/well. Primary antibody: HRP-conjugated primary antibody, no
secondary antibody. Plate layout is shown in Figure 11.

Figure 13 shows a table describing conditions utilized for optimizing the dilution of
antibodies and the number of bacteria/well. Primary antibody: biotin-conjugated anti-E.
coli, secondary antibody: HRP-conjugated streptavidin,

Figurc 14 shows data obtained from testing the dilution of antibodies and optimal
number of bacteria/well. Primary antibody: biotin-conjugated anti-E. coli, secondary
antibody: HRP-conjugated streptavidin.

Figure 15 shows ELISA absorbances with 10°-10% bacteria added in the wells. A
logarithmic trend line has been added.

Figure 16 shows ELISA absorbances with 0-10° of bacteria added in the wells.

Figure 17 shows A) the effect of different concentrations of Bio-Mos on bacterial
adherence. The effect is shown as percentage of absorbance when no Bio-Mos was added;
and B) the effect of Bio-Mos on the adherence of E. coli strain ALI84, measured with
radioactively-labeled bacteria in scintillation counter.

Figure 18 shows data from experiments testing the number of bacteria/well to find
an optimal level for detecting adherence/attachment altering effects (e.g., using Bio-Mos).

Figure 19 shows data from experiments testing the number of bacteria/well to find
an optimal level for detecting adherence/attachment altering effects (e.g., using Bio-Mos).

Figure 20 shows data related to primary antibody dilution for detecting differences
between different concentrations of Bio-Mos.

Figure 21 shows the effect of Bio-Mos in ELISA using different types of mucus and
multipie Bio-Mos concentrations.

| Figure 22 shows Comparison of Bio-Mos effect in the radioactive attachment assay
and ELISA procedure. Standard crrors of the mean between replicate samples are shown as
error bars.

Figure 23 shows adherence of differently inactivated bacteria to mucus coated
plates. Adherence was measured with and without Bio-Mos. Data for UV and DMSO-

inactivated bacteria is not shown.
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Figure 24 shows adherence of bacteria to mucus on freshly coated plates according
to the ELISA method.

Figure 25 shows the cffect of ethanol concentration in E. coli preservation liquid on
the adherence of the bacteria on mucus.

Figure 26 shows adherence of bacteria with and without Bio-Mos on differently
storcd mucus coated plates.

Figure 27 shows the Bio-Mos effect on adherence of ethanol inactivated E. coli on
mucus coated, air-dried plates. Standard errors of the mean between replicates are shown as
error bars.

Figure 28 shows absolute plate-to-plate variation for different Bio-Mos test levels.
Replicate assays (wells) of the same samplc are shown as groups of bars.

Figure 29 shows absolute plate-to-plate variation for different Bio-Mos test levels.
The four panels of the figurc represent assays carried out on four different days, but with a

singlc batch of E. coli. Replicate assays (wells) of the same sample are shown as groups of

“Dbars.

Figure 30 shows absolute plate-to-plate variation for different Bio-Mos test levels in
different panels. The four sets of columns in each pancl represent assays carried out on four
different days, but with a single batch of E. coli.

Figure 31 shows relative plate-to-plate variation for different Bio-Mos test levels.
Columns represent means of the replicate test wells and the bars indicate standard errors of
the mean. Assays werce carried out on four different days, but with a single batch of E. coli.
The two panels show the same data, but displayed differently to emphasize either plate-to-
plate variation (upper panel) or the effect of Bio-Mos (lower panel).

Figure 32 shows relative batch-to-batch variation for the effect of Bio-Mos.
Columns of the upper panel represent means of the replicate test wells and the bars indicate
standard errors of the mean. Assays were carricd out totally independently starting from the
medium and buffer preparations, and the cultivation of E. coli. The upper panel shows the
measured signals and the lower panel the values relative to the control wells.

Figure 33 shows number of replicate wells needed to detect indicated differences
between the test treatments with the developed assay.

Figure 34 shows signals measured for five (5) independent batches of bacterial

preparation in the presence and absence of Bio-Mos (2ng/ml).
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Figure 35 shows signals measured for five (5) independent batches of mucus plates
in the presence and absence of Bio-Mos (2ng/m!).

Figure 36 shows signals of test after 1 and 2 weeks of storage.

Figure 37 shows a vacuum sealed plate and ampoule in one embodiment of the

invention.

DEFINITIONS

To facilitate an understanding of the invention, a number of terms are defined below.

As used herein, the term “mucus” refers to a relatively thick secretion produced by
and covering portions of the digestive tract (c.g., produced by and covering the epithelial
cells of the intesting). Mucus may comprise one or more components such as mucin,
proteins, glycoproteins, lipids, and glycolipids. Mucus may also comprise one or more types
of receptors (e.g., that recognize specific adhesion proteins). Adhesion and/or close
assoctation of bacteria to mucus and/or epithelial cells (e.g., via the mucus layer) may
contribute to bacterial adhesion to intestinal mucus and/or epithelia (e.g., thereby playing a
role in populations of bacteria that inhabit the gut).' The present invention is not limited to
any particular type of mucus or to mucus obtained from any particular source (c.g., type of
animal) or location (e.g., part of the digestive tract (e.g., ileum (e.g., proximal, distal, etc.),
duodenum, caccum, colon or other part of the digestive tract)).

As used herein, the terms “peptide,” "polypeptide" and "protein” all refer to a
primary sequence of amino acids that are joined by covalent "peptide linkages." In general,
a peptide consists of a few amino acids, typically from 2-50 amino acids, and is shorter than
a protein. The term "polypeptide" encompasses peptides and proteins. In some
embodiments, the peptide, polypeptide or protein is synthetic, while in other embodiments,
the peptide, polypeptide or protein are recombinant or naturally occurring, A synthetic
peptide is a peptide that is produced by artificial means in vitro (i.e., was not produced in
vivo).

The terms "sample” and "specimen" are used in their broadest sense and encompass
samples or specimens obtained from any source. As used herein, the term "sample” is uscd
to refer to biological samples obtained from animals (including humans), and encompasses
fluids, solids, tissues, and gases. In some embodiments of this invention, biological samples

include cerebrospinal fluid (CSF), serous fluid, urine, saliva, blood, and blood products
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such as plasma, serum and the like. However, these examples are not to be construed as
limiting the types of samples that find use with the present invention.

As used herein, the terms "host" and "subject” refer to any animal, including but not
limited to, human and non-human animals (c.g., dogs, cats, cows, horses, sheep, poultry,
fish, crustaceans, etc.) that is studied, analyzed, tested, diagnosed or treated. As used

umn

herein, the terms "host," "subject” and “patiént" are used interchangéably, unless indicated

otherwise.

As used hercin, the term "antibody" (or "antibodies") refers to any immunoglobulin
that binds specifically to an antigenic determinant, and specifically binds to proteins
identical or structurally related fo the antigenic determinant that stimulated their production.
Thus, antibodies can be useful in assays to detect the antigen that stimulated their
production. Monoclonal antibodies are derived from a single clone of B lymphocytes (i.e., B
cells), and are generally homogeneous in structure and antigen specificity. Polyclonal
antibodics originate from many differcnt clones of antibody-producing cells, and thus are
heterogenous in their structure and epitope specificity, but all recognize the same antigen. In
some embodiments, monocional and polyclonal antibodies are used as crude preparations,
while in preferred embodiments, thesc antibodies are purified. For example, in some
cmbodiments, polyclonal antibodies contained in crude antiserum are used. Also, it is
intended that the term "antibody" encompass any immunoglobulin (e.g., 1gG, 1gM, IgA,
IgE, IgD, etc.) obtained from any source (¢.g., humans, rodents, non-human primates,
lagomorphs, caprines, bovings, equines, ovines, etc.).

As used herein, the term "antigen” is used in reference to any substance that is
capable of being recognized by an antibody. It is intended that this tcrm encompass any
antigen and "immunogen" (i.c., a substance that induces the formation of antibodies). Thus,
in an immunogenic reaction, antibodies are produced in response to the presence of an
antigen or portion of an antigen. The terms "antigen" and "immunogen™ are used to refer to
an individual macromolecule or to a homogencous or heterogeneous population of antigenic
macromolecules. It is intended that the terms antigen and immunogen encompass protein
molecules or portions of protein molecules, that contains one or more epitopes. In many
cases, antigens are also immunogens, thus the term "antigen" is often used interchangeably
with the term "immunogen." In some preferred embodiments, immunogenic substances arc
used as antigens in assays to detect the presence of appropriate antibodies in the serum of an

immunized animal,
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As used herein, the terms "antigen fragment” and "portion of an antigen” and the
like are used in reference to a portion of an antigen. Antigen fragments or portions typically
range in size, from a smail percentage of the entire antigen to a large percentage, but not
100%, of the antigen. However, in situations wherc "at least a portion” of an antigen is
specified, it is contemplated that the entire antigen may also be present (e.g., it is not
intended that the sample tested contain only a portion of an antigen). In some embodiments,
antigen fragments and/or portions thereof, comprise an "epitope” recognized by an
antibody, while in other embodiments these fragments and/or portions do not comprisc an
epitope recognized by an antibody. In addition, in some embodiments, antigen fragments
and/or portions are not immunogenic, while in preferred embodiments, the antigen
fragments and/or portions are immunogenic.

The terms "antigenic determinant” and "epitope” as used herein refer to that portion
of an antigen that makes contact with a particular antibody variable region. When a protein
or fragment {or portion) of a protcin is used to immunize a host animal, numerous regions of
the protein are likely to induce the production of antibodics that bind specifically to a given
region or three-dimensional structure on the profein (these regions and/or structures are
referred to as "antigenic determinants”). In some settings, antigenic detcrminants compete
with the intact antigen (i.c., the “immunogen” used to elicit the immunc response) for
binding fo an antibody.

The terms "specific binding" and "specifically binding" when used in reference to
the interaction between an antibody and an antigen describe an interaction that is dependent
upon the presence of a particular structure (i.c., the antigenic determinant or epitope) on the
antigen. In other words, the antibody recognizes and binds to a protein structure unique to
the antigen, rather than binding to all proteins in general (i.c., non-specific binding).

As used herein, the term "immunoassay" refers to any assay that uses at lcast one
specific antibody for the detection or quantitation of an antigen. Immunoassays include, but
arc not limited to, Western blots, ELISAs, radio-immunoassays, and immunofluorescence
assays.

As used herein, the term "ELISA" refers to enzyme-linked immunosorbent assay (or
EIA). Numerous ELISA methods and applications are known in the art, and are described in
many references (See, e.g., Crowther, "Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)," in
Molecular Biomethods Handbook, Rapley et al. (eds.), pp. 595-617, Humana Press, Inc.,
Totowa, N.J. (1998}, Harlow and Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, Cold

14
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Spring Harbor Laboratory Press (1988); Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in
Molecular Biology, Ch. 11, John Wiley & Sons, Inc., New York (1994)). In addition, there
are numerous commercially available ELISA test systems.

As used hercin, the terms "reporter reagent,” "reporter molecule,” “detection
substrate” and "detection reagent" arc used in reference to reagents that permit the detection
and/or quantitation of an antibody bound to an antigen. For example, in some embodiments,
the reporter reagent is a colorimetric substrate for an enzyme that has been conjugated to an
antibody. Addition of a suitable substrate to the antibody-enzyme conjugate results in the
production of a colorimetric or fluorimetric signal (c.g., following the binding of the
conjugated antibody to the antigen of interest). Other reporter reagents include, but are not
limited to, radioactive compounds. This definition also encompasses the use of biotin and
avidin-based compounds (e.g., including but not limited to neutravidin and streptavidin) as
part of the detection system.

As used herein, the term "signal” is used generally in reference to any detectable
process that indicates that a reaction has occurred, for example, binding of antibody to
antigen. It is contemplated that signals in the form of radioactivity, fluorimetric or
colorimetric products/reagents will all find use with the present invention. In various
embodiments of the present invention, the signal is assessed qualitatively, while in
altcrnative embodiments, the signal is assessed quantitatively.

As used herein, the term "solid support" is used in reference to any solid or
stationary material to which reagents such as antibodies, antigens, and other test
components are attached. For example, in an ELISA method, the wells of microtitcr plates
provide solid supports. Other examples of sofid supports include microscope slides,
coverslips, beads, particles, cell culture flasks, as well as many other suitable items.

As uscd herein, the term "cffective amount” refers to the amount of a composition
sufficient to effect beneficial or desired results. An effective amount can be administered
and/or combined with another material in one or more administrations, applications or
dosages and is not intended to be limited to a particular formulation or administration route.

As used herein, the terms "administration" and "administering" refer to the act of
giving a drug, prodrug, or other agent, or therapeutic treatment (e.g., an agent identified as a
modulator of bacterial adherence to mucus through usc of the methods of the present
invention) to a subject (e.g., a subject ot in vivo, in vitro, or ex vivo cells, tissues, and

organs). Exemplary routes of administration can be through the eyes (ophthalmic), mouth
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(oral), skin (topical or transdermal), nose (nasal), lungs (inhalant), oral mucosa (buccal),
ear, rectal, vaginal, by injection (e.g., intravenously, subcutaneously, intratumorally,
intraperitoneally, etc.) and the like.

As used herein, the terms "co-administration” and "co-administering" refer to the
administration of at [east two agent(s) (e.g., an agent identificd as a modulator of bacterial
adherence to mucus through use of the methods of the present invention and onc or more
other agents (e.g., a therapy known to treat pathogenic bacteria disorders) to a subject and/or
material (e.g., a foodstuff (c.g., animal feed))). In some embodiments, the co-administration
of two or more agents or therapies is concurrent. In other embodiments, a first agent/therapy
is administered prior to a sccond agent/therapy. Those of skill in the art understand that the
formulations and/or routes of administration of the various agents or therapies used may
vary. The appropriate dosage for co-administration can be readily determined by one
skilled in the art. In some cmbodiments, when agents or therapies are co-administered, the
respective agents or therapies are administered and/or formulated at lower dosages than
appropriate for their administration and/or formulation alone. Thus, co-administration is
especially desirable in embodiments where the co-administration/co-formulation of the
agents or therapies lowers the requisite dosage of a potentially harmful (e.g., toxic) agent(s),
and/or when co-administration of two or more agents results in sensitization of a subject to
beneficial cffects of one of the agents via co-administration of the other agent,

As used herein “post-colonization treatment” or “post-application” refers to
treatment after the removal of infectious discase,

As used herein “pre-application” and/or “prophylactic treatment” refers to
treatments used as a preventative measure (c.g., to prevent infection and/or disease).

As used herein, the terms "disease” and "pathological condition™ are used
interchangeably to describe a state, signs, and/or symptoms that are associated with any
impairment of the normal state of a living animal or of any of its organs or tissues that
interrupts or modifies the performance of normal functions, and may be a response to
environmental factors (such as malnutrition, industrial hazards, or climate), to specific
infective agents (such as worms, bacteria, or viruses), to inherent defect of the organism
(such as various genetic anornalies, or to combinations of these and other factors).

As used herein, the term "suffering from disease” refers to a subject (e.g., an animal
or human subjcct) that is experiencing a particular disease. It is not intended that the present

invention be limited to any particular signs or symptoms, nor disease. Thus, it is intended
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that the present invention encompass subjects that are experiencing any range of discase
(¢.g., fram sub-clinical manifestation to fuil-blown disease) wherein the subject exhibits at
least some of the indicia (c.g., signs and symptoms) associated with the particular discase.

As used herein, the term "toxic" refers to any detrimental or harmful effects on a
subject, a cell, or a tissuc as compared to the same cell or tissuc prior to the administration
of the toxicant.

As used herein, the term "functional feed ingredient” or “functional feed additive”
refers to the combination of an active agent (e.g., an agent identificd as a modulator of
bacterial adherence with mucus) with a carrier, inert or active, making the composition
especially suitable for diagnostic or therapeutic use in vitro, in vivo or ex vivo. .

As used herein, the term “carrier" refers to any standard carriers including, but not
limited to, phosphate buffered saline solution, water, emulsions (e.g., such as an oil/water or
water/oil emulsions), and various types of wetting agents, any and all solvents, dispersion
media, coatings, sodium lauryl sulfate, isotonic and absorption delaying agents,
disintrigrants (e.g., potato starch or sodium starch glycolate),corn cob, dricd distillers grains,
wheat bran, yeast (c.g., wholc spent ycast), yeast components (e.g., yeast cell wall extract),
and the like. The compositions also can include stabilizers and preservatives. For cxamples
of carriers, stabilizers and adjuvants. (Sec e.g., Martin, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 15th Ed., Mack Publ. Co., Easton, Pa. (1975), incorporated herein by reference).

As uscd herein, the term “digest” refers to the conversion of food, feedstuffs, or
other organic compounds into absorbable form,; to soften, decompose, or break down by
heat and moisture or chemical action,

As used hercin, “digestive system” refers to a system (including gastrointestinal
system) in which digestion can or does occur.

As used herein, the term “fecdstuffs” refers to material(s) that are consumed by
animals and contribute energy and/or nutrients to an animal’s diet. Examples of feedstuffs
include, but are not limited to, Total Mixed Ration (TMR), forage(s), pellet(s),
concentrate(s), premix(es) coproduct(s), grain(s), distiller grain(s), molasses, fiber(s),
fodder(s), grass(es), hay, kernel(s), lcaves, meal, soluble(s), and supplement(s).

As used herein, the term “animal” refers to those of kingdom Animalia. This
includes, but is not limited to livestock, farm animals, domestic animals, pet animals,

marine and freshwater animals, and wild animals.
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As used herein, the term "pharmaceutically acceptable salt” refers to any salt (c.g.,
obtained by reaction with an acid or a basc) of a compound of the present invention (c.g.,
comprising a viable yeast cell or cell wall component of the invention) that is
physiologically tolerated in the target subject (e.g., a mammalian, humans, avian, bovine,
porcing, cquine, ovine, caprine, canine, feline, piscine, camelid, rodent species as well as
fish and shellfish subjects subject, and/or in vivo or cx vivo, cells, tissues, or organs).
"Salts" of the compounds of the present invention may be derived from inorganic or organic
acids and bases. Examples of acids include, but are not limited to, hydrochloric,
hydrobromic, sulfuric, nitric, perchloric, fumaric, maleic, phosphoric, glycolic, lactic,
salicylic, succinic, toluene-p-sulfonic, tartaric, acetic, citric, methanesulfonic,
cthanesulfonic, formic, benzoic, malonic, sulfonic, naphthalene-2-sulfonic, benzenesulfonic
acid, and the like. Other acids, such as oxalic, while not in themsclves pharmaceutically
acceptable, may be employed in the preparation of salts useful as intermediates in obtaining
the compounds of the invention and their pharmaceutically acceptable acid addition salts.

Examples of bases include, but are not limited to, alkali metal (c.g., sodium)
hydroxides, alkaline earth metal (¢.g., magnesium) hydroxides, ammonia, and compounds
of formula NW,', wherein W is C;4 alkyl, and the like.

Examples of salts include, but are not limited to: acetate, adipate, alginate, aspartate,
benzoate, benzenesulfonate, bisulfate, butyrate, citrate, camphorate, camphorsulfonate,
cyclopentanepropionate, digluconate, dodecylsulfate, ethanesulfonate, fumarate,
flucoheptanoate, glycerophosphate, hemisulfate, heptanoate, hexanoate, chloride, bromide,
iodide, 2-hydroxyethanesulfonate, lactate, maleate, methanesulfonate, 2-
naphthalenesulfonate, nicotinate, oxalate, palmoate, pectinate, persulfate, phenylpropionate,
picrate, pivalate, propionate, succinate, tartrate, thiocyanate, tosylate, undecanoate, and the
like. Other examples of salts include anions of the compounds of the present invention
compounded with a suitable cation such as Na", NH,", and NW,* (whercin W is a Cy.q alky
group), and the like. For therapcutic use, salts of ihe compounds of the present invention
are contemplated as being pharmaceutically acceptable. However, salts of acids and bases
that are non-pharmaceutically acceptable may also find use, for example, in the preparation
or purification of a pharmaceutically acceptable compound.

For therapeutic and/or prophylactic use, salts of the compounds of the present

invention arc contemplated as being pharmaceutically acceptable. Fowever, salts of acids
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and bases that are non-pharmaceutically acceptable may also find use, for example, in the
preparation or purification of a pharmaceuticaily acceptable compound.

As used herein, the term "cell culture” refers to any in vitro culture of cells. Included
within this term are continuous cell lines (e.g., with an immortal phenotype), primary cell
cultures, transformed cell lines, finite cell lines (e.g., non-transformed cells), and any other
cell population maintained in vitro.

As used, the term “"cukaryote” refers to organisms distinguishable from
"prokaryotes." It is intended that the term encompass all organisms with cells that cxhibit
the usual characteristics of eukaryotes, such as the presence of a true nucleus bounded by a
nuclear membrane, within which lie the chromosomes, the presence of membrane-bound
organelles, and other characteristics commonly observed in eukaryotic organisms. Thus,
the term includes, but is not limited to such organisms as fungi, protozoa, and animals (c.g.,
humans).

As used herein, the term "in vitro" refers to an artificial environment and to
processes or reactions that occur within an artificial environment. In vitro environments can
consist of, but arc not limited to, test tubes and cell culture. The term "in vivo" refers to the
natyral environment (e.g., an animal or a cell) and to processes or reaction that occur within
a natural environment,

As used herein, the term "sample" is used in its broadest sense. In one sense, it is
meant to include a specimen or culture obtained from any source, as well as biological and
environmental samples. Biological samples may be obtained from animals (including
humans} and encompass fluids, solids, tissues, and gascs. Biological samples include blood
products, such as plasma, serum and the like. Environmental samples include
environmental material such as surface matter, soil, water, crystals and industrial samples.
Such examples are not however to be construed as limiting the sample types applicable to
the present invention.

As used herein, the term “kit” refers to a packaged set of materials.

As used herein “anti-adherence modulators” and/or “anti-adhesion modulators™ refer
to modulators that block adherence (e.g., block a compound from adhering to fimbria,

and/or block adherence of bacteria to mucous epithelia cells and/or to other types of cells).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
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Radioactive binding assays have been shown to measure bacterial adherence to
intestinal mucus, and that certain agents effectively prevent such adherence (see, ¢. g,
Conway, et al., 1990, Infection and Immunity 58:3178-3182; herein incorporated by
reference in its entirety). In particular, radioactive binding assays shown to measurc
bacterial adherence to intestinal mucus have further shown the cffect of Bio-Mos, a
mannoprofein derived from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae, on inhibiting
bacterial adherence. However, no non-radioactive routine method is available for detecting,
identifying, and measuring bacterial adherence fo mucus. The methods and compositions of
the present invention overcome such limitations through providing non-radioactive methods
for detecting, identifying, and measuring bacterial adherence to mucus.

In particular, the present invention provides a simple and accurate immunoassay for
measuring bacterial adhercnce to mucus and for testing the effect of products that modulate
(c.g., inhibit, promote) adherence. In some embodiments, the immunoassay is a Western
blot. In some embodiments, the immunoassay is a radio-immunoassay. In some
embodiments, the immunoassay is an immunofluorescence assay. In some embodiments,
the immunoassay is an ELISA based assay. An ELISA based method is an attractive
alternative to a radioactive assay due to flexibility in the use of difference combinations of
primary and secondary antibodies and various colorimetric detection systems for different
microbial species. Accordingly, the present invention provides ELISA based methods for
detecting and identifying, bacterial adherence to mucus (c.g., intestinal mucosal lining).

Thus, in some embodiments, the present invention provides a non-radioactive,
colorimetric assay for monitoring and/or characterizing interaction (e.g., binding,
attachment, affinity, etc.) between mucus and bacterial cells. In some embodiments, the
non-radioactive agsay is as sensitive and/or more sensitive than a radioactive assay utilized
for similar monitoring and/or characterizing. In some embodiments, a non-radioactive,
colorimetric assay of the invention is utilized to monitor and/or characterize the ability of
one or more fest agents to alter (e.g., inhibit and/or enhance) bacterial celi interaction (e.g.,
binding, attachment, affinity, etc.) with mucus.

For example, in some embodiments, the present invention provides an enzyme
linked immunosorbant as assay (ELISA) method for monitoring and/or characterizing
interaction (¢.g., binding, attachment, affinity, etc.) between mucus and bacterial cells (c.g.,
as described in Examples 1-16. In some embodiments, the assay is performed at room

temperature. In some embodiments, the assay is performed at 37°C. Tn some cmbodiments,
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the assay is optimized as described in Examples 2-15. In some embodiments, plates (c.g.,
microtitre plates (e.g., MAXISORP plates (e.g., containing 6, 12, 24, 48, 96, 128 or more
wells))) are coated with mucus. The present invention is not limited by the type, source or
amount of mucus. In some embodiments, the mucus utilized is animal mucus. In some
embodiments, mucus is obtains from a pig, a chicken, a cow, an equine, a caning, a feline,
or other type of animal. In some embodiments, the mucus is obtained from one or more
portions of the digestive tract. For example, in some embodiments, mucus is obtained from
the ileum {e.g., proximal ileum, distal ileum, ctc.), duodenum, caecum, colon and/or other
part of the digestive tract. The present invention is not limited by the amount of mucus
utilized to coat the plates (e.g., depending upon the number and/or size of the wells on the
plate). In some embodiments, mucus is diluted in a coating buffer and then utilized for
coating the plates. Tn some embodiments, the coating buffer is a solution comprising 1 liter
of water into which 1.6 g Na;C03, 2.94 ¢ NaHC0;, and 0.2 g Na-azide have been dissolved
and the pH adjusted to 9.6, or similar buffer. In some embodiments, a coating buffer
comprising between about 0.001 - 0.2 mg of mucus protein per ml of coating buffer is
utilized to coat each well on the plate, although greater (e.g., 0.3mg/mi, 0.4mg/ml,
0.5mg/ml, 0.75mg/ml, 1.0 mg/ml or more) or lesser (e.g., 0.0005 mg/ml or less) amounts
may be utilized. In some embodiments, about 300ul of the coating suspension is utilized to
coat each well, although greater (c.g., 400pl, 500u1, 600ul, 7001l or more) or lesser (c.g.,
200pl, 100ul, 508, 25ul or less) volumes of coating solution may be utilized (e.g.,
depending upon the size of the well, amount of signal desired, or other factors (¢.g.,
bacterial adherence)). Once the coating solution is added to the wells, the mucus is allowed
to coat each well for a period of time (e.g., about 1 hour, about 2 hours, about 3 hours, about
6 hours, about 12 hours, about 24 hours, or more) at a constant temperature (e.g., 4°C, room
temperature, or warmer (e.g., 37°C)). In some embodiments, the plates are covered during
incubation (e.g., to prevent evaporation of the coating solution). Somctime during the
coating period, a test agent (e.g., that is to be tested for its ability to aiter (e.g., inhibit and/or
enhance) bacterial binding to the mucus) is prepared. The test agent is diluted in any
appropriate buffer (e.g., phosphate buffered saline (PBS) (¢.g., a PBS solution generated by
dissolving 8.0 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.4 g Na,HPO4 x 2H,0, 0.2 g KH,;P04into 1L of water and
adjusting to pH 7.4). The present invention is not limited by the type of test agent. Indeed,
a variety of test agents can by monitored and/or characterized utilizing methods of the

mvention including, but not limited to, those described hercin.
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After coating is complete, the coating solution is removed from the wells {c.g.,
without mixing the contents of the wells) and cach well is washed with an appropriate
volume (e.g., 100ml, 200ml, 300m}, 400mi or more) of washing solution (e.g., PBS).

Bacteria to be monitored and/or characterized for interaction with mucus are
prepared by collecting the bacteria under conditions that do not disrupt the integrity of the
bacteria. The present invention is not limited to any particular type of bacteria nor to any
particular growth phasc of the bacteria. Indeed, a variety of bacteria may be monitored
and/or characterized in an assay of the invention including but not limited to the types of
bacteria described herein. Once collected (e.g., via centrifuging to pellet the bacterial cells),
the bacteria are resuspended in buffer (e.g., PBS) to a desired concentration depending upon
how many bacteria are desired per well. In some embodiments, the number of bacteria
added per well is about 107, although greater (e.g., 10°,10°, 10" or fewer (c.g., 10%,10°,
10%) bacteria may be added to each well. After the final wash of the plates, bacteria are
added to the wells. In some embodiments, a test agent solution is added to the bacteria
suspension just prior to adding to the welis. The amount test agent and the amount of cells
can be varied as described hercin. Once added to the wells, the bacteria and/or bacteria plus
test agent are allowed to incubatc in the wells for a set period of time (e.g., 1 hour, 2 hours,
4 hours, 8 hours or more). Post incubation, the wells are washed (c.g., one, two, three or
more times with PBS). Post washing, a blocking buffer (c.g., fetal bovine serum (FBS),
bovine serum albumin (BSA), milk, or other suitable blocking agent (e.g., 10% FBS diluted
in PBS) is added to each well (e.g., using the same volume of blocking buffer that was
utilized to coat the wells with mucus). The blocking solution is incubated in the wells for a
set period of time (¢.g., about 1 hour, about 2 hours, about 3 hours or more) at a constant
temperature {e.g., 4°C, room temperature, or warmer {c.g., 37°C)). Blocking buffer is
removed and then a primary antibody (e.g., with specific affinity for the bacteria being
meonitored and/or characterized) is added to the wells. The primary antibody is diluted (c.g.,
at 1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000 or more) in the blocking buffer. The volume of diluted
primary antibody to be added to the wells is about 100ml to about 400ml (c.g., 200m]) and
is incubated in the wells for a set period of time (e.g., about 1 hour, about 2 hours, about 3
hours or more) at a constant temperature (e.g., 4°C, room temperature, or warmer (¢.g.,
37°C)). The present invention is not limited to by the primary antibody utilized. Indeed,
any antibody with specific affinity for the type of bacteria being monitored and/or

characterized may be utilized. In some embodiments, the primary antibody is a polyclonal
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antibody. In some embodiments, the primary antibody is a monoclonal antibody. In some
cmbodiments, the primary antibody is an antibody fragment. In some embodiments, the
primary antibody is a conjugated antibody. For example, in some embodiments, the
primary antibody is biotin conjugated. In some embodiments, the primary antibody is a
biotin conjugated polyclonal antibody to E. coli. Post primary antibody incubation, the
wells arc washed (¢.g., one, two, three or more times) using a washing buffer (e.g., PBS).
Washing buffer is removed and then a secondary antibody (¢.g., with specific affinity for
the primary antibody is added to the wells. The secondary antibody is also diluted (c.g., at
1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000 or more) in the blocking buffer. The present invention is not
limited to the type of secondary antibody utilized. In some embodiments, the secondary
antibody is a polyclonal antibody. In some embodiments, the secondary antibody is a
monoclonal antibody. In some embodiments, the secondary antibody is an antibody
fragment. In some embodiments, the secondary antibody is a conjugated antibody. In some
embodiments, the secondary antibody is conjugated to streptavidin. In some embodiments,
the secondary antibody is conjugated to an enzyme (e.g., peroxidase, phosphatase, etc.).
The volume of dituted secondary antibody to be added to the wells is about 100ml to about
400m! (e.g., 200ml) and is incubated in the wells for a sct period of time (c.g., about 1 hour,
about 2 hours, about 3 hours or more) at a constant temperature (¢.g., 4°C, room
temperature, or warmer (c.g., 37°C)). After the incubation, the wclls are washed (e.g., two,
three, four, five or more times) with a washing buffer (e.g., PBS). Post the last wash, a
colorimetric substrate is added to the wells. The present invention is not limited by the type
of substrate utilized. Exemplary substrates include, but arc not limited to, 3.3°, 5.5’-
tetramethylbenzidine (TMB) (e.g., for peroxidasc-conjugated secondary antibodies), (p-
NitroPhenyl Phosphate (pNPP) (¢.g., for phosphates conjugated antibodies), ete.). Color
develops in the wells and is detected and/or quantified (e.g., using a spectrophotometer).
Color development can be stopped by the addition of an acidic buffer (e.g., 2M H,S04) at
any time point e.g., to prevent strong color signal production (e.g., in order to quantify
bacterial attachment)).

The present invention is not limited to a particular ELISA based method for
detecting, identifying, and measuring bacterial adherence to mucus. In some embodiments,
methods are provided wherein 1) plates configured for usc in ELISA based assays are
coated with a mucus sample, 2) bacteria arc applied to the mucus coated plates, 3) primary

antibodies directed to bacteria are applicd, 4) secondary antibodics dirccted to the primary
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antibodies are applied, 5) a liquid substrate is applied, and 6) bacterial adherence is
measured. In some ecmbodiments, washing steps are applied between one or more of the
steps. In some embodiments, blocking solution is applied between onc or more of the steps.
The methods are not limited to particular types or kinds of mucus samples, bacteria, primary
antibodies, sccondary antibodies, liquid substrate, and/or techniques for measuring bacterial
adherence.

The methods for detecting, identifying, and measuring bacterial adherence to mucus
is not limited to a particular type of bacteria. Indeed, any type of bacteria may be used in the
present invention. Examples of bacteria include, but are not limited to, Acidobacteria,
Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes/Chlorobi, Chlamydiae/Verrucomicrobia,
Chloroflexi, Chrysiogenetes, Cyanobacteria, Deferribacteres, Deinococcus-Thermus,
Dictyoglomi, Fibrobacteres, Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes, Nitrospirae,
Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes, Synergistetes, Tenericutes,
Thermodesulfobacteria, and Thermotogae. In some embodiments, the bacteria is pathogenic
bacteria such as, for example, Bordetella (e.g., Bordetella pertussis), Borrelia (e.g.,
Borrelia burgdorferi), Brucella (e.g., Brucella abortus, Brucella canis, Brucella melitensis,
Brucella suis), Campylobacter (e.g., Campylobacter jejuni), Chlamydia (e.g., Chlamydia
preumoniae, Chlamydia psittact, Chlamydia trachomatis), Clostridium (c.g., Clostridium
botulinum, Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Clostridium tetany),
Corynebacterium (¢.g., Corynebacterivm diphtheriae), Enterococcus (e.g., Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecum), Escherichia (c.g., Escherichia coli), Francisella (e.g.,
Francisella tularensis), Haemophilus (e.g., Haemophilus influenzae), Helicobacter (c.g.,
Helicobacter pylori), Legionella (¢.g., Legionella pneumophila), Leptospira (¢.g.,
Leptospira interrogans), Listeria (c.g., Listeria monocytogenes), Mycobacterium (c.g.,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis), Mycoplasma (e.g., Mycoplasma
preumoniae), Neisseria (e.g., Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis),
Pseudomonas (e.g., Pseudomonas aeruginosa), Rickettsia (e.g., Rickettsia rickettsif),
Salmonella (e.g., Salmonella typhi, Salmonella ryphimurivm), Shigella (e.g., Shigella
sonnei), Staphylococcus (e.g., Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus), Streptococcus (e.g., Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pnewmoniae, Streptococcus pyogenes), Treponema (e.g., Treponema

pallidum), Vibrio (e.g., Vibrio cholerae), and Yersinia (c.g., Yersinia pestis). In some
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embodiments, the bacteria are selected from particular strains of E. Celi known to have
strong adherence to pig mucus (e.g., E. coli ALI&4 and/or AL1446).

The present invention is not limited to a particular manner of preparing and/or
utitizing bacteria within the ELISA based methods for detecting, identifying, and measuring
bacterial adherence to mucus. In some embodiments, the bacteria are inactivated prior to its
usc (e.g., for storage purposes) and activated during testing. The methods are not limited to
a particular mcthod for inactivating the bacteria, Examples of inactivating the bacteria
include, but are not limited to, freezing ihe bacteria, suspending the bacteria with ethanol,
suspending the bacteria with glutaraldehyde, suspending the bacteria with formalin,
irradiating the bacteria with ultraviolet irradiation, suspending the bacteria with dimethyl
sulfoxide, and heating the bacteria before cooling for storage. The methods are not limited
to a particular manner of activating the inactivated bacteria for testing purposes. In some
embodiments, the bacteria arc activated (e.g., harvested) through centrifugation techniques.

The methods are not limited to a particular manner of inactivating bacteria with
ethanol. In some embodiments, the bacteria arc grown and transferred in a fresh medium
(e.g., 10% inoculums) prior to inactivation (e.g., one day prior to inactivation) with cthanol.
Next, the bacteria are inactivated and preserved by adding ethanol directly to the bacterial
culture (e.g., to approximately a final concentration of 40% vol/vol (e.g., 20% vol/vol; 30%
vol/vol; 33% volivol; 35% volivol; 37% vol/vol; 40% vol/vol; 42% vol/vol; 45% vol/vol;
50% vol/vol; 60% vol/vol). In some embodiments, bacteria inactivated with ethanol (c.g.,
to a final concentration of approximately 40% vol/vol) are stored at approximately +4°C
(c.g., 2°C, 3°C; 4°C; 5°C; 6°C). In some embodiment, bacteria inactivated with ethanol
(e.g., to a final concentration of approximately 40% vol/vol) (c.g., stored at approximately
+4°C) is activated (e.g., harvested) through centrifugation. In some embodiments, the
bacteria are suspended in phosphate buffer saline (e.g., PBS) (e.g., 8.0 g NaCl, 0.2 g KClI,
1.4 g Na;HPO,4 x 21,0, 0.2 g KH2PO4, ad. 1000 mi MilliQ H,0, pH 7.4).

The methods for detecting, identifying, and measuring bacterial adherence to mucus
is not limited to a particular type of mucus. Indeed, any type of mucus may be used in the
present invention. In some embodiments, the mucus used is from a pig (e.g., pig colon
mucus) (c.g., pig intestine mucus (e.g., scraped from the proximal ileum of an
approximately one year old pig)). |

The present invention is not limited to a particular manner of preparing and/or

utilizing mucus samples (e.g., mucus from a pig) within the ELISA based methods for
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detecting, identifying, and measuring bacterial adherence to mucus. In some embodiments,
the mucus samples are suspended with a coating buffer. The methods are not limited to a
particular configuration for the coating buffer. Tn some embodiments, the coating buffer
comprises 1.6 g Na,C0; (dry), 2.94 g NaHC03, 0.2 g Na-azide, 11 H,0 with pH 9.6 (by
mixing the components ends up to be 9.7).

In some embodiments, the mucus samples are coated onto plates (e.g., wells) (c.g.,
96 well plates) (c.g., 96 well MaxiSorp plates) configured for use in ELISA based assays.
The mucus samples are not limited to a particular manner of coating onto plates configured
for use in ELISA based assays. In some embodiments, the mucus samples are dircctly
coated onto the plates just prior to the testing. In some embodiments, the mucus samplcs
are pre-coated onto the plates so as to permit long term storage prior to testing. The
methods are not limited to particular methods of pre-coating plates configured for use in
ELISA based assays with mucus samples (¢.g., mucus from pig intestine). In some
embodiments, pre-coating plates configured for use in ELISA based assays with mucus
samples is accomplished through coating the plates with the muclus samples and
subsequently freezing the coated plates. In some embodiments, pre-coating plates
configured for use in ELISA based assays with mucus samples is accomplished through
coating the plates with the mucus samples and subsequently air-drying the coated plates.
The methods are not limited to a particular manner of re-hydrating mucus samples pre-
coated onto plates configured for use in ELISA based assays. In some embodiments, re-
hydration is accomplished through exposing the samples to phosphate buffer saline (e.g.,
PBS) (e.g., 8.0 gNaCl, 0.2 g KCI, 1.4 g Na;HPO, x 2H;0, 0.2 g KH2POy, ad. 1000 ml
MilliQ H,0, pH 7.4).

The methods for detecting, identifying, and measuring bacterial adherence to mucus
is not limited to a particular type of primary antibody. In some embodiments, the primary
antibodies are directed toward the bacteria for which mucosal adherence is being tested. In
some embodiments, the primary antibody is an HRP-conjugated polyclonal antibody to E.
coli O and K antigenic serotypes (Acris catalogue number BP2022HRP). In some
embodiments, the primary antibody is a polyclonal antibody to E. coli O and K antigenic
serotypes (Acris cataloguc number BP2022). In some embodiments, the primary antibody
is a biotin-conjugated polyclonal antibody to . coli O and K antigenic serotypes (Acris
catalogue number BP1021B).
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The methods for detecting, identifying, and measuring bacterial adherence to mucus
1s not limited to a particular type of secondary antibody. In some embodiments, the
secondary antibodies are configured for detecting binding of the primary antibody with
bacteria bound to mucus. As such, in somec embodiments, the secondary antibodics are
directed toward the primary antibody. In some embodiments, the secondary antibody is an
affinity purified Rabbit anti-Goat IgG-HRP (Acris catalogue number RI1317HRP). In some
embodiments, the secondary antibody is an affinity purified Rabbit anti-Goat 1gG-AP (Acris
catalogue number RI317AP). In some embodiments, the secondary antibody is a polyclonal
FITC-conjugated antibody to Goat 1gG (H&L) (Acris catalogue number R13 17F). In some
embodiments, the secondary antibody is Streptavidin-Alkaline Phosphatase from
Streptomyces avidinii (Sigma catalogue number S2890). In some embodiments, the secondary
antibody is Streptavidin-Peroxidase from Streptonyces avidinii (Sigma catalogue number
$5512).

In some embodiments, the primary antibodics and secondary antibodics arc diluted
in a blocking solution. The methods are not limited to a particular type of blocking
solution. In some embodiments, the blocking solution is milk. In some embodiments, the
blocking solution is fetal bovine serum (FBS). In some cmbodiments, the blocking solution
is bovine serum albumin (BSA).

The methods for detecting, identifying, and measuring bacterial adherence to mucus
is not timited to a particular type of liquid substrate. In somc embodiments, the liquid
substrate is configured to facilitate detection of the binding of the primary antibody and/or
the secondary antibody within the assay 3,3', 5,5' -tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma
catalogue number T4319). In some embodiments, the liquid substratc is TMB slow kinetic
form (later TMB slow) (Sigma catalogue number T0440). In some embodiments, the liquid
substrate is TMB super sensitive (later TBM super) (Sigma catalogue number T4444). In
some embodiments, the liquid substrate is P-nitrophenyl phosphate (Sigma catalogue
number N7653). In some embodiments, the liquid substratc is 2,2'-Azino-bis(3-
cthylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (AzBTS; Sigma catalogue number A3219) + ABTS
microwell enhancer (Sigma catalogue number A1227).

The methods for detecting, identifying, and measuring bacterial adherence to mucus
is not limited to a particular technique for measuring such bacterial adherence to mucus. In
some embodiments, bacterial adherence to mucus is measured visuatly (e.g., using imagery

and/or photography). In some embodiments, bacterial adherence to mucus is measured with
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an ELISA platc reader. In some embodiments, the technique employed to measure bacterial
adherence to mucus detects, measures and quantifies, for example, absorbance, fluorescence
intensity, luminescence, time-resolved fluorescence, and/or fluorescence polarization.

In some embodiments, the methods for detecting, identifying, and measuring
bacterial adherence to mucus (e.g., the ELISA based methods) arc used to identify agents
that modulate bacterial adherence to mucus. In some embodiments, methods for detecting,
identifying and/or measuring bacterial adhcrence of the invention are utilized to generate
and/or identify optimized (e.g., sccond, third, fourth or more generation) compositions (¢.g.,
that show greater efficacy (e.g., at preventing bacterial adherence) than an carlier generation
composition. The methods are not limited to a particular technique for identifying agents
that modulate bacterial adherence to mucus and/or cells (e.g., epithelial cells). In some
embodiments, a potential modulator of bacterial adherence to mucus and/or cclls (c.g.,
epithclial cells) is co-applied with a bacterial sample to a plate coated with mucus and/or
celis (e.g., epithelial cells) (e.g., pig intestine mucus and/or epithelial cells), and primary
and sccondary antibodics, and liquid substrate subscquently applied. In some embodiments,
characterization of the modulation activity of the agent is accomplished through comparing
bacterial adherence in the presence and absence of the agent. For example, agents that
increase bacterial adherence to mucus and/or cells (e.g., epithelial cells) are characterized
as, for example, facilitators of adherence between that specific type of bacteria and that
specific type of mucus and/or cells (e.g., epithelial cells). Agents that decrease bacterial
adherence to mucus and/or cells (e.g., epithelial cells)are characterized as, for example,
inhibitors of adherence between that specific type of bacteria and that specific type of
mucus and/or cclls (c.g., epithelial cells). The methods are not limited to a particular type
or kind of potential agent. In some embodiments, the agent is, for cxample, a naturally
occurring molecule, a synthetically derived molecule, or a recombinantly derived molecule.

In some embodiments, the methods involve pre-application of one or more agents
known to modulate bacterial adherence to mucus or epithelial cells as a prophylactic, or
preventative measure. For example, in some embodiments, the methods involve pre-
application of one or more agents known to inhibit bacterial adherence to mucus. Methods
of the invention are not limited to any particular type of agent known to inhibit bacterial
adherence to mucus and/or cells (e.g., epithelial cells). For example, in some embodiments,
the agent known to inhibit bacterial adherence to mucus is Bio-Mos (e.g., a mannoprotein

derived from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae), although the present invention is
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not so limited. In some embodiments, the agent known to imhibit bacterial adherence to
mucus is identified through use of the ELISA based methods of the present invention. In
some embodiments, the methods involve co-application of one or more agents known to
enhance bacterial adherence to mucus. The methods are not limited to a particular type of
agent known fo enhance bacterial adherence to mucus. In some embodiments, the agent
known to enhance bacterial adherence to mucus is identified through use of the ELISA
based methods of the present invention.

In some embodiments, the methods involve co-application of one or more agents
known to modulate bacterial adherence to mucus. For example, in some embodiments, the
methods involve co-application of one or more agents known to inhibit bacterial adherence
to mucus, The methods are not limited to a particular type of agent known to inhibit
bacterial adherence to mucus. In some embodiments, the agent known to inhibit bacterial
adherence to mucus is Bio-Mos (¢.g., a mannoprotein derived from the cell wall of
Saccharomyces cerevisiae). In some embodiments, the agent known to inhibit bacteria!
adherence to mucus is identified through use of the ELISA based methods of the present
invention. In some embodiments, the methods involve co-application of one or more agents
known to enhance bacterial adherence to mucus. The methods are not limited to a particular
type of agent known to enhance bacterial adherence to mucus. In some embodiments, the
agent known to enhance bacterial adherence to mucus is identified through use of the
ELISA based methods of the present invention.

In some embodiments, the methods involve post-application of one or more agents
known to modulate bacterial adherence to mucus or epithelial cells after infectious discase
has been removed. For example, in some embodiments, the methods involve post-
application of one or more agents known to inhibit bacterial adherence to mucus and/or
cells (c.g., epithelial cells). The methods are not limited to a particular type of agent known
to inhibit bacterial adherence to mucus. In some embodiments, the agent known to inhibit
bacterial adherence to mucus is Bio-Mos (e.g., a mannoprotein derived from the cell wall of
Saccharomyces cerevisiae). In some embodiments, the agent known to inhibit bacterial
adherence to mucus is identified through use of the ELISA bascd methods of the present
invention. In some embodiments, the methods involve co-application of one or more agents
known to enhance bacterial adherence to mucus. The methods are not limited to a particular

type of agent known to enhance bacterial adherence to mucus. In some embodiments, the
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agent known fo cnhance bacterial adherence to mucus is identified through use of the
ELISA based methods of the present invention.

In some embodiments, assays of the invention are utilized to identify and/or
characterize anti-adherence compounds for intestinal and/or urinary tract bacteria (c.g.,
bacteria that colonize mucosal surfaces of the intestinal and/or urinary tract). In some
embodiments, anti-adhercnce compounds are identified that are utilized to prevent and/or
treat discase and/or signs and/or symptoms of the same (e.g., salmonellosis, metritis, etc.
(¢.g., in animals (e.g., reproductive animals such as dairy cows, sows, ctc.))). In some
embodiments, assays of the invention can be performed anywhere a microplate reader can
be utilized including, but not limited to, in a lab (c.g., university, private, public, or other
type of lab), in the field (e.g., on a ranch, a farm, or site of user of the assay), ctc. In some
embodiments, assays and/or assay components are sold commercially and utilized by an end
user (¢.g., purchaser of an assay) in the end user’s own lab (e.g., to check product (e.g., anti-
adherence compound) efficacy, performance and/or consistency). Thus, the present
invention provides compositions and methods that atiow users of an assay to perform their
own quality characterization of compounds (e.g., anti-adherence compounds) at a user’s site
(e.g., on site at use of anti-adherence compound (e.g., BIO-MOS). In some embodiments,
information (e.g., cfficacy, quality, consistency, etc.) related to the anti-adherence
compound gencrated using assays of the invention is collected. In some embodiment,
information is collceted using a database (e.g., online database) or mailings. In some
embodiments, the information and/or data collected related to anti-adherence compound
(c.g., efficacy, quality, consistency, etc.) is utilized in a quality control program. In some
embodiments, the information and/or data collected related to anti-adherence compound
(e.g., efficacy, quality, consistency, etc.) is utitized by a provider and/or manufacturer of the
anti-adherence compound to monitor activity of the compound. In some embodiments,
information and/or data collected related to anti-adherence compound (e.g., efficacy,
quality, consistency, etc.) is utilized with animal health data collected at the site of use of
the anti-adherence compound (e.g., to provide information related animal performance).In
some embodiments, a preferred physical form of an agent identified through use of the
ELISA based methods of the present invention (e.g., identified as a modulator of bacterial
adherence to mucus) is a dry free-flowing powder suitable for direct inclusion into animal
feeds or as a direct supplement to an animal. In other embodiments, a preferred physical

form of an agent identified through use of the ELISA based methods of the present
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invention (e.g., identificd as a modulator of bacterial adherence to mucus) is a liquid or a
paste that is administered post-pellet or through drinking water,

Compositions of the invention comprising an agent identified through use of the
ELISA based methods of the present invention (c.g., identified as a modulator of bacterial
adherence to mucus) can be added to any commercially available feedstuffs for livestock,
companion animals, fishes, and shellfishes including, but not limited to, Total Mixed Ration
(TMR), forage(s), pellet(s), concentrate(s), premix(es) coproduct(s), grain(s), distiller
grain(s), molasses, fiber(s), fodder(s), grass(es), hay, kernel(s), leaves, meal, soluble(s), and
supplement(s) Compositions of the invention comprising an agent identified through use of
the ELISA based methods of the present invention (e.g., identified as a modulator of
bacterial adherence to mucus) are incorporated directly into animal feeds (c.g.,
commercially available pelleted feeds). When incorporated directly into animal feeds,
compositions comprising an agent identified through use of the ELISA based methods of
the present invention may be addcd to the animal, fish, or shellfish feedstuffs in amounts
ranging from about 0.0125% to about 0.4% by weight of feed. In some embodiments, the
composition 1s added to animal, fish, shellfish fecdstuffs in amounts from about 0.025% to
about 0.2% by weight of feed. Alternatively, compositions of the invention are directly fed
to animals as a supplement (e.g., in an amount ranging from about 2.5 to about 20 grams per
animal per day). Onc of ordinary skill in the art immediately appreciates that the amount of
a composition fed varies depending upon animal species, size, and the type of feedstuff to
which a composition of the invention is added.

Compositions of the invention comprising an agent identified through use of the
ELISA based methods of the present invention (e.g., identified as a modulator of bacterial
adherence to mucus) can be fed to any animal, including but not limited to ruminant and
equine species. When admixed with feed or fed as a supplement, compositions of the
invention comprising an agent identified through use of the ELISA based methods of the
present invention (¢.g., identified as a modulator of bacterial adherence to mucus) modulate
(e.g., increase or decrease depending on the agent) bacterial adherence to mucus in the
animal, improving performance and health and reducing incidence of discase.

In some embodiments, the present invention provides methods for treating disorders
caused by pathogenic bacteria through administering to a subject an agent known to
modulate (e.g., inhibit, facilitate) bacterial adherence to mucus. In some embodiments, the

agent 18 identified through use of the ELISA based methods of the present invention. In
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pathogenic bacteria (c.g., Brucella abortus, Brucella canis, Brucella melitensis, Brucelia
suis) (e.g., brucellosis), and in some embodiments the method involves co-administration of
doxycycline, streptomycin, and/or gentamycin. In some embodiments, the disorder is
caused by Campylobacter jejuni (e.g., acute enteritis), and in some embodiments the
method involves co-administration of ciprofloxacin. In some embodime;lts, the disorder is
caused by Chlamydia ,bne:mzonide (e.g., community-acquired respiratory infection), and in
some embodiments the method involves co-administration of doxycycline, and/or
erythromycin. In some embodiments, the disorder is caused by Chlamydia psittaci {c.g.,
Psittacosis), and in some embodiments the method involves co-administration of
tetracycline, doxycycline, and/or erythromyein. In some embodiments, the disorder is
caused by Chlamydia trachomatis (e.g., nongonacoccal urethritis (NGU), trachoma,
inclusion conjunctivitis of the newborn (ICN), lymphogranuloma venereum (LGV)), and in
some embodiments the method involves co-administration of azithromycin, erythromyein,
tetracyclines, and/or doxycycline. In some embodiments, the disorder is caused by
Clostridium botulinum (e.g., botulism), Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
clostridium tetani (e.g., tctanus), Corynebacterium diphteriae (c.g., diphtheria),
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecum, Escherichia coli, Francisella tularensis (e.g.,
tularemia), Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila (c.g.,
Legionnaire's Disease), Leptospira interrogans, Listeria monocytogenes, Mycobacterium
leprae (e.g., Hansen’s discase), Mycobacterium tuberculosis (e.g., tuberculosis),
Mycoplasma pnewmoniae, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Pseudomonas
aeruginosa, Rickettsia rickettsii, Salmonella typhi, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae,
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some embodiments, the disorder is caused by Bacillus anthracis (e.g., cutaneous anthrax,
pulmonary anthrax, gastrointestinal anthrax), and in some embodiments the method
involves co-administration of penicillin, doxycycline and/or ciprofloxacin. In some
embodiments, the disorder is caused by Bordetella pertussis (e.g., whooping cough,
secondary bacterial pneumonia), and in some embodiments the method involves co-
administration of macrolide antibiotics (e.g., azithromycin, ervthromycin, clarithromycin).
In some embodiments, the disorder is caused by Borrelia burgdorferi (c.g., tyme disease),
and in some embodiments the method involves co-administration of cephalosporins,
amoxicillin, and/or doxycycline. In some embodiments, the disorder is caused by Brucella
pathogenic bacteria (e.g., Brucella abortus, Brucella canis, Brucella melitensis, Brucella
suis) (e.g., brucellosis), and in some embodiments the method involves co-administration of
doxycycline, streptomycin, and/or gcntamycin.- In some embodiments, the disorder is
caused by Campylobacter jejuni (e.g., acute enteritis), and in some embodiments the
method involves co-administration of ciprofloxacin. In some embodiments, the disorder is
caused by C‘hlartaydia preumoniae (e.g., community-acquired respiratory infection), and in
some embodiments the method involves co-administration of doxycycline, and/or
erythromycin. In some embodiments, the disorder is caused by Chlamydia psittaci (c.g.,
Psittacosis), and in some embodiments the method involves co-administration of
tetracycline, doxycycline, and/or crythromycin. In some embodiments, the disorder is
caused by Chlamydia trachomatis (e.g., nongonococcal urethritis (NGU), trachoma,
inclusion conjunctivitis of the newborn (ICN), lymphogranuloma venereum (LGV)), and in
some embodiments the method involves co-administration of azithromycin, erythromycein,

tetracyclmcs and/or doxycyclmc In some cmbodlments thc disorder i is causcd by
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Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Treponema pallidum, Vibrio cholerae,
and Yersinia pestis (¢.g., plague). |

In some embodiments, the present invention provides kits configured to permit a
user to practice the methods of the present invention (e.g., methods for detecting,
identifying, and measuring bacterial adherence to mucus). In some embodiments, the kits
contain one or more the following ingredients, mucus samples, plates coated with mucus
samples, bacteria, primary antibodies, secondary antibodies, liquid substrate, washing
solutions, a device configured to interpret ELISA based assays, instructions, an agent
known to decrease bacterial adherence to mucus (e.g., Bio-Mos) (e.g., an agent identified
through use of the ELISA based methods of the present invention), an agent known to
increase bacterial adherence to mucus (c.g., an agent identified through use of the ELISA

based methods of the present invention), and additionai treatment agents (e.g., antibiotics).

EXPERIMENTAL
The following examples are provided in order to demonstrate and further i!lustrate
certain preferred embodiments and aspects of the present invention and are not to be

construed as limiting the scope thereof.

Example 1
Materials and methods utilized in colorimetric ELISA versus radioactive detection of
bacterial adherence to intestinal matter
Bacterial strains. Two E. coli strains were selected for the development project: E.
coli ALI84 and AL1446. The former was originally isolated from sick birds and the latter
strain was isolated from a pig with diarthea. These strains were selected because they have
displayed adherence to pig mucus. The bacteria were grown in LB-broth and transferred to
a fresh medium (culture:medium 1: 10) on the day before experiments. The number of
bacteria was estimated according to culturing time.
Antibodies. Antibodics were purchased from Acris Antibodies GmbH, Germany
and Sigma Aldrich, Germany. Primary antibodies included: a HRP-conjugated polyclonal
antibody to E. cofi 0 and K antigenic serotypes (Acris catalogue number BP2022HRP); a

polyclonal antibody to . coli 0 and K antigenic serotypes (Acris catalogue number

29



10

15

20

25

30

100040
WO 2011/005982 PCT/US2010/041396

BP2022), and a biotin-conjugated polyclonal antibody to E. coli 0 and K antigenic serotypes
{Acris catalogue number BP1021B).

Secondary antibodies include: an affinity purified Rabbit anti-Goat 1gG-HRP (Acris

~ catalogue number R1317HRP); an affinity purificd Rabbit anti-Goat 1gG-AP (Acris

catalogue number R1317AP); a polyclonal FITC-conjugated antibody to Goat 1gG (H&L)
(Acris catalogue number R13 17F); Streptavidin-Alkaline Phosphatase from Streptomyces
avidinii (Sigma catalogue number S2890); Streptavidin-Peroxidase from Streptomyces
avidinii (Sigma catalogue number 85512). ELISA-substrates were purchased as ready-to-
use solutions from Sigma-Aldrich, Germany: 3,3',5,5' -tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma
catalogue number T4319); TMB slow kinetic form (later TMB slow) (Sigma cataloguc
number T0440); TMB super sensitive (later TBM super) (Sigma catalogue number T4444);
P-nitrophenyl phosphate (Sigma catalogue number N7653); 2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (AzBTS; Sigma catalogue number A3219) + ABTS
microwell enhancer (Sigma catalogue number A1227).

Buffers. Originally, HEPES-Hanks buffer (pH 7.4) was used for washing the wells
except for the final wash in which PBS was used to avoid disturbance of the red colored
HEPES-Hanks in ELISA. In some embodiments, PBS (phosphate buffered saline, pH 7.4)
was included in all steps in place of HEPES-Hanks buffer.

Plates. For ELISA experiments, 96-well immuno plates were used (MaxiSorp,
Nunc, Denmark, later in this report "Maxisorp plates"). For scintillation experiments,
polyethylene terephthalate microtiter plates werc used (96-well PET sample plate, 1450-
401; Wallac Oy, Turku; referred to herein as "soft plates™) for use in a scintillation counter.

A conventional radioactive binding/attachment assay, described below, was utilized
as a control for the colorimetric ELISA.

Radioactive labeling of bacteria for radioactive attachment assay. The bacteria were
grown ovemight at +37°C and the bacterial suspension diluted 1: 10 into a new batch of LB
and methyl-1 ,-2, 3H thymidine (117 T-ICi/mmol; Amersham) was added. The bacteria were
incubated for 2h at +37°C and collected by centrifugation for 5 min at 3000 g, Bacterial
pellet was resuspended in HEPES-Hanks buffer or PBS and used in the attachment assay.

Radioactive attachment assay. 200ul of diluted bacterial suspension was added in
microtiter wells and the plates were incubated for 1h at +37°C. Unbound cells were
removed by washing three times with 30001 of HEPES-Hanks buffer or PBS. 250ul of

scintillation liquid was added and the radioactivity measured with a scintillation counter.
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Mucus isolation and immobilization. The plates were coated with different
concentrations of mucus from different animals, Mucﬁs from the proximal ilcum of a -1
year old pig was used unless otherwisc indicated. The mucus was scraped from the surface
of intestine and washed. Crude mucus extract was stored at -80°C until usage. For coating,
the protein concentration of the mucus was adjusted to 0.0 - 0.2 mg/ml using sodium
carbonate buffer (coating buffer, pH 9.6), and the optimal mucus concentration for bacterial
adherence tested. Mucus solution was immobilized on the plates by introducing 300ul or
200ul of mucus into each 350ul well. The plate was then incubated at +4°C overnight.
Extra mucus was removed from the microtiter wells by washing twice with 300ul of
HEPES-Hanks buffer or PBS.

Microfuge method used in testing unspecific color development by E. coli with
ELISA-substrates. A fresh culture of E. coli (~10° bacteria/ml) was divided into microfuge
tubes (~107 /tube). The tubes were centrifuged for 5 minutes/3000g, and the supematant was
removed. The bacteria were suspended to 700l of ELISA substrate. The absorbance of the
suspension was read with spectrophotometer at 370, 405 and 630 nm after five minutes and
then cach 15 minutes until 3 hours.

FITC method used in testing primary antibody specificity. The specificity of the
primary antibody (polyclonal anti-£. cofi, BP2022, compatible with FITC-conjugated
secondary antibody) was tested with fluorescence microscopy. 10° bacteria were introduced
to each microfuge tube and washed three times with 1 ml of PBS (and centrifuged
3000g/5min between the washes). Primary antibody diluted to 1: 100, 1:500, 1: 1000 in
1%BSA/PBS was introduced to each tube and incubated at room temperature for 45 min.
1%BSA/PBS was used as a negative control. The bacteria were washed three times with
PBS and the secondary antibody (FITC-conjugated rabbit antigoat IeG) was introduced in
dilutions of 1:100,1:500, and 1:1000 in 1% BSAIPBS. The tubes were incubated at room
temperature for 1h. The bacteria were washed twice with PBS and filtered with Whatman
BLACK NUCLEPORE membranes, pore size 0.2pm. The filters were washed twice with
PBS, moved to microscope slides and sealed with a drop of immersion oil. The slides were
kept dark.

Basic ELISA protocol. A basic protocol is described below, but the exact conditions
in each experiment are described in context of the results described below. 0 to 107 bacteria
suspended in buffer were introduced in the mucus coated wells. Unless otherwise stated, 0.1

mg/ml mucus concentration and 107 bacteria/well were used. In some experiments, Bio-
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Mos (Alltech, Nicholasville, KY) was added together with the bacteria diluted in PBS at the
below described concentrations.

The plates werc incubated at +37°C or room temperature for 1 hour. The plates were
washed with buffer (PBS or HEPES-Hanks, 300ul), three times. Unspecific binding was
blocked either with milk, fetal bovine serum or BSA (bovine serum albumin) in PBS. The
plates were incubated for Thour at +37°C or room temperature. The blocking buffer was
removed and primary antibody was introduced in dilutions between 1:200 and 1:100 000.
The antibody was diluted in blocking buffer. The plates were again incubated for 1 hour at
+37°C or room temperature and washed three times with PBS or HEPES-Hanks. Secondary
antibody was added in dilutions between 1: 1000 and 1: 100 000 in blocking buffer. The
plates were incubated for 1 hour at +37°C or room temperature, After the last incubation,
the plates were washed five times with PBS (300ul/well) to ensure that all free secondary
antibody was completely removed. Substrate was added and the plate read with an ELISA

reader and/or photographed.

Example 2
Intestinal mucus concentration

In order to identify concentrations of mucus in the coating suspension, wells were
coated with suspensions with different mucus concentrations. Mucous concentration was a
variable identified to be important for assay reliability (e.g., if the mucus concentration is
too low the bacteria may bind to the plate instcad of mucus). Basic method: Radioactive
attachment assay (see above Matcrials and methods). Plates: 96-well PET plates (soft
plates); Mucus: Pig proximal ileum, 0.0-0.2 mg protein/ml coating buffer; Bacteria: E. coli
strain ALI84 on one plate, E. coli strain AL1446 on the other platc; 107 bacteria/well.
Buffer: HEPES-Hanks; Blocking: No blocking; Primary antibody: None; Secondary
antibody: None; Incubation temperature: +37°C. The effect of mucus concentration of E.
coli ALI 84 and AL1446, as measured by radioactively-labeled bacteria in shown in Figure
1. |

Figure 1 indicates that the bacteria showed optimal adherence to the wells with no
mucus. In order to verify that the bacteria attach to the mucus and not to the plate, a
relatively high mucus concentration (0.lmg protein/ml coating buffer) was identified and

chosen for subsequent experiments. Thus, in some embodiments, the present invention
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utilizes a suitable mucous concentration for coating wells (e.g., an amount that reduces

and/or eliminates bacteria binding to plate wells).

Example 3
Analysis of inhibitory effects of primary antibodies on bacterial adherence

To test if the primary antibodies influence the adherence of bacteria, bacteria in
mucus coated wells were incubated with antibody dilutions ranging from no antibody to
1:200. Basic method: Radioactive attachment assay (scé Materials and methods). Plates:
96-well PET plates (soft plates); Mucus: Pig proximal ileum; Bacteria: E. cofi strain ALI84
on one plate, E. coli strain AL1446 on the other plate. 107 bacteria/well; Buffer: HEPES-
Hanks; Blocking: No blocking; Primary antibodies: HRP=HRP-conjugated anti-E. coli;
BP2022=unconjugated anti-£. coli, Biotin=biotin-conjugated anti-E. Coli; Secondary
antibodies: No 2nd antibody; Incubation temperature: +37°C.

As described in Figures 2 and 3, two different first primary antibodies enhanced the
adhercnce of the bacteria to mucus at the lowest concentration (diluted 1:20000) but slightly
reduced the adherence at the 1:200 dilution. It is possible that the F¢ region of the two first
antibodies is free to attach to the mucus, whereas the binding of this region to the mucus is
blocked by biotin in the third antibody. At a low concentration, the two first antibodies may
act to associate the bacteria and mucus (Fab region binding to bacieria and Fc region
binding to mucus). At higher concentrations, (dilution 1:200), the binding of bacteria to the
mucus is reduced as antibodics are apparently blocking mucus binding sites on the bacterial
surface (or bacteria binding sites on ﬂ](-: mucus). The biotin-conjugated antibody had a very
small effect; it appears to have enhanced adhesion. Furthermore, in this experiment, primary
antibody was added together with the bacteria, but in the colorimetric attachment ELISA
methods described herein, the bacteria are first incubated alone for 1 hour. Thus, in some
embodiments, the effect of antibodies on bacterial adherence/binding (c.g., antibody
actually increasing or decreasing bacterial adherence) is reduced and/or eliminated when the
bacteria have attached to the mucus (e.g., in the absence of antibody). Also, in some
embodiments, fetal bovine serum or other blocking agent can be utilized for blocking
unspecific binding. Thus, in some embodiments, the present invention provides that HRP-
conjugated primary antibody and non-conjugated primary antibody alter (e.g., enhance or
inhibit) adherence of bacteria to mucus in a conventional, radioactive attachment assay, and -

that the colorimetric assay of the present invention does not suffer from such alteration.
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Furthermore, as all antibodics tested appeared suitable for methods described herein, the
present invention also provides that binding/attachment assays of the invention are suitable

with a wide varicty of antibodies (e.g., non-conjugated and conjugated antibodics).

_ Example 4
Non-specific color development by E. coli with ELISA-substrates

The ability of the two selected strains of E. coli to produce an non-specific color
reaction with ELISA-substrates was tested. The experiment was carried out in microfuge
tubes incubating bacteria with the substrates. A microfuge mcthod (See Example |
Materials and methods) was utitized.

As shown in Figures 4 and 3, the color produced by the bacteria was minimal and
comparable to the color development of the substrate only. Within a time frame of about 5
to 30 minutes, none of the substrates produced a significant color reaction. Thus, in some
embodiments, the present invention provides that each of the ELISA substrates described

hercin is suitable for use in an adherence/attachment assay of the invention.

Example §
Non-specific color development by mucus with ELISA-substrates

Five mucus samples from a - year old pig were tested for their ability to produce an
non-specific color reaction with the ELISA substrates. An ELISA was performed as
described in Example 1 Materials and methods. Plate: Soft plate; Mucus: Pig proximal
tleum, mid and distal ileum and proximal and distal colon; Bacteria: No bacteria;
Antibodies: No antibodics; Buffer: PBS; Blocking: 1% BSAIPBS Ihour; Incubation
temperature: +37°C; Substrate: All six substrates shown in Figure 6.

As shown in Figure 6, the mucus from pig ileum but not colon produced a color
reaction with para-nitrophenyl phosphate (pNPP). Other substrates did not rcact with the
mucus. The color production of pNPP may be due to an intrinsic phosphatase present in the
ileal mucus. Thus, the present invention provides, in some embodiments, mucus from pig
ileum but not colon produces a color reaction with para-nitrophenyl phosphate (pNPP).

Other substrates did not react with the mucus.

Example 6

Primary antibody specificity testing
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The specificity of the primary antibody was tested with fluorescence microscopy. In
brief, the bacteria were blocked with BSA, incubated first with a primary and then with a
secondary, FITC-conjugated antibody. The fluorescence was visualized with a fluorcscence
microscope. The FITC method described in Materials and Methods of Example 1 was
utilized.

All samples with the secondary antibody showed some fluorescence even if primary
antibody was absent, and the concentration of the sccondary antibody produced the most
remarkable differences between the samples. Thus the present invention provides that, in
some embodiments, non-specific binding can be attenuated and/or inhibited using fetal

bovinc serum (FBS) and/or bovine serum albumin (BSA)

Example 7
Non-specific binding of antibodies to mucus or plate
To test if antibodies bind non-specifically to the plate or mucus without bacteria,
primary and sccondary antibodies were added into a mucus coated plate. The ELISA
method described in Example 1 was utilized. BSA was used for blocking non-specific
binding. Plate: MaxiSorp plate; Mucus: Pig proximal ileum; Bacteria: No bacteria;
Blocking: 1 % BSA in PBS; Buffer: PBS; Primary antibodics: sec Tablc 1; 200ul of
different dilutions in 1 % BSA in PBS; Secondary antibodies: see Table 1; 200ul of
different dilutions in 1 % BSA in PBS; Incubation temperature: +37°C; Substrates: TMB
(for HRP-conjugated 2nd antibodics), pNPP (for AP-conjugated 2nd antibodics). Figurcs 7
and 8 shows the plate layout for testing of non-specific binding of antibodies to mucus or
plate, and results of non-specific binding, respectively. No bacteria were used in the
experiment. Thus, in some embodiments, the f)resent invention provides a strong non-
specific binding of the antibodies to the mucus or plate. In some embodiments, BSA is not

an appropriate blocking agent for the attachment assays of the invention.

Example 8
Testing blocking agents to prevent non-specific binding of antibodies
The secondary antibody bound strongly to mucus/plate without addition of any
bacteria or primary antibody (See Figure 8). Thus, milk and fetal bovine serum were tested
in place of BSA for blocking the non-specific binding. The basic ELISA method described

in Example 1 was utilized. Plate: MaxiSorp plate; Mucus: Pig proximal ileum; Blocking:
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5% non-fat milk powder in PBS or 10% fetal bovine serum in PBS for 1h at+37°C; Buffer:
PBS; Primary antibodics: sec Table 2; 200ul of different dilutions in the blocking buffer;
Secondary antibodies: see Table 2; 200ul of different dilutions in the blocking buffer;
Streptavidin-conjugated secondary antibody was used in dilutions of 1: 1000 and 1: 10000,
according to the manufacturer's recommendation. Incubation temperature: +37°C;
Substrate: TMB. Figure 9 shows the plate layout for the assay. Primary antibodies: HRP =
HRP-conjugated 1st ab, BP2022= non-conjugated polyclonal anti-E. coli 1st antibody;
Biotin= biotin-conjugated anti-£. coli ist antibody. Sccondary antibodies: HRP=HRP-
conjugated IgG; StrHHRP=HRP-labeled streptavidin. No bacteria were used in this
experiment,

As shown in Figure 10, fetal bovine serum blocked non-specific binding more
efficiently than milk. Non-specific binding was minimal with the biotin-streptavidin-
complex and strongest with BP2022 -primary antibody. Bascd on this experiment, 10% fetal
bovine serum in PBS was chosen for blocking in experiments. Thus, the present invention
provides that 10% fetal bovine serum in PBS was a suitable blocking agent for attachment

assays of the present invention.

Example 9
Bacterial binding to mucus coated plates

Optimization of the whole ELISA protocol (including both mucus and

bacteria) was commenced by optimizing the dilution of the antibodies and the
number of bacteria/well. The basic ELISA method described in Example 1 was utilized.
Plate: MaxiSorp plate; Mucus: Pig proximal ileum; Bacteria: E. coli strains ALI84 and
AL1446, the number of bacteria/wel! is indicated in Figure 11. Buffer: HEPES-HanksIPBS;
Blocking: 10 % feta! bovine serum in PBS; Primary antibodies: 200ul of different dilutions
in the blocking buffer (Figures 11 and 13); Secondary antibody: 200ul of different dilutions
in the blocking buffer (Figure 13); Incubation temperature: +37°C; Substrate; TMB.,

As shown in Figures 12 and 14, the biotin-streptavidin complex was more specific
than the HRP-conjugated primary antibody. No unspecific binding was observed (Sce Figure
14, controls, two separate rows). This confirmed the result obtained in Example 8.

Thus, it was determined to continue with the biotin-streptavidin combination only.
Figure 14 shows that a dilution of 1; 1000 was able to produce a reaction on even smaller

number of bacteria, and therefore this dilution was chosen for additionat experiments. The
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dilution of the primary antibody was also optimized. Figure 14 shows that 1: 10 000 was too
small of a dilution of secondary antibody (streptavidin-HRP) to be useful for detccting a
small number of bacteria (thus, in some embodiments, a 1:1000 dilution was utilized).
Biofin-streptavidin combination was more specific than other antibodies and was
utilized in subsequent experiments. Thus, the present invention provides that, in some
embodiments, 10 bactcria/well is an optimal number of bacteria to utilize in a attachment
assay of the invention, although greater (e.g., more than 107 bacteria/well (c.g., 10° bacteria,
10 bacteria, 10" bacteria or more)) or fewer (c.g., less than 107 bacteriaiwell (e.g., 10°
bacteria, 10 bacteria, 10 bacteria or less)) can also be utilized. A 1:1000 - 1:10 000
dilution of primary antibody was optimal in this experiment, but the amount ofprirﬁary
antibody can be above or below this range. In some embodiments, an amount of primary

antibody is chosen so as not to limit the color reaction.

.Example 10
Lincarity of the ELISA in detecting the number of bacteria

In order to estimate the lincar range of the ELISA method, the ELISA was
performed with different numbers of bacteria/well. The basic ELISA method described in
Example 1 was utilized. Plate: MaxiSorp plate; Mucus: Pig proximal ileum; Bacteria: £.
coli strain ALI84, 107 bacteria/well; Bufier: PBS; Bio-Mos: None; Blocking: 10 % fetal
bovine serum; Primary antibody: biotin-conjugated primary antibody, 1: 1000 dilution in
blocking; Buffer; Secondary antibody: HRP-conjugated streptavidin, 1: 1000 dilution in
blocking buffer; Incubation temperature: +37°C for one plate, room temperature for the
other plate; Reagents at room temperature; Substrate: TMB.

The absorbance at 620 nm versus the number of bacteria was plotted. For bacterial
counts up to 10° bacteria/well, the relationship was linear (See Figure 16), but from 10° to
10, the closest fit trend line was logarithmic (See Figure 15). Thus, the present invention
provides that at a certain number of bacteria/well, the ability of mucus to bind to bacteria
decreases as the binding sites become saturated.

Thus, in some embodiments, an assay of the invention is linear through a range of
bacterial cell numbers/well (e.g., from 0 through about 10° bacteria per well). In some
embodiments, the present invention provides a highly sensitive calculation of bacteria
attached per well. In some embodiments, the methods of the invention are standardized

(¢.g., to achieve repeatable, comparative results).
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Example 11
The effect of Bio-Maos on bacterial adherence

To test the linearity and resolution of the ELISA-mcthod, different concentrations of
Bio-Mos were used to block the adhesion of bacterial cells to mucus. The results using the
basic colorimetric ELISA described in Example 1 were compared with results obtained
utilizing the radioactive attachment assay also described in Example 1. Plate: MaxiSorp
plate and soft plate; Mucus: Pig proximal ileum; Bacteria: E. coli strains ALI84 and
ALI1446, ~107 bacteria/well. The same suspension of radioactively labeled bacteria was used
for both plates to ensure that the plates were identical; Buffer: HEPES-Hanks, PBS; Bio-
Mos: Concentrations 0-20 g/, diluted in PBS; Blocking (only MaxiSorp plate): 10% fetal
bovine serum in PBS; Primary antibody (only MaxiSorp plate): biotin-conjugated primary
antibody (1:1000 in blocking buffer); Secondary antibody (only MaxiSorp platc): HRP-
conjugated streptavidin (1:1000 in blocking buffer); Incubation temperature: +37°C;
Substrate: TMB.

As shown in Figures 17A and 17B, the radioactive assay detccted differences in
bacterial adherence when different concentrations of Bio-Mos were used. After performing
the ELISA, both plates were measured with scintillation counter (Smin/well). Figurc 17B
shows that the scintillation counts are lower after performing the ELISA, supgesting that
bacteria were washed away during the ELISA. However, a clear effect of Bio-Mos was
obscrved.

An unexpected feature of the colorimetric ELISA method was identified in that it
was able to detect attachment differences between wells with no bacteria (controls) and
wells with the greatest concentration of Bio-Mos (with the smallest number of bacteria)
(See Figure 17A), whercas the scintillation counts of the wells with the greatest Bio-Mos
concentration are close to the no bacteria control (Figure 15). Thus, the present invention
provides, in some embodiments, an ELISA method that can detect a attachment/adhcrence
differences between wells with the greatest concentration of Bio-Mos (with the fewest
number of bacterial cells) and with no bacteria (controls) (e.g., the colorimetric assay is

much more sensitive than the radioactive assay in this concentration range).

Example 12

Bacterial numbers important for detecting attachment alteration effects
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The aim of this experiment was to find the number of bacteria/well for detecting the
effcct of Bio-Mos. Basic method: ELISA (see Materials and methods); Plate: MaxiSorp
plate; Mucus: Pig proximal ileum; Bacteria: E. coli strains ALI84 and AL1446, 0-108/well;
Bio-Mos: Concentrations 0-20gll dituted in PBS; Buffer: PBS; Blocking: 10 % fctal bovine
serum; Primary antibody: Biotin-conjugated primary antibody, 1: 1000 dilution in blocking
buffer; Sccondary antibody: HRP-conjugated streptavidin, 1: 1000 dilution in blocking
buffer; Incubation temperature; +37°C; Substrate: TMB.

As shown in Figures 18-19, it was determined that, in some embodiments, the
number of bacteria/well should cxceed 10° in order to produce detectable differences. Clear
differences can be seen when using 107 bacteria/well. 10% bacteria/well also produces clear
differences, but the reaction reaches its endpoint very fast and can thus cause variation as
the substrate cannot be added simultaneously to all wells. Tt is also possible that at very
high number of bacteria/well, antibody- or substrate concentrations or mucus binding sites
become limiting. Therefore, subsequent experiments were performed with ~107
bacteria/well. With both E. coli strains, very low concentrations of Bio-Mos appeared to
enhance the attachment of the bacteria to the mucus. Thus, in some embodiments, assays of
the present invention have identified that relatively low levels (e.g., about 0.1 to about 1.0
g/l) of an inhibiting agent (e.g., Bio-Mos) removes bacteria more efficiently than a larger

amount of agent.

Example 13
Improved washing method

Until now, 2 Nunc immunowash device was utilized for washing steps, but due to
considerable variation between replicate wells, it was determined that this may be too rough
of a method. Therefore, a differcnt washing method was tested in order to minimize the
variation between samples. The new method was based on shaking away the liquids. Basic
method: ELISA (sec Materials and methods); Plate: MaxiSorp plate; Mucus: Broiler
duodenum; Bacteria: E. cofi strain ALI84, 107 bacteria/well; Buffer: PBS; Bio-Mos:
Concentrations 0, 0.1, 1 and 10, added together with bacteria; Blocking: 10 % fetal bovine
serum; Primary antibody: Biotin-conjugated primary antibody, 1: 1000 in blocking buffer;
Secondary antibody: HRP-conjugated streptavidin, 1: 1000 in blocking buffer; Incubation
temperature: +37°C; Substrate: TMB. As shown in Figure 20, the new washing method

("shake wash") provided superior results for the ELISA method. The overall signals were
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greater, and greater differences were detected between different Bio-Mos concentrations.
The new method is also faster and allows handling several plates simultancously. However,
it is important that the method be performed under conditions to avoid mixing the contents
of the wells. Thus, the present invention provides a new shake-wash method that is superior
to conventional washing methods. In the shake-wash method wash buffer is added with a
pipette to the well before pently shaking the plate upside down to empty the wells without
allowing the solution to transfer from one well to another. This is repeated as many times

as necessary,

Example 14
Primary antibody concentration
Until now, a 1: 1000 dilution of the primary antibody had conventionally been
utilized in radioactive assays in order to ensure that the antibody concentration did not limit
the sensitivity of the ELISA. Thus, if an assay of the present invention is to be utilized in
large scale settings, antibody dilution may play a critical role in deployment of the assay.
Dilution of primary antibody was tested to determine feasibility of deployment of the assay
on a large scale. The basic ELISA describe in Example 1 was utilized; Plate: MaxiSorp
plate; Mucus: Pig proximal ileum; Bio-Mos: Concentrations 0, 5 and 10 g/l diluted in PBS;
Bacteria: E. coli strain ALI84, ~107 bacteria/well; Blocking: 10 % fetal bovine scrum in
PBS; Primary antibody: 200y of biotin-conjugated primary antibody (in a range of 1: 1000-
1: 10 000) in blocking buffer); Secondary antibody: 200ul of HRP-conjugated streptavidin
(1: 1000 in blocking buffer); Incubation temperaturc: room temperature; Substrate: TMB.
The 1: 1000 dilution provided a good resolution between Bio-Mos levels, although
lesser dilutions also worked well. Thus, in some embodiments, a dilution of 1:1000 or less
(e.g., 1:900, 1:750, 1:500, or less) is utilized to provide discernable resolution differences in
an assay of the invention. Thus, in some embodiments, a dilution of primary antibody is
chosen that is capable of saturating all binding sitcs on the bacteria tested in an assay. In
some embodiments, if an assay of the invention is utilized for detecting the effect of very
low amounts (¢.g., concentrations of about 0.0001 g/l to about 1.0g/1), of attachment
inhibiting agent (e.g., Bio-Mos) even smaller dilution of primary antibody may be utilized

(e.g., 1:750, 1:500 or less (c.g., to ensure that antibody concentration does not limit color
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development). Alternatively, in some embodiments, the number of bacteria per well is

reduced to increase color formation,

Example 15
Assay reaction volume

Colorimetric signal developed extremely rapidly in wells with the greatest number
of bacteria. Therefore, it was determined whether a smaller mucus area (c.g., that is capable
of binding fewer bacteria (c.g., thereby reducing signal intensity)) would reduce the signal
intensity. It was also determined if it is possible to reduce the amount of reagents by
reducing the volume needed to fill the coated well, Wells with a smaller mucus arca
worked well, and the detection limit of bacteria/well was similar to results obtained in
earlier examples. The color developed slower than carlier. Thus, the present invention
provides that, in some embodiments, the volume of the mucus in a single well can be
between about 2001 to about 300p1 (¢.g., depending upon the strength of the signal
desired). In some embodiments, the volume of mucus can be less than 200p! (e.g., 150pl,
1001, or less) or more than 300ul (e.g., 3501, 400ul, or more). In some embodiments, the
present invention provides that smaller volumes of mucus coating permits use of fower
reagents (e.g., about half the amount of reagents is sufficient for wells with 200! of mucus
compared to the amount required with a well containing 300ul of mucus) without a loss of
assay sensitivity and functionality (e.g., detectable signal). Thus, the present invention
provides methods and assays for maintaining assay sensitivity and functionality while

concurrently reducing expense related to reagent depletion.

Example 16
Mucus source

In previously conducted experiments (e.g., Examples 1-15), pig proximal ileum
mucus had been utilized. In order to determine if colorimetric detection 1s possible with
other sources of mucus, multiple other sources of mucus were tested (e.g., pig proximal
ileum, pig distal colon, broiler duodenum and broiler caccum) in the context of the ELISA
assay described in Example 1. Plate: MaxiSorp plate; Mucus: Pig proximal ileum and
distal colon, broiler duodenum and caccum; Bacteria: E, coli strain ALI84, 107
bacteria/well; Buffer: PBS; Bio-Mos: Concentrations 0, 0.1, 1 and 10, added together with

bacteria; Blocking: 10 % fetal bovine serum; Primary antibody: Biotin-conjugated primary
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antibody, 1: 1000 dilution in blocking buffer; Secondary antibody: HRP-conjugated
streptavidin, 1: 1000 dilution in blocking buffer; Incubation temperature: +37°C; Subsirate:
TMB.

As shown in Figure 21, bacteria displayed different levels (c.g., strength and/or
affinity) of attachment depending upon the type of mucus utilized. For example, bacteria
tested displayed almost a two fold greater attachment to mucus obtained from broiler
duodcnum and broiler caccum than to mucus obtained from pig iliem and pig colon.
However, the colorimetric agsay was sensitive and robust enough to capture the different
levels of bacterial adherence, as well as the ability of a blocking agent (e.g., Bio-Mos) to
inhibit bacteria adherence to mucus over a range of blocking agent concentrations. Thus, in
some embodiments, the present invention provides a non-radioactive, colorimetric binding
assay that find utility with various types and/or sources of mucus (c.g., from different

animals and from different portions of the digestive tract {e.g., gut)).

Example 17
Radioaclive assay versus colorimetric assay

A side-by-side experiment was conducted to compare materials and methods utilized
in the colorimetric assay of the invention with materials and methods utilized in
conventional radioactive assays and to assess ¢ach assay’s ability to detect Bio-Mos induced
differences in bacterial adherence. Plates: MaxiSorp plate and soft plate; Mucus: Pig
proximal ileum; Bio-Mos: 50pul/well in different céncentrations, diluted in PBS; Bacteria:
~107 bacteria/well. The same suspension of radioactively labeled bacteria was used for both
plates to ensure that the plates arc identical, Blocking (only on MaxiSorp plate): 10 % fetal
bovine scrum in PBS; Primary antibody (only on MaxiSorp plate): 100 of biotin-
conjugated primary antibody (1: 1000 in blocking buffer); Sccondary antibody (only on
MaxiSorp plate}: HRP-conjugated streptavidin (1: 1000 in blocking buffer); Incubation
temperaturc: Room temperature; Substrate: TMB; After the ELISA, both plates were filled
with scintillation liquid and radioactivity was measured with a scintillation counter.

The effect of Bio-Mos was obscrved to be very similar utilizing the materials and
methods of both assays. Low concentrations of Bio-Mos appeared to enhance the
attachment of the bacteria to the mucus. Although a mcchanism is not necessary to practice
the invention and the invention is not limited to any particular mechanism of action, in some

embodiments, at the lowest concentrations, Bio-Mos or other type of inhibitory agent
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participates in the formation of aggregates of the bacteria. Thus, cven if the lowest
concentration increased the attachment as measured by the assays, it is likely that (e.g., in
the context of the lumen of the gut) the aggrepates are more casily washed away from the
gut. Thus, low Bio-Mos or other inhibitory agent concentration {e.g., identificd and/or
characterized by methods of the invention described herein) may actually remove bacteria
more efficiently than and/or as efficiently as higher concentrations.

As seen in Figure 22, at very low concentrations of Bio-Mos, the absorbance of the
two methods differed somewhat. The trend of the ELISA line is similar aiready at very carly
time points (=low absorbances), and thus the downward trend from 1.0g/1 to 0.1g/1 is
unlikely to result from limitations in the capacity of the ELISA rcader. It is possible that
color development might be limited by the concentrations of antibodies or substrate, but this
hypothesis does not explain the slight downward trend from 1.0 g/l to 0.1 g/1.

These results and those of the other examples show that the highest absorbances are
obtained with either 0.1 g/l or 1.0 g/l. Thus, the present invention provides that the
variation is caused, in some cmbodiments, by differences in the number of bacteria between
experiments. Thus, in some cmbodiments, for comparable results, one can usc the same
bacterial suspension or standardize the culturing method to make sure that the original
number of bacteria is similar in parallel experiments. Thus, in some embodiments, reducing
the number of bactcria/well might ensure that Bio-Mos and/or other blocking agent (e.g.,
test agent) concentration is the most limiting factor, instcad of the number of mucus binding

sites or antibody or substrate concentrations.

Example 18
Non-radioactive bacterial binding assay

Experiments were conducted during the development of embodiments of the
invention in order to further test use of the colorimetric ELISA generated herein for
measuring pathogen attachment and to assess the degree of test agent alteration of the
attachment. Thus, experiments were conducted to determine if the assay could be utilized
to screen test agents that may or may not alter (e.g., inhibit) bacterial attachment to mucus.
Thus, experiments were conducted to determine if the assay could be utilized to screen test
agents that may or may not alter (e.g., inhibit) bacterial attachment to mucus. In short, the
present invention provides an alternative to using radioactive, live pathogens (e.g., an assay

of the invention need not use live nor radioactive bacteria (c.g., the present invention
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provides that ethanol-inactivated bacteria can be utilized in an attachment assay)) and also
provides air dried, mucus coated plates. Thus, methods developed during development of
embodiment s of the invention provide significant benefits over conventional methods in
that, in some embodiments, the methods provided herein eliminate the need to use live
and/or radioactive bacteria (e.g., pathogenic bacteria) and also climinate the need to adjust
bacterial density cach time the assay is conducted.

Storage and uniformity of the bacterial preparation. As described in Examples 9, 10
and 12, the density of bacterial preparation used in the attachment assay was identified as an
important variable in the reaction. At low bacterial density the signal was weak, whereas at
high bacterial density the signal was above the linear range. From these data, it was
determined that for accuracy, sensitivity and comparability of successive assays, a fixed
bacterial density was needed. 1t was also determined whether a standard, bacterial
suspension (e.g., for use in a serics of assays not taking place at the same time (e.g., on
different days, or in different weeks or months)) could be generated (e.g., that was easy to
store, use, and that was non-pathogenic). A plurality of bacterial preservation and
inactivation methods were identified and tested including preservation and inactivation by
chemical fixatives (e.g., ethanol, glutaraldehyde, formalin, DMSO), inactivation by UV
irradiation, and use of frozen, live bacterial suspension

Conservation of the mucus-coated plates. In the previously described assays (e.g.,
Example 1-15), 96-well plates were coated with mucus cach time the assay was run. As
described, this procedure required overnight incubation. Thus, experiments were conducted
to determine if this time consuming process could be replaced (e.g., by pre-coated, long
term storable mucus coated plates). A variety of methods were tested including freczing

coated plates as well as air drying the plates and using post long term storage (e.g., with

different mucus types).

Methods.

Culturing and inactivation of bacteria. Bacteria were grown at 37°C in Luria broth
and transferred in a fresh medium (10% inoculum) one day before intended tests. Multiple
different methods of inactivating or preserving bacteria were tested:

Freezing: grown bacterial culture was frozen at -20°C. Before usc, the culture was
thawed at room temperature. One batch was frozen with glycerol to protect the cells from
damage during freezing, but this approach was discontinued as collecting bacteria from

glycero!l was problematic and produced non-useful results.
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Ethanol: 99% ethanol was added 1:1 to bacterial culture in Luria broth to produce a
50% ethanol solution. The suspension was stored at 4°C.

Glutaraldchyde: glutaraldehyde was used at 4% final concentration. The suspension
was stored at 4°C.

FFormalin: formaldehyde was used at 4% final concentration. The suspension was
stored at 4°C.,

UV: the cuiture was irradiated under a UV lamp for 30 or 60 minutes. The
suspension was stored at 4°C.

Dimethy! suifoxide: DMSO was added in the culture at 10% concentration. The
suspension was stored at 4°C.

Hcat: The culture was heated at 70°C for 30 minutcs and thereafter stored at 4°C.

Bacteria were harvested by centrifugation just before use.

Preparing and conserving the mucus-coated plates. Mucus scraped from the
intestine of piglets was diluted in NaCQ; -buffer (pH 9.6) to produce a suspension with 0.1-
0.3 mg mucus protein/ml. 300 ul of this suspension was introduced into cach well on a 96-
well IgA plate. The plate was incubated at 4°C overnight.

In air-drying, the plates were washed twice with PBS and dried in a laminar flow
cabinet overnight. The plates were stored at room temperature in plastic bags. Prior to use,
300 ul PBS was introduced into cach well and the mucus was allowed to rehydrate for 10
minutes, after which the PBS was removed by gently shaking the plate upside down.

For freezing, the plates were frozen at —20°C with the mucus suspension. Prior to
usc, the plate was thawed at room temperature and washed three times with PBS.

The fresh plates were washed three times with PBS after overnight coating with
mucus.

Results

Initial screening of the bacterial conservation methods using the radioactive assay.
Three methods using prescrved bacteria appeared satisfactory as compared to the assay with
fresh bacteria (See Figure 23). These were cthanol, UV irradiation and freezing (the other
methods were identified as being not suitable for the assay). Data for UV and DMSO-
inactivated bacteria is not shown in Figure 23 as diffcrent bacterial suspensions were used.
DMSQ inactivation dramatically inhibited bacterial adherence whereas UV irradiation of

the test bacteria yielded relatively good adherence results.

s
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In addition to absolutc adherence, the capability of the method to detect the effect of
test agent inhibition of attachment was also characterized. The results for the bacterial
conservation methods other than DMSO and UV-irradiation arc shown in Figure 23.
Regardless of the method chosen, the assay was able to reveal that Bio-Mos inhibited E. coli
adherence,

ELISA assays with selected bacterial conservation methods. Based on these results,
three bacterial inactivation methods were tested in the ELISA bacterial detection system.
While the present invention is not limited to any mechanism of action and an understanding
of the mechanism of action is not necessary to practice the invention, it is possible that
fixing the bacteria by any of the above-mentioned methods would change antigenic
characteristics of the bacteria thus leading to failure of the antibody-based methods to detect
the modulated bacteria. However, the ELISA method appeared to work for the tested
bacterial preparations. Of the bacterial inactivation methods, the UV-inactivation and
freczing were better than ethanol conservation considering absolute bacterial adhesion
efficiency, as shown in Figure 24. However, these methods have major drawbacks when
considering practicality of use: UV-inactivated bacterial suspension is stable only when
unopened, but is easily spoiled by other bacteria when exposed to ambient microbes. The
frozen bacteria, on the other hand, are still alive and may start growing or be metabolically
active after thawing. This will influence accuracy and reproducibility of the assay.
Furthermore, safety issues have to be considered when working with live bacteria.

Optimizing the ethanol concentration in bacterial suspension. Even though it
appeared that the bacterial conservation by cthanol was not ideal, it was determined to
continue to attempt to develop this approach due to the other benefits the method provided.
Initially, cthanol at 50% concentration was utilized based on its ability to kill bacteria.
However, other alcohol concentrations were tested to determine the effect of alcohol
concentration on bacterial adhesion. Tt was determined that ethanol concentration affected
significantly the efficiency of bactetial adherence. While the present invention is not
limited to any mechanism of action and an understanding of the mechanism of action is not
necessary to practice the invention, in some embodiments, the present invention provides
that ethanol detaches or destroys fimbriae essential for the binding, or changes other
antigenic propertics of the bacteria. Ethanol at a concentration of 40% appeared
significantly better than 50% ethanol when considering the efficiency of adherence. The

surprising nonlinear trend shown in Figure 25 was observed repeatedly.
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Conservation of the mucus-coated plates. The ability of bacteria to adhere on
mucus-coated plates conserved by air-drying and freczing were tested by comparing them
with freshly coated plates. In tests with radio-labeled bacteria an air-dried platc was
comparable to a freshly coated plate, whereas the frozen plate gave somewhat higher
counts. Each method was tested using a non-radioactive ELISA method of the invention.

As shown in Figure 26, air-dried plates gave a weaker signal than the freeze stored
and freshly coated plates. However, the effect of Bio-Mos on bacterial adhesion was clear
with all methods used. Thus, the present invention provides a method of using previously
generated and stored mucus coated plates (e.g., air-dried or freeze-stored plates).

Rehydration time of the dried plates. Time spans from 1 minute to 12 hours were
tested to rehydrate the air-dried plates before running the assay. Tt was determined that
rehydration time did not greatly influence the results of the assay, but in order to obtain
comparable results, a constant (e.g., 10 minute) rehydration time was utilized for al!
subscquent assays.

Mucus concentration in the weils. Mucus concentration in the wells had been tested
previously, but it was decided to test whether the adherence of the bacteria could be
enhanced with a higher mucus concentration. Three levels of mucus in the coating buffer
were tested; the levels corresponded to 0.1 mg/ml, 0.2 mg/m! and 0.3 mg/ml of protcin,
respectively. The adherence of bacteria clearly improved when the mucus concentration
was increased, 0.3 mg protein/ml yiclding the highest adherence,

Detecting an alteration in bacterial adherence using a test agent (e.g., Bio-Mos).
Based on the preliminary scintiliation and ELISA experiments, ethanol-inactivated bacteria
and air-dried plates were utilized to test the effect of a test agent (e.g., Bio-Mos) and its
ability to alter adherence of bacteria to mucus. Data obtained showed that the resulting
curve was highly similar to the curve obtained when conducting ELISA with fresh bacteria
and plates.

Applicability to other mucus types. The ELISA (using stored plates and EtOH
inactivated bacteria) was tested with other mucus types. The ELISA produced useful data
using multiple types of mucus including pig proximal ilcum, pig distal colon, broiler
duodenum and broiler caccum. The present invention provides that ELISA using stored
plates and EtOH inactivated and stored bacteria provides useful data regarding, and the
effect of a test agent ability to block bacteria attachment/adhesion (e.g., Bio-Mos) was

similar regardless of the source of mucus. Thus, the present invention provides
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compositions (e.g., cthanol-inactivated bacteria and air-dried mucus coated plates) and
methods (¢.g., non-radioactive ELISA) useful for monitoring and characterizing bacterial
cell attachment/adhesion to mucus that is casy to use, safe, and the materials are casily
stored and transported.

Further characterization of the non-radioactive bacterial binding assay. Experiments
were conducted during development of the invention in order to determine if the non-
radioactive assays provided hercin were reliable, reproducible and minimized variability.
Variation between different batches of bacteria and plates was tested and the reproducibility
of the assay was determined (e.g., by running on different days (between plate-variation)
and monitoring in plate-variation of replicate samples).

Methods

Culturing and inactivation of bacteria. The bacteria were grown at 37°C in Luria
broth and transferred in a fresh medium (10% inoculum) one day before inactivation with
ethanol. Bacteria were inactivated and preserved by adding ethanol directly in the overnight
grbwn culture to the final concentration of 40% vol/vol. The suspension was stored at 4°C
and harvested by centrifugation just prior to use. The petlet was suspended in the original
volume of Luria broth to obtain a suspension with approximately 10*bacteria/ml.

Preparing and conserving the mucus-coated plates. Mucus scraped from the
intestines of piglets was diluted in NaCOs buffer (pH 9.6) to produce a suspension with 0.3
mg mucus protein/ml. 300 pl of this suspension was introduced into cach well on a 96-well
IgA plate. The plate was incubated at 4°C overnight. The plates were then washed twice
with PBS and dried in laminar flow cabinet overnight and stored at room temperature in
plastic bags. Prior to use, 300 ul PBS was introduced into cach well and the mucus was
allowed to rehydrate for 10 minutes, after which the PBS was removed by gently shaking
the plate upside down.

ELISA method. Mucus-coated, air-dried plates were allowed to rchydrate for 10
minutes with PBS before adding 100 pl of bacterial suspension and 100 pl of either Bio-
Mos suspension in PBS or 100 ul of pure PBS. The samples of treatments werc assigned
randomly to the wells to avoid systematic errors. The plate was incubated for 1 h at room
temperature, protected from light and evaporation. After the incubation, the plate was
washed threc times with PBS and the blocking buffer (10% fetal bovine serum) was added.
The plate was incubated as described above and emptied. Primary antibody was added, the

platc incubated, and washed as described above. Secondary antibody was added and the
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plate was incubated and washed as described above. Finally, TMB-substrate was added to
the wells and the color was allowed to develop for 15-30 minutes. The reaction was stopped
with sulfuric acid and absorbance measured at 450 nm.

Statistical analyses. Coefficients of variation were estimated for valucs that were
scaled so that the average of zcro samples for each plate was 100%. Within plate and
between plate estimates for coefficients of variation were then calculated for these scaled
values of levels 1 and 2 using the MSEs of one-way ANOVA for between and within
treatment as vartance estimates. This estimation was performed separately for different
levels of Bio-Mos. Power analysis was donc to provide an estimate on how many replicates
would be needed to detect a difference between two treatments, Risk level u=0.05 and
power = 0.8 or 0.9 were used.

Resuits

Variation measured from the replicate samples analyzed in the same plate. For the
product evaluation purposes it is important that when run in scveral replicates in the same
plate, the assay is repeatable, and thus provides a reliable test, the detection limit of which is
known and considered sufficient for the practical use of the assay. For this purpose, the
assay was run in the plate coated with homogenous mucus, and with a single bateh of the
bacterial preparation. Figure 28 shows that there is some well-to-well variation, but the
adherence inhibiting effect of the added Bio-Mos was clear and repeated. Comparison with
the control wells showed that the levels 1 mg/ml and 2 mg/ml of Bio-Mos differed from the
control with the p-value <0.0001. However, the two Bio-Mos levels did not differ from each
other as shown in Figure 28, Cocfficients of variation were calculated separately for cach
treatment.

Variation measured from four different mucus plates

For the product cvaluation purposes it is important that the assay is repeatable. In
order to determine if the assay was repeatable (c.g., at different times using the same
rcagents), the experiment in which the data is shown in Figure 28 was repeated 4 times on
four different days. Each set of tests was carried out on a different day and mucus plate, but
with a single bacterial preparation. The results are illustrated in the four panels of the
Figure 29. The average variation within diffcrent plates were 14%, 14% and 13% for the
plates 1, 2 and 3, respectively, and as high as 22% for the plate 4. Table 1, below, shows the

CVs calculated for cach test within each plate. There appeared to be a trend that the CV was
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lower for the control wells than for those with Bio-Mos. The average CV calculated from all

four test plates and all treatments was 16% (Table 1).

Table 1.
CV measured from the indicated test replicates
Test Plate 1 Plate 2 Plate 3 Plate 4 Mean
No Bio-Mos 1% 8% 8% 23% 1%
Bio-Mos 1 mg/ml 13% 12% 15% 24% 16%
Bio-Mos 2 mg/ml 19% 23% 14% 21% 19%
All 14% 14% 13% 22% 16%

Difference in the absolute signal measured from four different mucus plates. Figure
30 shows the data in the Figure 29, but arranged in a diffcrent way to emphasize the
magnitude of the absolute signal in different tests. The plates were handled similarly but
independently. The samples were assigned randomly to the wells to avoid systematic errors
due to factors such as well position. 1t is noteworthy that the absolute levels of signals vary
from day-to-day even though the attempt has been to repeat every step of the assay exactly
in the same way. While the present invention is not limited to any mechanism of action and
an understanding of the mechanism of action is not necessary to practice the invention, in
some embodiments, the variation is duc to one or more steps including: 1. Mucus binding 2.
Washing of the wells 3. Bacterial binding 4. Washing ofT the free bacteria 5. Binding of the
primary anttbody 6. Washing 7. Binding of the secondary antibody 8. Color development
reaction, However, the present invention provides that although there is some variation in
color development, the variation in limited and does not inhibit the generation of uscful data
(e.g., regarding the ability of one or more test agents to alter (e.g., inhibif) bacterial binding
to mucus).

Comparison of plate-to-plate variation when using relative signals. If and when the
relevant control treatments were present in the same plate as the products to be tested, the
plate-to-plate signal variation is not be problematic. All the signals were changed to relative
values by giving the mean of all control wells the value of 1, and the wells with test
compounds values normalized to that. The normalized results are shown in Figure 31. When
presented as relative signals_ it was observed that the detected magnitude of the Bio-Mos

effect was nearly identical in all plates.
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Variation between batches of bacteria. In order to test variation between batches of
bacteria and plates, multiple, independently grown bacterial cultures were generated, and
multiple, independently made, mucus-coated plates were also generated. The batches were
produced completely independently, using different batches of PBS, Luria broth and
growing each culture from a new frozen storage bead. A similar ELISA assay was
performed with each of the independent plates and cultures. The results of this experiment
are shown in Figure 32.

As shown in Figure 32, the absolute levels of the signals varied from experiment to
experiment, but when compared to the signal of the control tests, the totally independent
studies produced data characterizing nearly the identical effect of Bio-Mos on attachment
(Sec Figure 32)

Power analysis. Using the experimental data, it was possible to estimate the
numbers of replicates required to achieve a desired detection power. By detection power it
1s meant the percent difference between the responses of two test compounds or treatments
that providces a statistically significantly difference from each other. Figure 33 and Table 2
below show the relationship between the detection power and the number of replicates.

The present invention provide that if batches of test agents are being compared, as
few as 5 (or less) replicates are enough to be able to state that two agents (or dilutions
thereof) are different when the product A is, for example, inhibiting adherence by 50%,

whereas the product B is inhibiting it by 66%, then 5 replicates would be enough.

Table 2. Examples of detection power

Number of Differcnce
replicates detected

5 31%

10 22%

15 18%

Based on 80% power at 5% risk level

Example 19

Generation of stable funetional bacterial preparations and mucus coated plates
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Experiments were conducted during development of embodiments of the invention
in an effort to prepare a bacterial suspension that possessed the following characteristics:
fimbriac present and/or retained on prepared bacteria capable of mediating bacterial
adherence on mucus, whercein the fimbriae are numerous and structurally intact permitting
bacteria to bind to and/or adhere to mucus at high affinity; bacteriai surface antigens that
retain their immunological characteristics thereby permitting cfficient binding of primary
antibodics used in ELISA and the killing and/or inactivation of the bacteria in such a way so
as to not alter antibody binding; and/or bacteria preparation carried out in such a way so as
to generate a formulation that has a long shelf life and allows simple and instant use in
ELISA.

Modifications of the non-radioactive bacterial binding assay including the bacterial
inoculum preparations of Example 18 were performed. Experiments were conducted using
a less aggressive and more gentle (e.g., so as to preserve fimbriac and/or bacterial surface
antigens (e.g., for antibody binding)) dual-kill procedure. As described below, a freeze dry
procedure facilitated long term storage of the inoculum. For example, in some
embodiments, the freeze dry procedure permitted the generation of single-use ampoules
containing exactly the correct number of bacteria (¢.g., for use with a mucus coated plate in
an assay (c.g., for use in a kit)). These novel methods and compositions significantly
reduced potential error on a technician’s part (e.g., in having to determine the correct
inoculum size), reduces risk of contamination of the inoculum and minimizes deterioration
of the bacterial preparation over time. The freeze dried ampoules were stable at room
temperature and arc transportable (e.g., globally) without risk of loss of functionality.

Bacterial preparation method. Bacteria (e.g., E. coli F4+ (former K88) strain) were
grown at 37°C in Luria Bertani broth. The cultures were harvested by centrifugation, re-
suspended in saline solution and instantly enumerated by microscopic counting. Bacterial
suspensions were killed by heating at 65 °C for 45 minutes followed by UV radiation for 45
minutes. Bacterial batches were then divided into ampoules, each containing 1 x 10°
bacterial cells and frozen at -80 °C. After 24 hours of freezing the ampoules were freeze-
dried and sealed. The ampoules were stored at +4 °C. Viable E. coli in the ampoules was
determined by two different approaches, direct plating and using Most Probable Number
(MPN). Ten-fold serial dilutions were prepared in five replicates from each of the bacterial
batches for direct plating. The medium used was a rich unselective Luria Berthani. Colonies

were counted after 2 days incubation at 37 °C. MPN was performed by serial dilution of the
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content of the ampoule directly in rich unselective nutrient broth. MPN was done in three
replicates (3-table MPN). Growth in the MPN tubes was first recorded after 2 days at 37 °C,
and, then apain after 2 weeks. In the MPN method the whole contents of the bacteria!
ampoule (~ 10” cells) were suspended in the first, least diluted tube. Thus, MPN provides
that a single viable bacterium should be detected. In plate count, the contents of the ampoule
were suspended in 10ml of diluent, of which 0.1 ml was spread on plates. Thus, no growth
represents that the ampoule contained less 100 viable £. coli cells. Five different batches of
bacterial preparation (ampoules) were tested for viability. The results from both testing
methods, direct plating and MPN enumeration, showed no signs of viability. Thus, the
present invention provides a new dual-kill method that provides a highly reproducible and
consistent bacterial preparation (e.g., as determined in the mucus adherence assay (See, e.g.,
Figure 34)).

Production and Stabilization of mucus coated plates. Experiments were conducted
during development of the invention in order to prepare a mucus coated plate that possessed
the following characteristics: mucus coating of cven quality between wells of each plate and
between different plates; mucus plates that are stabilized in such a way that does not destroy
the bacteria and/or binding characteristics of the mucus coatcd on the plates (e.g., that
preserves mucus surface properties involved in binding bacteria); and/or mucus coated
plates that are stable (e.g., at room temperature or colder) for long periods of time (e.g.,
days, wecks, months, a year or more) that can are rcady to be used (e.g., in an ELISA).

Mucus coated microtitre plates. Mucus was harvested from freshly slaughtered pigs
by scraping the mucosa from the distal smal! intestine (ileum). Mucus was washed and
clarified by centrifugation as described in Example 18. Mucus protein was quantified by
using Bicinchoninic Acid Protein Assay kit from SIGMA (B9643). Nunc MaxiSorb plates
(96-well format) were coated with mucus buffer solution containing 0.1 mg mucus
protein/mi coating buffer. Batches of microtitre platcs were independently prepared on
different days and stored at +4 °C until testing day. The bacterial adherence assay, with and
without Bio-Mos, was run in these plates to test plate-to-plate variation. Inhibition average
between plates was 8§1.9%, from which the individual batches deviated in the average 1.5%
(See, e.g., Figure 35).

Additional experiments were performed during development of the invention to
investigate the stability of the mucus plates when stored under mucus-buffer solution for 1

and 2 weeks in a vacuum seal package at 4°C. After two weeks of storage, the mucus plates
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were tested in order to determine if they could be used in an adherence assay with bacterial
preparation. The results are shown in Figure 36. The absolute signals in the assay show
slight deterioration of intensity. However, in previous studies, variations werc observed in
intensity with respect to plate-to-plate variation and may have nothing to do with the storage
of the plates. The application of the anti-adherence product, Bio-Mos, demonstrated that an
approximate 80% inhibition was observed. Thus, the present invention provides methods of
generating mucus coated plates, and the mucus coated plates themselves, that can be stored
and utilized at a later time point (¢.g., for adherence assays). For example, in some
embodiments the present invention provides a mucus coated plate and/or a bacterial
preparation (e.g., stored in an ampoulc) that can either be stored individually or together
(e.g., in a vacuum sealed package (Sec, ¢.g., Figure 37)), that may be made commercially
available for purchase and/or use (e.g., in an adherence assay).

All publications and patents mentioned in the above specification are herein
incorporated by reference. Various modifications and variations of the described
compositions and methods of the invention will be apparent to those skitled in the art
without departing from the scope and spirit of the invention. Although the invention has
been described in connection with specific preferred cmbodiments, it should be understood
that the invention as claimed should not be unduly limited to such specific embodiments.
Indeed, various modifications of the described modes for carrying out the invention that are
obvious to those skilled in the refevant fields are intended to be within the scope of the

present invention,
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CLAIMS

We Claim:

1. A kit comprising a non-radioactive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

for the assay of bacterial adherence and anti-adhcrence with mucus and/or epithelial cells
comprising a solid support having mucus and/or epithelial cells coated thercon, a sample
comprising bacteria, a primary antibody specific for said bacteria, and a detectably labeled

secondary antibody specific for said primary antibody bound to said bacteria.

2, The kit of claim 1, further comprising a substrate which allows the visualization of

the detectably labeled sccondary antibody.

3. The kit of claim 2, wherein said detectably labeled secondary antibody comprises an

enzyme label.

4. The kit of claim 3, wherein said substrate is a composition for providing a

colorimetric, fluorimetric or chemiluminescent signal in the presence of said enzyme label.

S. The kit of claim 1, whercin said detectably labeled secondary antibody comprises

pig anti-IgG immunoglobulins coupled to peroxidase.

6. The kit of claim 4, wherein said colorimetric composition is 3,3',5,5'"

tetramethylbenzidine.

7. The kit of claim 1, wherein said solid support is a 96-well piate.
8. The kit of claim 1, wherein said bacteria is E. coli bacteria.
9. The kit of claim 1, wherein said mucus is selected from the group consisting of pig

proximal ileum mucus, pig distal colon mucus, broiler duodenum mucus and broiler caecum

micus.
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10.  The kit of claim 1, wherein said primary antibody is an horseradish peroxidase

(HRP)-conjugated polyclonal antibody specific to E. cofi O and K antigenic serotypes.

11, Thekit of claim 1, wherein said primary antibody is a polyclonal antibody specific

to E. coli O and K antigenic serotypes.

12.  The kit of claim I, wherein said secondary antibody is an affinity purified Rabbit
anti-Goat IgG-HRP.

13, Thekit of claim 1, wherein said secondary antibody is an affinity purified Rabbit
anti-Goat IgG-AP.

14.  The kit of claim 1, wherein said sccondary antibody is a polyclonal FITC-conjugated
antibody to Goat IgG.

15. The kit of claim 1, wherein sccondary antibody is Streptavidin-Alkaline Phosphatase

from Streptonyces avidinii.

16.  The kit of claim 1, wherein secondary antibody is Streptavidin-Peroxidase from

Streptomyces avidinii.

17. A method for measuring adherence and anti-adhercnce between bacteria and mucus
and/or epithelial cells comprising

a) providing

i) a sample comprising bacteria; and
i) mucus and/or epithelial, or other cells; and
b) combining said sample comprising bacteria and said mucus and/or epithelial

cells within a non-radioactive colorimetric assay under conditions such that adherence and

anti-adherence between said bacteria and said mucus and/or epithelial cells is measured.

18.  The method of claim 17, wherein said non-radioactive colorimetric assay is an
ELISA assay.



10

15

20

25

30

[ et
oo
f oo
o !
._\3

WO 2011/005982 PCT/US2010/041396

19. The method of claim 17, wherein said conditions comprise adding primary

antibodies specific for said bacteria bound with mucus and/or epithelial cells.

20.  The method of claim 19, wherein said conditions comprise adding detectably labeled

sccondary antibodies specific for said primary antibodics bound with said bacteria.

21.  The method of claim 20, whercin said conditions comprisc adding a substrate which
allows the visualization of said detectably labeled secondary antibodies bound with said

primary antibodies.

22, The method of claim 17, wherein said mucus and/or epithelial are coated onto a

microtitre plate.

23.  The method of claim 20, wherein said detectably labeled sccondary antibody

comprises an enzyme label,

24.  The method of claim 21, wherein said substrate is a composition for providing a

colorimetric, fluorimetric or chemiluminescent signal in the presence of said enzyme label.

25.  The method of claim 24, wherein said detectably labeled secondary antibody

comprises pig anti-IgG immunoglobulins coupled to peroxidase.

26.  The method of claim 24, wherein said colorimetric composition is 3, 3, 5, 5'-

tetramethylbenzidine.

27. The method of ¢laim 17, wherein said bacteria is E. coli bacteria.

28.  The method of claim 17, wherein said mucus is selected from the group consisting
of pig proximal ileum mucus, pig distal colon mucus, broiler duodenum mucus and broiler

caccum mucus.

29.  The method of claim 19, wherein said primary antibody is an HRP-conjugated

polycional antibody specific to E. cofi O and K antigenic serotypes.
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30.  The method of claim 19, wherein said primary antibody is a polyclonal antibody

specific to £. coli O and K antigenic serotypes.

31. The method of claim 20, wherein said secondary antibody is an affinity purified
Rabbit anti-Goat IgG-HRP.

32. The method of claim 20, wherein said secondary antibody is an affinity purified
Rabbit anti-Goat 1gG-AP,

33. The method of claim 20, wherein said secondary antibody is a polyclonal FITC-
conjugated antibody to Goat 1gG.

34, The method of claim 20, wherein secondary antibody is Streptavidin-Alkaline

Phosphatase from Streptomyces avidinii.

35.  The method of claim 20, wherein secondary antibody is Streptavidin-Peroxidase

from Streptomyces avidinii,

36. A method for identifying an agent that modulates adherence between bacteria and
mucus and/or epithelial cells, comprising
a) providing
i) a sample comprising bacteria;
i) mucus and/or ¢pithelial cells; and
1)  an agent; and
b) combining said sample comprising bacteria, said mucus and/or cpithelial
cells, and said agent within a non-radioactive colorimetric assay under conditions such that

adherence between said bacteria and said mucus and/or epithelial cells is measured;

c) comparing said bacterial adherence in the presence and absence of said
agent; and
d) identifying said agent as a modulator of adherence between said bacteria and

said mucus and/or epithelial cells if said measured adherence is higher or lower than
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adherence between said bacteria and said mucus and/or epithelialcells in the absence of said

agent.

37.  The method of claim 36, wherein said non-radioactive colorimetric assay is an
ELISA assay.

38. The method of claim 36, wherein said conditions comprise adding primary

antibodies specific for said bacteria bound with said mucus and/or epithelial cells.

39.  The method of claim 38, wherein said conditions comprise adding detectably labeled

sccondary antibodies specific for said primary antibodies bound with said bacteria.

40.  The method of claim 39, whercin said conditions comprise adding a substrate which
allows the visualization of said detectably labeled sccondary antibodics bound with said
primary antibodics.

41.  The method of claim 36, wherein said mucus is coated onto a microtitre plate.

42, The method of claim 39, wherein said detectably labeled secondaty antibody

comprises an enzyme label.

43.  The method of claim 40, wherein said substrate is a composition for providing a

colorimetric, fluorimetric or chemiluminescent signal in the presence of said enzyme label.

44, The method of claim 43, wherein said detectably labeled secondary antibody

comprises pig anti-IgG immunoglobulins coupled to peroxidase.

45. The method of claim 43, wherein said colorimetric composition is 3, 34, 5, 5'-

tetramethylbenzidine.

46.  The method of claim 36, wherein said bacteria is E. coli bacteria,
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47.  The method of claim 36, wherein said mucus and/or epithelial cells are sclected
from the group consisting of pig proximal ifeum mucus, pig distal colon mucus, broiler

chicken duodenum mucus and broiler chicken caccum mucus.

48.  The method of claim 38, wherein said primary antibody is an HRP-conjugated

polyclonal antibody specific to E. coli O and K antigenic scrotypes.

49.  The method of claim 38, wherein said primary antibody is a polyclonal antibody

specific to E. ¢oli O and K antigenic serotypes.

50.  The method of claim 39, wherein said secondary antibody is an affinity purified
Rabbit anti-Goat IgG-HRP.

51. The method of claim 39, wherein said secondary antibody is an affinity purified
Rabbit anti-Goat 1gG-AP.

52.  The method of claim 39, wherein said secondary antibody is a polyclonal FITC-

conjugated antibody to Goat 1gG.

53, The method of claim 39, wherein secondary antibody is Streptavidin-Alkaline

Phosphatase from Streptomyces avidinii.

54.  The method of claim 39, wherein secondary antibody is Streptavidin-Peroxidase

from Streptomyces avidinii.

55. The method of claim 36, wherein said agent is selected from a list consisting of a
naturally occuring molecule, a synthetically derived molecule, and a recombinantly derived

molecule.

56. A composition comprising an agent, wherein said agent is a modulator of bacterial
adherence with mucus and/or epithelial cells, wherein said agent is identified through a
process comprising:

a) providing

G0
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1) a sample comprising bacteria;
i) mucus and/or cpithelial cells; and

iii) an agent; and

b) combining said sample comprising bacteria, said mucus and/or epithelial
cells, and said agent within a non-radioactive colorimetric assay under conditions such that
adherence between said bacteria and said mucus and/or epithelial cells is measured;

c) comparing said bacterial adhercnce i the presence and absence of said
agent; and

d) identifying said agent as a modulator of adherence between said bacteria and
said mucus and/or epithelial cells if said measurcd adherence is higher or lower than
adherence between said bacteria and said mucus and/or epithelial cells in the absence of

said agent.

57.  The composition of claim 56, wherein said composition is within a foodstuff
configured for consumption by a subject sclected from the group consisting of livestock,

animals, fish, and shelifish.
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FIGURE 1

The effect of mucus conceniration on bacterial adherence
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FI1GURE 2

Effects of primary antibodies on the adherence of £. coli ALI84
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FIGURE 3

Effects of primary antibodies on the adherence of £, coli ALIA46
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FIGURE 4

TMB + E.coli
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Ahisorbance at 405 nm

FIGURE 5

pNPP/AZBTS + E.coli
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FIGURE 8

fatab

| Nost b

§ HRP.conj,
 2udah

| {iomal or
o~ e steaptaviding

1 b (noimal
oy ?

streptaviding




500080

9/37

WO 2011/005982 PCT/US2010/041396

FIGURE 9
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FIGURE 11
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FIGURE 15
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FIGURE 16
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FIGURE 17

Biomaos effect in ELISA
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FIGURE 18

Optimising the number of bacteria/well
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FIGURE 19

Optimising the number of bacteria/well
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FIGURE 20

Optimizing primary antibody soncentration
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FIGURE 21

Biomos effect with different mucus types
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FIGURE 22

Biomos effect in ELISA/scintillation
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FIGURE 23

Comparigon of adharenes of diffevently inactivated bacteria
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FIGURE 24
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FIGURE 25
Effect of E10H conceniration on adherence
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FIGURE 26

Absorbance at 450 nm
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FIGURE 27

ELISA wilh afr-dried plate and EIOH-inactivated bactesia
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FIGURE 28
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FIGURE 29
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FIGURE 31
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REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La ©presente solicitud reivindica prioridad de 1la
solicitud provisional estadounidense con n.° de serie
61/223.755 presentada el 8 de julio de 2009, cuya totalidad se

incorpora en el presente documento como referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere de manera general a
métodos para detectar, identificar y medir 1la adherencia
bacteriana a mucosidad y células epiteliales. En particular,
la presente invencidn proporciona ensayos para detectar e
identificar la presencia o ausencia de adherencia bacteriana a
mucosidad (células epiteliales (por ejemplo, presente en los
intestinos)}, u otra parte de un animal en la que pueden estar
presentes  bacterias, y a métodos para identificar vy
caracterizar (por ejemplo, la eficacia de) moduladores de
adherencia bacteriana a mucosidad y células epiteliales, u

otra parte del animal en la que pueden estar presentes

bacterias.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las células epiteliales en el intestinoc delgado, las
vias respiratorias, vias urinarias y las vias reproductoras de
los animales estdn cubiertas por una capa relativamente gruesa
de mucosidad que comprende mucina, muchas proteinas asociadas
pequefias, glicoproteinas, lipidos y glicolipidos. Las células
epiteliales y la mucosidad contienen receptores gue reconccen
proteinas de adhesidén bacteriana especificas. La adhesién o
una asociacién cercana de bacterias a las células epiteliales
pueden contribuir a 1la colonizacién asi como a la
patogenicidad bacteriana. Ademas, la adhesién bacteriana a la
mucosidad y el epitelio intestinales parece importante para la

estabilidad individual dentro de la flora microbiana.
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere de manera general a
métodos para detectar, identificar y medir la adherencia vy
antiadherencia bacteriana a mucosidad y células (por ejemplo,
células epitéliales). En particular, la presente invencién
proporciona ensayos para detectar e identificar la adherencia
bacteriana a mucosidad (por ejemplo, revestimiento de la
mucosidad intestinal) y células epiteliales, y métodos para
identificar moduladores de adherencia bacteriana a mucosidad y
celulas epiteliales. Los ensayos no son radioactivos, son
microbiolégicamente seguros, asi como son estables, se
transportan facilmente y se almacenan fécilmente.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la presente
invencién proporciona kits que comprenden un ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas no¢ radicactivo (ELISA} para
someter a ensayo la adherencia bacteriana con mucosidad y/o
células epiteliales. Los kits no se limitan a componentes
particulares. En algunas realizaciones, los kits comprenden un
soporte s6lido gque tiene mucosidad o células epiteliales
recubiertas sobre el mismo, una mnuestra que comprende
kacterias, un anticuerpo primario especifico para las
bacterias, y un anticuerpc secundario marcado de forma
detectable especifico para el anticuerpo primario unido a las
bacterias. En algunas realizaciones, los kits comprenden un
sustrato qgue permite la visualizacion del anticuerpo
secundario marcado de forma detectable. En algunas
realizaciones, el anticuerpe secundario marcado de forma
detectable comprende un marcador enzimatico. En algunas
realizaciones, el sustrato as una composicién para
proporcionar una sefial guimioluminiscente, fluorimétrica o
colorimétrica en presencia del marcador enzimatico. En algunas
realizaciones, el anticuerpo secundario marcade de forma
detectable comprende inmunoglobulinas de cerdo anti-IgG
acopladas a peroxidasa. En algunas realizaciones, la

composicién colorimétrica es 3,37,5,5' -tetrametilbencidina. En
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algunas realizaciones, el soporte sélido es una placa de 96
pocillos. En algunas realizaciones, las bacterias son
bacterias E. coli. Los ejemplos de muccsidad incluyen, pero no
se limitan a, mucosidad del ileon proximal de cerdo, mucosidad
del colon distal de cerdo, mucosidad del duodeno de pollo de
engorde y mucosidad del ciego de pollo de engorde. Los
ejemplos de anticuerpes primarios incluyen, pero no se limitan
a, anticuerpcos policlonales conjugades con HRP especificos
para los serotipos antigénicos O y K de E. ¢oli, anticuerpos
policlonales especificos para los serotipos antigénicos 0O y K
de E. coli. Los ejemplos de anticuerpos secundarios incluyen,
pero no se limitan a, anticuerpo de conejo anti-IgG de cabra-
HRP purificado por afinidad, anticuerpc de conejo anti-IgG de
cabra-AP purificado por afinidad, anticuerpos policlonales
conjugados con FITC frente a IgG de cabra (H&L),
estreptavidina-fosfatasa alcalina de Streptomyces avidinii, vy
estreptavidina-peroxidasa de Streptomyces avidinii.

En determinadas realizaciones, la presente invencién
proporciona métodos para medir la adherencia y la
antiadherencia entre bacterias y mucosidad, y bacterias vy
células epiteliales. Los métodos no se limitan a técnicas
particulares para medir la adherencia entre bacterias vy
mucosidad, y bacterias y células epiteliales. En algunas
realizaciones, los métodos comprenden proporcionar una muestra
que comprende bacterias y mucosidad, y combinar la muestra que
comprende bacterias y mucosidad dentro de un ensayo
colorimétrico no radiocactivo en condiciones tales que se mide
la adherencia entre las bacterias y la mucosidad. En algunas
realizaciones, el ensayo colorimétrico no radiocactivo es un
ensayo ELISA. En algunas realizaciones, las condiciones
comprenden afiadir anticuerpos primarios especificos para las
bacterias unidas con la mucosidad, c¢élulas epiteliales u
otras, y afladir anticuerpos secundarios marcadeos de forma
detectable especificos para los anticuerpos primarios unidos

con las bacterias. En algunas realizaciones, los métodos
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comprenden afiadir un sustrato que permite la visualizacién de
los anticuerpos secundarios marcados de forma detectable
unidos con los anticuerpos primarios. En algunas
realizaciones, la mucosidad esté recubierta sobre una placa de
microtitulacién. En algunas realizaciones, el anticuerpo
secundario marcado de forma detectable comprende un marcador
enzimdtico. En algunas realizaciones, el sustrato es una
composicién para proporcicnar una sefial quimioluminiscente,
flucorimétrica o colorimétrica en presencia del marcador
enzimatice. En algunas realizaciones, el anticuerpc secundario
marcado de forma detectable comprende inmunoglobulinas de
cerdo anti-IgG acopladas a peroxidasa. En algunas
realizaciones, la composicidén colorimétrica es 3,37,5,5 -
tetrametilbencidina. En algunas realizaciones, las bacterias
son bhacterias E. coli. Los métodos nc se limitan a anticuerpos
primarios 0 secundarios particulares. En algunas
realizaciones, los ejemplos de anticuerpos primarios incluyen,
pero no se limitan a, un anticuerpo policlonal conjugado con
HRP especifico para los serotipos antigénicos O y K de E.
coli, y un anticuerpo policlonal especifico para los serotipos
antigénicos O y K de E. coli. Los ejemplos de anticuerpos
secundarios incluyen, peroc no se limitan a, un anticuerpoe de
conejo anti-IgG de cabra-HRP purificado por afinidad, un
anticuerpe de conejo anti-IgG de cabra-AP purificado por
afinidad, un anticuerpo pecliclonal conjugade con FITC frente a
IgG de cabra (H&L), estreptavidina-fosfatasa alcalina de
Streptomyces avidinii, Y estreptavidina-peroxidasa de
Streptomyces avidinii,

En determinadas realizaciones, la presente invencién
proporciona métodos para identificar un agente gque modula 1la
adherencia entre bacterias y mucosidad, gque comprende
proporcionar una muestra gue comprende bacterias, mucosidad y
un agente, y combinar la muestra que comprende bacterias, la
mucosidad y el agente dentro de un ensayo colorimétrico no

radioactivo en condiciones tales que se mide 1la adherencia
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entre las bacterias y la mucosidad. Los métodos comprenden
ademas comparar la adherencia bacteriana en presencia vy
ausencia del agente, e identificar el agente como un modulador
de adherencia entre las bacterias y la mucosidad si la
adherencia medida es superior o inferior a la adherencia entre
las bacterias vy la muceosidad en ausencia del agente. En
algunas realizaciones, el ensayo colorimétrico no radioactivo
es un ensayo ELISA. En algunas realizaciones, las condiciones
comprenden afiadir anticuerpos primarios especificos para las
bacterias unidas con la mucosidad. En algunas realizaciones,
las c¢ondiciones comprenden afladir anticuerpos secundarios
marcados de forma detectable especificos para los anticuerpos
primarios unidos con las bacterias. En algunas realizaciones,
las condiciones comprenden afiadir un sustrato que permite la
visualizacidén de los anticuerpos secundarios marcados de forma
detectable unidos c¢on los anticuerpos primarios. En algunas
realizacilones, la mucosidad esta recubierta sobre una placa de
microtitulacién. En algunas realizaciones, el anticuerpo
secundarioc marcade de forma detectable comprende un marcador
enzimdtico. En algunas realizaciones, el sustrato es una
compesicidn para proporcionar una sefial quimioluminiscente,
fluorimétrica o colorimétrica en presencia del marcador
enzimatico. En algunas realizaciones, el anticuerpo secundario
marcado de forma detectable comprende 1inmunoglobulinas de
cerdo anti-IgG acopladas a peroxidasa. En algunas
realizaciones, 1la composicidén colorimétrica es 3,3’,5,5 -
tetrametilbencidina. En algunas realizaciones, las bacterias
son bacterias E. colil. Los ejemplos de anticuerpos primarios
incluyen, pero no se limitan a, un anticuerpo policlonal
conjugado ceon HRP especifico para los serotipos antigénicos O
y K de E. coli, un anticuerpo policlonal especifico para los
serotipos antigénicos O y K de E. c¢oli. Los ejemplos de
anticuerpos secundarios incluyen, pero no se limitan a, un
anticuerpo de coneio anti-IgG de cabra-HRP purificado por

afinidad, wun anticuerpo de conejo anti-IgG de cabra-AP
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purificade por afinidad, wun anticuerpo policlonal conjugado
con FITC frente a IgG de cabra (H&L), estreptavidina-fosfatasa
alcalina de Streptomyces avidinii, y estreptavidina-peroxidasa
de Streptomyces avidinii. En algunas realizaciones, el agente
se selecciona de una lista gue consiste en una molécula que se
produce de manera natural, una molécula derivada de manera
sintética y una molécula derivada de manera recombinante.

En determinadas realizaciones, la presente invencioén
proporciona composiciones que comprenden un agente, en las que
el agente es un modulador de adherencia bacteriana con
mucesidad, y en las que el agente se identifica mediante un
procedimiento que comprende proporcionar i) una muestra que
comprende bacterias, i1i) mucosidad, iii) un agente; combinar
la muestra gue comprende bacterias, la mucosidad y el agente
dentro de un ensayo colorimétrico no radicactivo en
condiciones tales que se mide la adherencia entre las
bacterias y la mucosidad; comparar la adherencia bacteriana en
presencia y ausencia del agente; e identificar el agente como
un modulador de adherencia entre las bacterias y la mucosidad
51 la adherencia medida es superior o inferior a la adherencia
entre las bacterias y la mucosidad en ausencia del agente. En
algunas realizaciones, la composicidén estd dentro de producto
alimenticio para su consume por un sujeto seleccionado del

grupo dque consiste en ganado, animales de compafiia, peces vy

moluscos.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra el efecto de la concentracidén de
mucosidad (mg de proteina/ml) sobre la adherencia de E. coli
ALT 84 y ALl1446, tal como se mide mediante bacterias marcadas
radicactivamente.

La figura 2 muestra el efecto de anticuerpos primarios
sobre la adherencia de £E. coli BAL184, tal como se mide
mediante contador de <centelleo con Dbacterias marcadas

radicactivamente. Anticuerpos primarios: HRP = anticuerpo
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anti-E. coli conjugado con HRP; BP2022 = anticuerpc anti-E.
coli no conjugado, Biotina = anticuerpo anti-E. coli conjugade
con biotina.

La figura 3 muestra el efecto de anticuerpos primarios
sobre la adherencia de E. coli BALld446, tal como se mide
mediante contador de centellec con bacterias marcadas
radioactivamente. Anticuerpos primarios: HRP = anticuerpo
anti-E. coli conjugado con HRP; BP2022= anticuerpc anti-E.
coli no conjugado, Biotina = anticuerpo anti-E. coli conjugado
con biotina,

La figura 4 muestra el desarrollc de color de tres
sustratos diferentes de ELISA de 3,3',5,5' ~tetrametilbencidina
{TMB} cuandc se incuban con bacterias E. ceoli (cepas AL184 vy
ALl446) .

La figura 5 muestra el desarrollo de color de 1los
sustratos de ELISA fosfato de p-nitrofenilo (pNPP} y 2,2'-
azino-bis{4cido d-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (AzZBTS)
cuando se incuban con las cepas de E. coli AL184 y AL 1l446. E
= potenciador de micropocillo de ABTS.

La figura 6 muestra desarrollo de color de diferentes
sustratos de ELISA cuando se incuban en pocillos recubiertos
con mucosidad. La fotografia se tomd a los 60 min., se observd
una sefial débil en los sels pocillos positivos (amarillos) a
los 15 min.

La figura 7 muestra la distribucidén de la placa cuando
se somete a prueba para detectar la unién no especifica de
anticuerpos a mucosidad o a la placa. BP2022 = anticuerpo
primario anti-F. coli; BP2022HRP = anticuerpo primario anti-
E.coli conjugadc con peroxidasa; Biotina = anticuerpo primario
anti-E.coll conjugado con biotina. HRP = anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa; StrHRP = estreptavidina conjugada
con peroxidasa. AP = anticuerpo secundario conjugado con
fosfatasa alcalina; StrAP = anticuerpe secundario conjugado

con estreptavidina. No se usaron bacterias en este

experimento.
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La figura 8 muestra la unién de anticuerpos a mucosidad
0 a la placa. La distribucién de la placa se describe en la
figura 7.

La figura 9 muestra una prueba de unidén no especifica
con anticuerpos primarios v secundarios. Anticuerpos
primarios: HRP = Ac. primario conjugade con HRP, BP2022=
anticuerpo primaric anti-£.coli policlonal no conjugado;
Biotina = anticuerpo primaric anti-E. ceoli conjugado con
bictina. Anticuerpos secundarios: HRP = IgG conjugada con HRP;
StrHRP=estreptavidina marcada con HRP. No se usaron bacterias
en este experimento.

La figura 10 muestra una prueba de unién no especifica
con anticuerpos primarios y secundarios. La distribucién de 1la
placa se describe en la figura 9. Anticuerpos primarios: HRP =
Ac. primario conjugado con HRP, BP2022 = anticuerpo anti-
E.coli policlonal no conjugado; Biotina = anticuerpc anti-E.
coli conjugado con kiotina. Anticuerpos secundarios: HRP = IgG
conjugada con HRP; Str.HRP = estreptavidina marcada con HRP,

La figura 11 muestra una tabla que describe las
condicicnes usadas para optimizar la dilucidn de anticuerpos y
el numeroc de bacterias/pocillo. Anticuerpo primario:
anticuerpo primario conjugadce con  HRP, sin anticuerpo
secundario.

La figura 12 muestra datos obtenidos a partir de someter
a prueba la dilucidn de anticuerpos y el nUmero optimo de
bacterias/pocillo. Anticuerpo primario: anticuerpe primario
conjugado con HRP, sin anticuerpo secundario. La distribucién
de la placa se muestra en la figura 11.

La figura 13 muestra una tabla que describe las
condiciones usadas para optimizar la dilucidén de anticuerpos y
el nimero de bacterias/pocillo. Anticuerpo primario:
anticuerpo anti-E. coli conjugado con biotina, anticuerpo
secundario: estreptavidina conjugada con HRP.

La figura 14 muestra datos obtenidos a partir de someter

a prueba la dilucidn de anticuerpos y el numero 6ptimo de
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bacterias/pocillo. Anticuerpo primario: anticuerpo anti-E.
coli conjugado con biotina, anticuerpo secundario:
estreptavidina conjugada con HRP.

La figura 15 muestra absorbancias de ELISA con 10%-10°
bacterias afiadidas en los pocillos. Se ha afadido una linea de
tendencia logaritmica.

La figura 16 muestra absorbancias de ELISA con 0-10°
bacterias afiadidas en los pocillos.

La figura 17 muestra A) el efecto de diferentes
concentraciones de Bio-Mos scobre la adherencia bacteriana. El
efecto se muestra come porcentaje de absorbancia cuando no se
afiadidé Bio-Mos; y B) el efecto de Bio-Mos sobre la adherencia
de la cepa de E. coli AL184, medido c¢on bacterias marcadas
radiocactivamente en un contador de centelleo.

La figura 18 muestra datos de experimentos que someten a
prueba el numero de bacterias/pocillo para encontrar un nivel
6ptimo para detectar efectos que alteran la adherencia/unién
{por ejemplc, usando Bio-Mos).

La figura 19 muestra datos de experimentos que someten a
prueba el numero de bacterias/pocillo para encontrar un nivel
dptimo para detectar efectos gque alteran la adherencia/unién
(por ejemplo, usando Bio-Mos).

La figura 20 muestra datos relaclonados con la diluciédn
del anticuerpo primario para detectar diferencias entre
diferentes concentraciones de Bio-Mos.

La figura 21 muestra el efecto de Bic-Mos en ELISA
usando diferentes tipos de mucosidad Y maltiples
concentracicnes de Bio-Mos.

La figura 22 muestra una comparacidén del efectc de Bio-
Mos en el ensayc de unién radicactiva y procedimiento de
ELISA. Los errores estAdndar de la media entre muestras
repetidas se muestran como barras de error.

La figura 23 muestra la adherencia de bacterias

inactivadas de manera diferente a placas recubiertas con

1

ra

U
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mucosidad. Se mididé la adherencia con y sin Bio-Mos. No se
muestran datos para bacterias inactivadas con UV y DMSO.

La figura 24 muestra adherencia de bacterias a mucosidad
sobre placas recién recubiertas segun el método de ELISA,

La figura 25 muestra el efecto de la concentracidén de
etanol en liquido de conservacidén de E. coli sobre la
adherencia de las bacterias a mucosidad.

La figura 26 muestra la adherencia de bacterias con y
sin Bio-Mos scbre placas recubiertas con mucosidad almacenadas
de manera diferente.

La figura 27 muestra el efecto de Bio-Mos sobre 1la
adherencia de E. c¢oli inactivada con etanol sobre placas
secadas al aire, recubiertas con mucosidad. Los errores
estandar de 1la media entre repeticiones se muestran como
barras de error,

La figura 28 muestra variacién entre placas absoluta
para diferentes niveles de prueba de Bio-Mos. Los ensayos de
repeticiones (pocillos) de la misma muestra se muestran como
grupos de barras.

La figura 29 muestra variacidn entre placas absoluta
para diferentes niveles de prueba de Bio-Mos. Los cuatro
paneles de la figura representan ensayos llevados a cabo en
cuatro dias diferentes, pero con un unico lote de E. coli. Los
ensayos repetidos (pocillos) de la misma muestra se muestran
como grupos de barras.

La figura 30 muestra variacién entre placas absoluta
para diferentes niveles de prueba de Bio-Mos en diferentes
paneles. Los cuatro conjuntos de c¢olumnas en cada panel
representan ensayos llevados a cabo en cuatro dias diferentes,
pero con un unico lote de E. ceolli.

La figura 31 muestra variacidén entre placas relativa
para diferentes niveles de prueba de Bio-Mos. Las columnas
representan medias de los pocillos de prueba repetidos y las
barras indican errores estandar de la media. Se llevaron a

cabo ensayos en cuatro dias diferentes, pero con un Gnice lote
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de E. coli. Llos dos paneles muestran los mismos datocs, pero
expuestos de manera diferente para enfatizar o bien la
variaciédn entre placas (panel superior) o bien el efecto de
Bio-Mos (panel inferior).

La figura 32 muestra variacidén entre lotes relativa para
el efecto de Bio-Mos. Las columnas del panel superior
representan medias de los pocillos de prueba repetidos y las
barras indican errores estédndar de la media. Los ensayos se
llevaron a cabo de manera totalmente independiente a partir de
las preparaciones de tampén y medio, y el cultivo de E. coli.
El panel superior muestra las seflales medidas y el panel
inferior los valores en relaciédn con los pocillos control.

La figura 33 muestra el numero de pocillos repetidos
necesarios para detectar las diferencias indicadas entre los
tratamientos de prueba con el ensayo desarrollado.

La figura 34 muestra sefiales medidas para cinco (5)
lotes independientes de preparacién bacterlana en presencia y
ausencia de Bio-Mos (2 ng/ml}.

La figura 35 muestra seflales medidas para cinco (5)
lotes independientes de placas con mucosidad en presencia vy
ausencia de Bio-~Mos (2 ng/ml).

La figura 36 muestra sefiales de prueba tras 1 y 2
semanas de almacenamiento.

La figura 37 muestra una placa y ampolla selladas a

vacio en una realizacién de la invencidn.

DEFINICIONES

Para facilitar un entendimiento de la invencién, a
continuacién se definen varios términos.

Tal com¢ se usa en el presente documento, el término
“mucosidad” se refiere a una secrecién relativamente espesa
producida por y que cubre partes del tubo digestivo (por
ejemplo, producida por y que cubre las células epiteliales del
intestino). La mucosidad puede comprender uno ¢ mas

componentes tales como mucina, proteinas, glicoproteinas,
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lipidos y glicelipidos. La mucosidad también puede comprender
unc © mas tipos de receptores (por ejemplo, gque reconocen
proteinas de adhesidén especificas). La adhesidén y/o asociacidn
cercana de bacterias a mucosidad y/o células epiteliales (por
ejemple, mediante la capa de mucosidad) puede contribuir a la
adhesién bacteriana a la muceosidad y/o epitelio intestinal
(por ejemplo, desempafiando asi un papel en poblaciones de
bacterias gue habitan en el intestinc). La presente invenciédn
no se limita a ningin tipo particular de mucosidad o a
mucosidad obtenida a partir de ninguna fuente particular (por
ejemplo, tipo de animal) o ubicacién (por ejemplo, parte del
tubo digestivo (por ejemplo, ileon (por ejemplo, proximal,
distal, etc.), duodeno, cieqgo, colon u otra parte del tubo
digestivo}}.

Tal como se usan en el presente documento, los términos
“péptido”, “polipéptido” y “proteina” se refieren todos a una
secuencia primaria de aminodcidos que estdn unidos mediante
“enlaces peptidicos” covalentes. En general, un péptido
consiste en algunos aminocdcides, normalmente desde 2-50
aminodcidos, y es mas corto que una proteina. EI término
“polipéptido” abarca péptidos vy proteinas. En algunas
realizaciones, el péptido, el polipéptido o la proteina son
sintéticos, mientras que en otras realizaciones, el péptido,
el polipéptido o la proteina son recombinantes © se producen
de manera natural. Un péptido sintético es un péptide que se
produce mediante medios artificiales in vitro {es decir, no se
produjo in vivo).

Se wusan los términos “muestra” y ‘“espécimen” en su
sentido lo mas amplio y abarcan muestras o especimenes
obtenidos a partir de cualquier fuente. Tal como se usa en el
presente documento, el término “muestra” se usa para referirse
a muestras biolégicas obtenidas de animales (incluyendo seres
humanos), y abarca fluidos, sélidos, tejidos y gases. En
algunas realizacicones de esta invencién, las muestras

biolégicas incluyen ligquido cefalorraquideo (LCR), serosidad,
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orina, saliva, sangre y hemoderivados tales como plasma, suero
y similares. Sin embargo, estos ejemplos no deben
interpretarse como limitativos de los tipos de muestras que
pueden encontrar uso con la presente invencidn.

Tal como se usan en el presente documento, los términos
“huesped” y “sujeto” se refieren a cualquier animal,
incluyendo, pero sin limitarse a, seres humanos y animales no
humanos (por ejemplo, perros, gatos, vacas, caballos, ovejas,
aves de corral, peces, crustéceos, etc.) que se estudia,
analiza, somete a prueba, diagnostica o trata. Tal comc se
usan en el presente documento, los términos “huésped”,
“sujeto” y “paciente” se usan de manera intercambiable, a
menos gue se indique de otra forma.

Tal comoc se usa en el presente documento, el término
“anticuerpo” (o “anticuerpos”) se refiere a cualquier
inmunoglobulina que se une especificamente a un determinante
antigénico, y especificamente se une a proteinas idénticas o
estructuralmente relacionadas al determinante antigénico que
estimuld su produccidn. Por tanto, los anticuerpos pueden ser
utiles en ensayos para detectar el antigeno gque estimuldé su
produccién. Los anticuerpos monoclonales se derivan a partir
de un Unico clon de linfocitos B (es decir, células B}, y son
generalmente homogéneos en cuanto a la estructura vy
especificidad de antigeno. Los anticuerpos policlonales se
originan & partir de muchos c¢lones diferentes de células que
producen anticuerpos, y por tanto, son heterogéneos en cuanto
a su estructura y especificidad de epitopo, pero todos
reconocen el mismo antigeno. En algunas realizaciones, se usan
anticuerpeos meonoclonales y policlonales como preparaciones en
bruto, mientras que en realizaciones preferidas, se purifican
estos anticuerpos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se
usan anticuerpos policlonales contenidos en antisuero en
bruto. Ademéds, se pretende que el términoc “anticuerpo” abarque
cualguier inmunoglcbulina (por ejemplo, IgG, IgM, IgA, IgE,

IgD, etc.) obtenida a partir de cualquier fuente (por ejemplo,
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seres humanos, roedores, primates no humanos, lagomorfos,
caprinos, bovinos, equinos, ovinos, etc.).

Tal como se usa en el presente documento, el término
“antigeno” se usa con referencia a cualquier sustancia gque
puede reconocerse por un anticuerpo. Se pretende que este
términc abarque cualquier antigeno e “inmunégeno” (es decir,
una sustancia que induce la feormacidén de anticuerpos). Por
tante, en una reaccidén inmunogénica, se producen anticuerpos
en respuesta a la presencia de un antigeno o parte de un
antigeno. Los términos “antigeno” e “inmundgeno” se usan para
referirse a una macromolécula individual o a una poblacién
homogénea o heterogénea de macromoléculas antigénicas. Se
pretende que los términos antigeno e inmunégenc abarguen
moléculas de proteina o partes de moléculas de proteina, que
contienen uno o mas epitopos. En muchos casos, los antigenos
también son inmunégenos, por tanto el término “antigeno” a
menude se usa intercambiablemente con el término “inmunégeno”.
En algunas realizaciones preferidas, se usan sustancias
inmunogénicas como antigenos en ensayos para detectar la
presencia de anticuerpos apropiados en el suero de un animal
inmunizado,

Tal como se usan en el presente documento, las
expresiones “fragmento de antigenc” y “parte de un antigeno” y
similares se usan con referencia a una parte de un antigeno.
Los fragmentos o partes de antigenos normalmente oscilan en
cuanto al tamario, desde un pequefio porcentaje del antigeno
entero hasta un ¢ran porcentaje, pero no el 100%, del
antigeno. Sin embargo, en situaciones en las que se especifica
“al menos una parte” de un antigeno, se contempla que también
puede estar presente el antigeno entero (por ejemplo, no se
pretende que la muestra sometida a prueba contenga sélo una
parte de un antigeno). En algunas realizaciones, los
fragmentos de antigeno y/o partes del mismo, comprenden un
“epitopo” reconocido por un anticuerpo, mientras en otras

realizaciones estos fragmentos y/o partes no comprenden un

=
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epitopo reconocido por un anticuerpo. Ademéas, en algunas
realizaciones, los fragmentos de antigeno y/o partes no son
inmunogénicos, mientras que en realizaciones preferidas, los
fragmentos de antigeao y/o partes son inmunogénicos.

Las expresiones “determinante antigénico” y “epitopo”
tal como se usan en el presente documeﬁto se refieren a esa
parte de un antigero que entra en contacto con una regién
variable de anticuerpo particular. Cuando se usa una proteina
o fragmento (o parte) de una proteina para inmunizar un animal
huésped, es probable que varias regiones de la proteina
induzcan la produccidn de anticuerpos que se unen
especificamente a una estructura tridimensional o regién dada
en la proteina (estas regiones y/o estructuras se denominan
“determinantes antigénicos”}). En algunas ocasiones, los
determinantes antigénicos compiten con el antigeno intacto (es
decir, el T“inmundégeno” usado para provocar la respuesta
inmunitaria) para unirse a un anticuerpo.

Las exXpresiones “unién especifica” Y “unirse
especificamente” cuando se usan con referencia a 1la
interaccién entre un anticuerpo y un antigeno describen una
interaccién que depende de la presencia de una estructura
particular (es decir, el determinante antigénico o epitopo) en
el antigeno. En otras palabras, el anticuerpo reconoce y se
une a una estructura de proteina Unica para el antigeno, en
lugar de unirse a todas las proteinas en general (es decir,
unién no especifica).

Tal como se usa en el presente documento, el término
“inmunoensayo” se refiere a cualquier ensayo gue usa al menos
un anticuerpo especifico para la deteccién o cuantificacién de
un antigeno. Los inmunoensayos incluyen, pero no se limitan a,
inmunotransferencias de tipo Western, ELI3A,
radioinmunoensayos y ensayos de inmunofluorescencia.

Tal como se usa en el presente documento, el término
"ELISA” se refiere a ensayo de inmunoabsorcién ligado a

enzimas {0 EIA). En la técnica se conocen varios métodos de
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ELISA y aplicaciones, y se describen en muchas referencias
(véase, por ejemplo, Crowther, “Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA)”, en Molecular Riomethods Handbook, Rapley et
al. (eds.), pags. 595-617, Humana Press, Inc., Totowa, N.J.
{(1998); Harlow and Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988); Ausubel et
al. {eds.), Current Protocels in Molecular Biology, Cap. 11,
John Wiley & Sons, Inc., Nueva York (1994)). Ademas, hay
varios sistemas de prueba de ELISA disponibles comercialmente.

Tal como se usan en el presente documento, las
expresiones “reactivo indicador”, *molécula indicadora”,
“sustrato de deteccidn” y “reactivo de deteccidn” se usan con
referencia a reactivos que permiten la deteccién v/o
cuantificacidén de un anticuerpo unido a un antigeno. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, el reactivo indicador es un
sustrato colorimétrico para una enzima que se ha conjugado a
un anticuerpo. La adicién de un sustrato adecuado al conjugado
anticuerpo—enzima da come resultado la produccidn de una sefial
fluorimétrica o colorimétrica (por ejemplo, tras la unién del
anticuerpo conjugadc al antigeno de interés). Otros reactivos
indicadores incluyen, pero no se limitan a, compuestos
radicactivos. Esta definicidén también abarca el uso de
compuestos a base de biotina vy avidina (por ejemplo,
incluyendo, pero sin limitarse a, neutravidina Y
estreptavidina) como parte del sistema de deteccidn.

Tal comoc se usa en el presente documento, el término
“sefnal” se usa generalmente con referencia a cualguier
procedimiento detectable que indica que ha ocurrido una
reaccién, por ejemplo, la unidn del anticuerpo al antigeno. Se
contempla que las sefiales en forma de productos/reactivos
colorimétricos, fluorimétricos o radicactividad encontraran
todas un wuso con la ©presente invencidén. En diversas
realizaciones de la presente invencién, la sefial se evalua
cualitativamente, mientras gue en realizaciones alternativas,

la seflal se evalda cuantitativamente.
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Tal comc se usa en el presente documento, el término
“soporte sdélido” se usa con referencia a cualquier material
estacionario o sélido al que se unen reactivos tales como
anticuerpos, antigenos y otros componentes de prueba. Por
ejemplo, en un método de ELISA, los pocilles de placas de
microtitulacidén proporcionan soportes sbdlidos. Otros ejemplos
de soportes sélidos incluyen l&minas portaobjetos de
microscopio, cubreobjetos, perlas, particulas, frascos de
cultive celular, asi como muches otros articulos adecuados.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién
“cantidad eficaz” se refiere a la cantidad de una composicién
suficiente para proporcionar resultados deseados 0
beneficiosos. Una cantidad efectiva puede administrarse y/o
combinarse con otrc material en una o mas administraciones,
aplicaciones o dosificaciones y no pretende limitarse a una
formulacién o via de administracién particular,

Tal como se usan en el presente documento, los términos
“administracion” y “administrar” se refiersen al acto de
proporcionar un farmaco, profarmaco u otro agente, o]
tratamiento terapéutico (por ejemplo, un agente identificado
como un meodulador de adherencia bacteriana a mucosidad
mediante el uso de los métodos de la presente invencién) a un
sujeto (por ejemplo, un sujeto o células, tejido y érganos in
vivo, 1In vitro o ex vivo). Vias de administracién a modo de
ejemplo pueden ser a través de los ojos (oftalmica), boca
(oral), piel (tépica o transdérmica), nariz (nasal), pulmones
{inhalada), mucosidad oral ({(bucal), oido, rectal, vaginal,
mediante inyeccidn {por ejemplo, via intravenosa, via
subcuténea, via intratumoral, via intraperitoneal, etc.) vy
similares.

Tal como se usan en el presente documento, los términos
“co-administraciéon” y “co-administrar” se refieren a la
administracidén de al menos dos agentes (por ejemplo, un agente
identificado como un modulador de adherencia bacteriana a

mucosidad mediante el uso de los métodos de la presente
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invencidén y uno o mas otros agentes (por ejemplo, una terapia
conocida para tratar trastornos de bacterias patogénicas) a un
sujeto y/o material (por ejemplo, un producto alimenticio (por
ejempleo, alimento para animales))). En algunas realizaciones,
la co-administraciéon de dos o mas agentes o terapias es
concurrente. En otras realizaciones, se administra un primer
agente/terapia antes que un segundo agente/terapia. Los
expertos en la técnica entienden que 1las formulaciones vy/o
vias de administracién de los diversos agentes o terapias
usades pueden variar. La dosificacidén apropiada para la co-
administracidon puede determinarse fdcilmente por un experto en
la técnica. En algunas realizaciones, cuando se co-administran
agentes o terapias, los agentes o© terapias respectivos se
administran y/o formulan en dosificaciones inferiores a las
apropiadas para su administracidén y/o formulacidén solos. Por
tanto, la co-administracién es especialmente deseable en
realizaciones en las que la co-administracién/co-formulacién
de los agentes o terapias disminuye la dosificacidén requerida
de unf{os) agente(s) posiblemente dafiino(s) (por ejemplo,
téxico(s)), vy/o cuande la co-administracién de dos o mas
agentes da como resultado la sensibilizacidén de un sujeto
frente a efectos beneficiosos de uno de los agentes mediante
co-administracién del otro agente.

Tal como se usan en el presente documento, “tratamiento
de poscolonizacién” o “posaplicacidén” se refieren al
tratamiento después de la eliminacién de 1la enfermedad
infecciosa.

Tal comc se usan en el presente documento, la
“preaplicacién” y/o “tratamiento profilédctico” se refieren a
tratamientos usadcs como medida preventiva (por ejemplo, para
prevenir infeccién y/o enfermedad).

Tal como se wusan en el presente documento, las
expresiones ‘“enfermedad” y Testado patolégicoe” se usan
intercambiablemente para describir un estado, signos vy/o

sintomas que se asocian con cualquier deterioro del estado
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normal de un animal vivo o de cualquiera de sus odrganos o
tejidos que interrumpe o modifica el rendimiento de las
funciones normales, y puede ser una respuesta a factores
medicambientales (tales como malnutricién, peligros
industriales o el clima), a agentes infeccioscs especificos
(tales como gusanos, bacterias o virus), a defecto inherente
del organismo (tales como diversas anomalias genéticas, o a
combinaciones de estos y otros factores).

Tal como se usa en el presente documento, la expresién
“padeciendo la enfermedad” se refiere a un sujeto (por
ejempleo, un sujeto animal © humano) gque estda experimentando
una enfermedad particular. No se pretende que 1la presente
invencién se limite a ningun sintoma o signo particular, ni
enfermedad. Por tanto, se pretende que la presente invencidn
abarque sujetos gque estdn experimentando cualguier intervalo
de 1la enfermedad (por ejemplo, desde la manifestacién
subclinica hasta la enfermedad desarrollada) en el que el
sujeto muestra al menos algunos de los indicios (por ejemplo,
signos y sintomas) asociados con la enfermedad particular.

Tal como se usa en el presente documento, el término
“téxico” se refiere a cualquier efecto dafiino o perjudicial en
un sujeto, una célula o un tejido en comparacién con la misma
célula o tejido antes de la administracién de la sustancia
toxica.

Tal como se usa en el ©presente documento, las
expresiones “componente de alimento funcional” o “aditivo de
alimento funcional” se refiere a la combinacién de un
principio activo (por ejemplo, un agente identificade como un
modulador de adherencia bacteriana con mucosidad) con un
portadeor, inerte o activo, haciendo gque la composicién sea
especialmente adecuada para su us¢ terapéutico o de
diagnéstico in vitre, in vivo o ex vivo.

Tal como se usa en el presente documento, el término
“portador” se refiere a cualquier portador convencional

incluyendo, pero sin limitarse a, solucién salina tamponada
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con fosfato, agua, emulsiones (por ejemplec, tales como
emulsiones de aceite/agua o agua/aceite), y diversos tipos de
agentes humectantes, cualquiera vy todos los disolventes,
medios de dispersién, recubrimientos, laurilsulfato de sodio,
agentes que retrasan la absorcidn e isotdnicos, disgregantes
{por ejemplc, almidén de patata o glicolato sédice de
almidén), mazorca de maiz, granos de destilacidén secos,
salvade de +trigo, levadura (por ejemplo, levadura entera
usada), componentes de levadura (por ejemplo, extracto de
pared celular de levadura), y similares. Las composicicnes
también pueden incluir estabilizadores vy conservantes. Para
ejemplos de portadores, estabilizadores y adyuvantes, ({véase
por ejemplo, Martin, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 15?2
Ed., Mack Publ, Co., Easton, Pa. ({1975), incorporado en el
presente documento como referencia).

Tal como se usa en el presente documento, el término
“digerir” se refiere a la conversién de alimento, piensos u
otros compuestos orgdnicos en una forma que puede absorberse;
a ablandar, descomponer o degradar mediante calor y humedad o
accién guimica.

Tal como se usa en el presente documento, "“sistema
digestivo” se refiere a un sistema (incluvendo sistema
gastrointestinal) en el que puede producirse o se produce
digestién.

Tal como se usa en el presente documento, el término
“piensos” se refiere a material{es) que se consume(n} por
animales y proporciona(n) energia y/o nutrientes a la dieta
del animal. Los ejemplos de pilensos incluyen, pero no se
limitan a, racién mezclada total (TMR) , forraje(s),
granulec (s), concentrado(s), premézcla(s), coproducto{s},
grano(s), grano{s) de destilacién, melaza, fibra{s}), pasto(s),
césped(es}), heno, semilla(s}, hojas, harina, producto(s)
scluble(s) y suplemento(s).

Tal como se usa en el presente documento, el término

“animal” se refiere a aquellos del reino Animalia. Esto
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incluye, perc no se limita a, g¢ganado, animales de granja,
animales doméstices, mascotas, animales de agua dulce vy
marinos y animales salvajes.

Tal comoc se usa en el presente documento, la expresidn
“sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier sal
(por ejemplo, obtenida mediante reaccién con un &acido o una
base) de un compuesto de la presente invencién (por ejemplo,
que comprende un componente de pared celular o célula de
levadura viable de la invencién) que se tolera
fisioldégicamente en el sujeto objetive (por ejemplo, un
mamifero, seres humanos, especies de aves, bovinas, porcinas,
equinas, ovinas, caprinas, caninas, felinas, de ©peces,
camélidas, roedoras asi como sujetos peces y molusces, y/o
érganos, tejidos o células in vivo o ex vivo). “Sales” de los
compuestos de la presente invenciédn pueden derivarse de Aacidos
y bases organices o 1inorgdnicos. Los ejemplos de Acidos
incluyen, pero  no se limitan a, acido clorhidrico,
bromhidrico, sulfiarico, nitrico, perclérico, fumarico,
maleico, fosférico, glicélico, lactico, salicilico, succinico,
tolueno-p-sulfénico, tartérico, acético, citrico,
metanosulfdédnico, etancsulfénico, formico, benzoico, malénico,
sulfdénico, naftaleno-2-sulfodnico, bencenosulfénico, V'
similares. Otros acides, tales como oxdlico, aungue no son en
si mismos farmacéuticamente aceptables, pueden emplearse en la
preparacién de sales 0tiles como productos intermedios para
obtener los compuestos de la invencién y sus sales de adicidn
de acido farmacéuticamente aceptables.

Ejemplos de bases incluyen, pero no se limitan a,
hidréxidos de metales alcalinos (por ejemplo, sodio),
hidréxideos de metales alcalinotérreos (por ejemple, magnesio),
amoniaco y compuestos de férmula NW,", en la que W es alquilo
Ci4, ¥ similares.

Los ejemplos de sales incluyen, pero no se limitan a:
acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato,

bencencsulfonato, bisulfateo, butirato, citrato, alcanforato,
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alcanforsulfonato, ciclopentanopropionato, diglucenato,
dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, flucoheptanocato,
glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, cloruro,
bromuro, yoduro, 2-hidroxietancsulfonato, lactato, maleato,
metanosulfonato, 2-naftalensulfonato, nicotinato, oxalato,
palmoato, pectinato, persulfato, fenilpropicnato, picrato,
pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato,
tosilato, undecancato, y similares. Otros ejemplos de sales
incluyen aniones de los compuestos de la presente invencidn
combinados con un catién adecuado tal como Na', NH,' y NW,” (en
el que W es un grupo alquile C;4), y similares. Para uso
terapéutico, se contempla que sales de los compuestos de la
presente invencién son farmacéuticamente aceptables. Sin
embargo, las sales de A4cidos y  bases gque no  son
farmacéuticamente aceptables también pueden encontrar uso, por
ejemplo, en la preparacién o purificacién de un compuesto
farmacéuticamente aceptable.

Para uso terapéutico y/c¢ profilActico, se contempla que
las sales de los compuestos de la presente invencidn son
farmacéuticamente aceptables. Sin embargo, las sales de &cidos
y bases que no son farmacéuticamente aceptables también pueden
encontrar uso, por ejemplo, en la preparacién o purificacién
de un compueste farmacéuticamente aceptable.

Tal come se usa en el presente documento, la expresidn
“cultivo celular” se refiere a cualquier cultivo de células in
vitro. Dentro de este término se incluyen lineas celulares
continuas (por ejemplo, con un fenotipo inmortal), cultives
celulares primarios, lineas celulares transformadas, lineas
celulares finitas (por ejemplo, células no transformadas), vy
cualquier otra poblacién celular mantenida in vitro.

Tal como se usa, el término “eucariota” se refiere a
organismos gque pueden distinguirse de “procarioctas”. Se
pretende que el término abarque todos los organismos con
células que muestran las caracteristicas usuales de

eucariotas, tales como la presencia de un nicleo verdadero
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unido por una membrana nuclear, dentro de la que se encuentran
los cromosomas, la presencia de orgdnulos unidos a la
mempbrana, y otras caracteristicas cominmente observadas en
organismos eucariotas. Por tanto, el término incluye, pero no
se limita a, organismos tales como hongos, protozoos vy
animales (por ejemplo, seres humanos).

Tal como se usa en el presente documento, la expresioén
“in vitro” se refiere a un enteorno artificial y a procesos o
reacciones que se producen dentro de un entorno artificial.
Los entornos in vitro pueden consistir en, pero no se limitan
a, tubos de ensayo y cultivo celular. La expresiéon “in vivo”
se refiere al entorno natural (por ejemplo, un animal ¢ una
célula) y a procesos o reacciones que se producen dentro de un
entorno natural.

Tal como se usa en el presente documento, el término
“muestra” se usa en su sentido lo m&s amplio. En un sentido,
pretende incluir un espécimen o cultivo obtenido a partir de
cualquier fuente, asi Como muestras biolégicas y
medicambientales. Pueden obtenerse muestras Dbioldgicas a
partir de animales (incluyendo seres humanos) y abarcan
fluidos, sdlidos, tejides y gases. Las muestras bioldgicas
incluyen hemoderivados, tales como plasma, suerc y similares.
Las muestras medicambientales incluyen material mediocambiental
tal como materlal de la superficie, tierra, agua, cristales vy
muestras industriales. $in embargo, tales eijemplos no deben
interpretarse como limitativos de los tipos de mnuestra que
pueden aplicarse a la presente invencidn.

Tal como se usa en el presente documento, el término
“kit” se refiere a un conjunto envasado de materiales.

Tal como se usa en el presente documento, “moduladores
antiadherencia” y/o “moduladores antiadhesién” se refieren a
moduladores que blogquean la adherencia (por ejemplo, blogquean
que un compuesto se adhiera a la fimbria, y/o bloguean la
adherencia de bacterias a células epiteliales de la mucosidad

y/o a otros tipos de células).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se ha mostrado que ensayos de unidén radiocactiva miden la
adherencia Dbacteriana a la mucosidad intestinal, y que
determinados agentes previenen eficazmente tal adherencia

{véase, por ejemplo, Conway, et al., 1990, Infection and

Immunity 58:3178-3182; incorporado en el presente documento

como referencia en su totalidad). En particular, ensayocs de
unién radioactiva que se ha mostrado que miden la adherencia
bacteriana a la mucosidad intestinal han mostrado ademas el
efecto de Bio-Mos, una manoproteina derivada de 1la pared
celular de Saccharomyces cerevisiae, sobre la inhibicidn de la
adherencia bacteriana. Sin embargo, ne hay ningan método de
rutina no radicactivo disponible para detectar, identificar y
medir la adherencia bacteriana a mucosidad. Los métodos vy
composiciones de la presente invencién superan tales
limitaciones proporcionando métodos no radicactivos para
detectar, identificar vy medir 1la adherencia bacteriana a
mucosidad.

En particular, la presente invencidédn proporciona un
inmunoensayo preciso y simple para medir la adherencia
bacteriana a la mucosidad y para someter a prueba el efecto de
productos gque modulan (por ejemplo, inhiben, promueven) la
adherencia. En algunas realizaciones, el inmunoensaye es una
inmunotransferencia de tipo Western. En algunas realizaciones,
el inmunoensayo es un radioinmunoensayo. En algunas
realizaciones, el inmunoensayo es un ensayo de
inmunoflucrescencia. En algunas realizacicnes, el inmunoensayo
es un ensayo basado en ELISA. Un método basado en ELISA es una
alternativa atractiva con respecto a un ensayo radioactivo
debido a la flexibilidad en el uso de diferentes combinaciones
de anticuerpos primarios y secundarios y diversos sistemas de
deteccidn colorimétrica para diferentes especies microbianas.
Por consiguiente, la presente invencién proporcicna métodos

basados en ELISA para detectar e identificar la adherencia
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bacteriana a mucosidad (por ejemplo, revestimiento mucoso
intestinal).

Por tanto, en algunas realizaciones, la presente
invencién proporciona un ensayo colorimétrico, no radioactivo
para monitorizar y/o caracterizar la interaccidén (por ejemplo,
de unién, fijacidén, afinidad, etc.) entre mucosidad y células
bacterianas, En algunas realizaciones, el ensayo no
radicactivo es tan sensible como y/0 mAs sensible gue un
ensayo radiocactivo utilizado para monitorizar y/o caracterizar
de manera similar. En algunas realizaciones, se usa un ensayo
colorimétrico, no radicactivo de la invencién para monitorizar
y/0 caracterizar la capacidad de uno o mds agentes de prueba
para alterar {(por ejemplo, inhibkir vy/o potenciar) la
interacecidén de células Dbacterianas (poer ejemplo, unidn,
fijacién, afinidad, etc.) con mucosidad.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, 1la presente
invencidn proporciona un método de ensayo de inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA) para monitorizar y/o caracterizar la
interaccién (por ejemplo, unidn, fijacidn, afinidad, etc.)
entre mucosidad y células bacterianas (por ejemplo, tal como
se describe en las ejemplos 1-16}. En algunas realizaciones,
el ensayo se realiza a temperatura ambiente. En algunas
realizaciones, el ensayc se realiza a 37°C. En algunas
realizaciones, el ensayo se optimiza tal como se describe en
los ejemplos 2-15. En algunas realizaciones, se recubren
placas (por ejemple, placas de microtitulacién (por ejemplo,
placas MAXISORP (por eijemplo, que contienen 6, 12, 24, 48, 96,
128 o mas pocillos))) con mucosidad. La presente invencién no
se limita por el tipo, fuente o cantidad de mucosidad. En
algunas realizaciones, la mucesidad utilizada es mucosidad de
animal. En algunas realizacilones, la mucosidad se obtiene a
partir de un cerdo, un pollo, una vaca, un equinc, un canino,
un felino u otro tipo de animal. En algunas realizaciones, la
mucosidad se obtiene a partir de una o més partes del tubo

digestivo. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la mucosidad
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se obtiene a partir del ileon (por ejemplo, ileon proximal,
ileon distal, etc.), duodeno, ciego, colon y/u otra parte del
tube digestive. La presente invencién no se limita por 1la
cantidad de mucosidad utilizada para recubrir las placas (por
ejemplo, dependiendo del numero y/o tamafio de los pocillos en
la placa). En algunas realizaciones, la mucosidad se diluye en
un tampén de recubrimiento y entonces se utiliza para recubrir
las placas. En algunas realizaciones, el tampdén de
recubrimiento es una disolucién que comprende 1 litro de agua
en la que se han disuelto 1,6 g de Na,COy, 2,94 g de NaHCOs, vy
0,2 g de Na-azida y se ha ajustado el pH a 9,6, o un tampdn
similar. En algunas realizaciones, se usa un tampdén de
recubrimiento gque comprende entre aproximadamente 0,001 -
0,2 mg de proteina de mucosidad por ml de tampdén de
recubrimiento para recubrir cada pocillo en la placa, aungue
preden usarse cantidades mayores (por ejemple, 0,3 mg/ml, 0,4
mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/mi, 1,0 mg/ml o mas) o menores {por
ejemplo, 0,0005 mg/ml o menos). En algunas realizaciones, se
usan aproximadamente 300 pl de la suspensidén de recubrimiento
para recubrir cada pocillo, aunque pueden usarse volumenes
mayores (por ejemple, 400 pl, 500 pl, 600 pl, 700 pul o mas) o
menores (por ejemplo, 200 pl, 100 pl, 50 pl, 25 pl o menos} de
disclucién de recubrimiento {por ejemplo, dependiendo del
tamafio del pocillo, cantidad de serfial deseada, u otros
factores (por ejemple, adherencia bacteriana)). Una vez que
afiadida la disolucidén de recubrimiento a los pocillos, se deja
gue la mucosidad recubra cada pocillo durante un periodo de
tiempo (por ejemplo, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2
horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 6 horas,
aproximadamente 12 horas, aproximadamente 24 horas, o mas) a
una temperatura constante (por ejemplo, 4°C, temperatura
ambiente, o mas caliente (por ejemplo, 37°C)}). En algunas
realizaciones, las placas se recubren durante incubacién (por

ejemplo, para impedir la evaporacidén de 1la disclucién de
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recubrimiento). En algin momento durante el periodo de
recubrimiento, se prepara un agente de prueba (por ejemplo,
que debe someterse a prueba para determinar su capacidad para
alterar (por ejemplo, inhibir vy/o0 potenciar) la unién
bacteriana a la mucosidad). Se diluye el agente de prueba en
cualquier tampdn aproplade (por ejemplo, scluciédn salina
tamponada con fosfato (PBS) {por ejemplo, una disolucién de
PBS generada disolviendo 8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 1,4 g de
NazHPO,; x 2H,O0, 0,2 g de KHzPO, en 1 L de agua y ajustandoc a pH
7,4} . La presente invencién no se limita por el tipo de agente
de prueba. De hecho, puede monitorizarse y/o caracterizarse
una variedad de agentes de prueba usandeo métodos de la
invencién incluyendo, perc sin limitarse a, los descritos en
el|presente documento.

Tras completarse el recubrimiento, se retira 1la
disolucién de recubrimiento de los pocillos (pot ejemplo, sin
mezclar el contenido de los pocillos}) y se lava cada pocillo
con un volumen apropiado (por ejemplo, 100 ml, 200 ml, 300 ml,
400 ml o mas) de disolucidn de lavado (por ejemplo, PBS).

Se preparan bacterias que van a monitorizarse vy/o
caracterizarse para determinar su interaccidén con mucosidad
recogiendo las bacterias en condiciones gqgue no alteran la
integridad de 1las bacterias. La presente invencidén no se
limita a ningun tipe particular de bacterias ni a ninguna fase
de crepimiento particular de las bacterias. De hecho, puede
monitofizarse y/o caracterizarse una variedad de bacterias en
un ensayo de la invencién incluyendo, perco sin limitarse a,
los tipos de bacterias descritos en el presente documento. Una
vez recogidas (por ejemplo, mediante centrifugacién para
sedimentar las <c¢eélulas bacterianas), se resuspenden las
bacterias en tampén (por ejemplo, PBS) hasta una concentracién
deseada dependiendo de <cuéntas bacterias se desean por
pocillo. En algunas realizaciones, el numero de bacterias
afladidas por pocillo es de aproximadamente 10’, aunque pueden

afladirse mas {(por ejemplo, 108, 10°, 10*°) o menos (por

-y
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ejemplo, 10%, 10%, 10') bacterias a cada pocillo. Tras el
lavado final de las placas, se afladen Dbacterias a los
pocillos. En algunas realizaciones, se afiade una disolucidn de
agente de prueba a la suspensidn de bacterias justo antes de
afiladirlas a los pocillos. La cantidad de agente de prueba y la
cantidad de células pueden variarse tal como se describe en el
presente documento. Una vez afiadidas a los pocillos, se deja
gque las bacterias y/o bacterias méds agente de prueba se
incuben en 1los pocillos durante un periodo de tiempo
establecido (por ejemplo, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas o
mas}. Tras la incubacién, se lavan leos pocillos (por ejemplo,
una, dos, tres o mas veces con PB3). Tras el lavado, se afiade
un tampén de bloquec (por ejemplo, suero bovino fetal (FBS),
albtmina sérica bovina (BSA}, leche u otro agente de bloqueo
adecunado (por ejemplo, FBS al 10% diluido en PBS) a cada
pocille {por ejemplo, usando el mismo volumen de tampdn de
blogueo que se utilizd para recubrir los pocillos con
mucosidad) . Se incuba la disclucidn de bloguec en los peocillos
durante un periodo de tiempo establecido (por ejemplo,
aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas,
aproximadamente 3 horas o mas}) a una temperatura constante
(por ejemplo, 4°C, temperatura ambiente, o mas caliente (por
ejemplo, 37°C)). Se retira el tampdn de blogueo y entconces se
afiade un anticuerpo primario (por ejemplo, con afinidad
especifica por las bacterias gque estan monitorizandose y/o
caracterizandose) a los pocillos. Se diluye el anticuerpo
primario {por ejemplo, a 1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000 o més)
en el tampdén de blogqueo. El wvolumen de anticuerpo primario
diluido que debe afladirse a los pocillos es de aproximadamente
100 ml a aproximadamente 400 ml (por ejemple, 200 ml) vy se
incuba en los pocillos durante un periode de tiempo
establecido (por ejemplo, aproximadamente 1 hora,
aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas o mas) a una
temperatura constante (por ejemplo, 4°C, temperatura ambiente,

o mads caliente {por ejemplc, 37°C)}. La presente invencidn no



10

15

20

25

30

35

50614
30

se limita por el anticuerpo primario usado. De hecho, puede
usarse cualquier anticuerpo con afinidad especifica por el
tipo de bacterias que estéan monitorizandose y/o
caracterizandose. En algunas realizaciones, el anticuerpo
primario es un anticuerpo policlonal. En algunas
realizaciones, el anticuerpo primario es un anticuerpo
monoclonal. En algunas realizacicnes, el anticuerpo primario
es un fragmentc de anticuerpo. En algunas realizaciones, el
anticuerpo primarice es un anticuerpo conjugado. Por ejemplo,
en algunas realizaciones, el anticuerpo primario esta
conjugado con biotina. En algunas realizaciones, el anticuerpo
primario es un anticuerpo policlonal conjugade con biotina
frente a E. coli. Tras la incubacién del anticuerpo primario,
se lavan los pocillos (por ejemplo, una, dos, tres o mas
veces} usando un tampdén de lavado (por ejemplo, PBS). Se
retira el tampdén de lavado y entonces se afiade un anticuerpo
secundario (por ejemplo,: con afinidad especifica por el
anticuerpce primario) a los pocillos. También se diluye el
anticuerpo secundario (por ejemplo, a 1:500, 1:1000, 1:2500,
1:5000 o mas) en el tampén de bloqueo. La presente invenciédn
no se limita al tipo de anticuerpo secundario usado. En
algunas realizaciones, el anticuerpo secundario es un
anticuerpo policlonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo
secundario es un anticuerpo monoclonal. En algunas
realizaciones, el anticuerpo secundario es un fragmento de
anticuerpo. En algunas realizaciones, el anticuerpo secundario
es un anticuerpo conjugadoc. En algunas realizaciones, el
anticuerpo secundario estad conjugado con estreptavidina. En
algunas realizacicnes, el anticuerpo secundarioc estd conjugado
con una enzima {(por ejemplo, peroxidasa, fosfatasa, etc.). El
volumen de anticuerpo secundario diluide que debe afadirse a
los pocillos es de aproximadamente 100 ml a aproximadamente
400 ml (por ejemplc, 200 ml}) y se incuba en los pocillos
durante un pericdo de tiempo establecido (por ejemplo,

aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas,
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aproximadamente 3 horas o mas} a una temperatura constante
(por ejempleo, 4°C, temperatura ambiente, o0 mas caliente (por
ejemplo, 37°C)). Tras la incubacidén, se lavan los pocillos
{por ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco o0 mas veces) <on un
tampén de lavado {(por ejemplo, PBS}. Tras el dltimo lavado, se
aflade un sustrato colorimétrico a los pocillos. La presente
invencién ne se limita por el tipo de sustrato wusado.
Sustratos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a,
3,3",5,5 -tetrametilbencidina {TMB) {por ejemplo, para
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa), (fosfato
de p-nitrofenilo (pNPP) (por ejemplo, para anticuerpos
conjugados con fosfatos), etc.}. Se desarrolla color en los
pocillos y se detecta y/o cuantifica (por ejemplo, usando un
espectrofotdmetro). El1 desarrolle de color puede detenerse
mediante la adicién de un tampdn Aacido (por ejemplo, H,SO,
2 M) en cualguier momento (por ejemplo, para impedir una
produccién de sefial de color intensa (por ejemplo, con el fin
de cuantificar la fijacién bacteriana)).

La presente invencién no se limita a un método basado en
ELISA particular para detectar, identificar vy medir la

adherencia bacteriana a mucosidad. En algunas realizaciones,

' se proporcionan métodos en los gue 1) se recubren placas

configuradas para su uso en ensayos bhasados en ELISA con una
muestra de mucosidad, 2) se aplican bacterias a las placas
recubiertas con mucosidad, 3) se aplican anticuerpos primarios
dirigidos frente a las bacterias, 4) se aplican anticuerpos
secundarios dirigidos frente a los anticuerpos primarios, 5)
se aplica un sustrato liquido, y 6) se mide la adherencia
bacteriana. En algunas realizaciones, se aplican etapas de
lavado entre una o mas de las etapas. En algunas
realizaciones, se aplica disclucidén de bloqueo entre una o mas
de las etapas. Los métodos no se limitan a tipos o clases
particulares de muestras de mucosidad, bacterias, anticuerpos
primarios, anticuerpos secundarios, sustrato ligquide y/o

técnicas para medir la adherencia bacteriana.

1
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Los métodos para detectar, identificar vy medir la
adherencia bacteriana a mucosidad no se limitan a un tipo
particular de bacterias. De hecho, puede usarse cualquier tipo
de bacterias en la presente invencidn. Ejemplos de bacteriés
incluyen, peroc ne se limitan a, Acidobacteria, Actinobacteria,
Aguificae, Bacteroidetes/Chlorobi, Chlamydiae/Verrucomicrobia,
Chloroflexi, Chrysiogenetes, Cyancbacteria, Deferribacteres,
Deinococcus-Thertnus, Dictyoglomi, Fibrobacteres, Firmicutes,
Fuscbacterias, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes,
Proteobacterias, Spirochaetes, Synergistetes, Tenericutes,
Thermodesulfobacteria, Y Thermotogae. En algunas
realizaciones, las bacterias son bacterias patogénicas tales
como, por ejemplo, Berdetella (por ejemplo, Bordetella
pertussis), Borrelia (por ejemplo, Borrelia burgdorferi),
Brucella (por -ejemplo, Brucella abortus, Brucella canis,
Brucella melitensis, Brucella suis), Campylobacter  (por
ejemplo, Campylobacter jejuni), Chlamydia (por ejemplo,
Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci, Chlamydia
trachomatis), Clostridium (por ejemplo, Clostridium botulinum,
Clostridium difficile, Clostridium _perfringens, Clostridium
tetani}, Corynebacterium {por ejemplo, Corynebacterium
diphtheriae), Enterococcus (por ejemplo, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecum), Escherichia (por ejemplo,
Escherichia «coli), Francisella (por ejemplo, Francisella
tularensis), Haemophilus {por ejemplo, Haemophilus
influenzae), Helicobacter (por ejemplco, Helicobacter pylori},
Legionella (por ejemplo, Legionella pneumophila), Leptospira
{por ejemplo, Leptospira interrogans), Listeria (por ejemplo,
Listeria monocytogenes), Mycobacterium {por ejemplo,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis), Mycoplasma
(por ejemplo, Mycoplasma pneumoniae), Neisseria (por ejemplo,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis), Pseudomonas
{por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa), Rickettsia (por
ejemplo, Rickettsia rickettsii), Salmonella (por ejemplo,

Salmonella typhi, Salmonella typhimurium), Shigella (por

1
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ejemplo, Shigella sonnet), Staphylococcus {(por ejemplo,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus), Streptococcus (por ejemplo,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes), Treponema (por ejemplo, Treponema
pallidum), Vibrio (por ejémplo, Vibrio cholerae), y Yersinia
(por ejemplo, Yersinia pestis). En algunas realizaciones, las
bacterias se seleccionan de cepas particulares de E. Coli que
se sabe que tienen una fuerte adherencia a mucosidad de cerdo
{por ejemplo, E. coli ALI84 y/o ALI446).

La presente invencidén no se limita a wuna manera
particular de preparar y/o usar bacterias en los métodos
basados en ELISA para detectar, identificar y medir adherencia
bacteriana a mucosidad. En algunas realizaciones, las
bacterias se inactivan antes de su uso (por ejemplo, para
fines de almacenamiento) y se activan durante las pruebas. Los
métodos no se limitan a un método particular para inactivar
las bacterias, Ejemplos de inactivacién de las bacterias
incluyen, pero no se limitan a, congelar las bacterias,
suspender las bacterias en etanol, suspender las bacterias en
glutaraldehido, suspender las bacterias en formalina, irradiar
las bacterias con irradiacién ultravioleta, suspender las
bacterias en dimetilsulféxido, y calentar las bacterias antes
de enfriar para su almacenamiento. Los métodos no se limitan a
una manera particular de activar las bacterias inactivadas
para fines de pruebas. En algunas realizaciones, las bacterias
se activan (por ejemplo, se recogen) mediante técnicas de
centrifugacién. 7

Los métodos no se limitan a una manera particular de
inactivaciédn de bacterias con etanocl. En algunas
realizaciones, se hacen crecer las bacterias y se transfieren
en un medic reciente {(por ejemplc, indculos al 10%) antes de
la inactivaciédn (por ejempleo, un dia antes de la inactivacién)
con etanol. A continuacidn, se inactivan las bacterias y se

conservan afiadiendo etanol directamente al cultivo bacteriano

4
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{(por ejemplo, hasta una concentracién final de aproximadamente
el 40% vol/vol {(por ejemplo, el 20% vol/vol; el 30% vol/vol;
el 33% vol/vol: el 35% vol/vol; el 37% vol/vol; el 40%
vol/veol; el 42% vol/vol; el 45% vol/vol; el 50% vol/vol; el
60% veol/vol). En algunas realizaciones, se almacenan bacterias
inactivadas con etanol (por ejemplo, hasta una concentracién
final de aproximadamente el 40% wvol/vol) a aproximadamente
+4°C (por ejemplo, 2°C; 3°C; 4°C; 5°C; 6°C}). En alguna
realizacidén, se activan (por ejemplo, se recogen) bacterias
inactivadas con etancl (por ejemplo, hasta una concentracién
final de aproximadamente el 40% vol/vol) (por ejemplo,
almacenadas a aproximadamente +4°C) mediante centrifugacién.
En algunas realizaciones, se suspenden las bacterias en
scolucidn salina tamponada con fosfato {(por eiemplo, PBS) ({por
ejemplo, 8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 1,4 g de Na,HPO; x 2H:;0,
0,2 g de KH,PO;, ad. 1000 ml H,0 MilliQ, pH 7,4).

Los méetodos para detectar, identificar y medir
adherencia bacteriana a mucosidad no se limitan a un tipo
particular de mucosidad. De hecho, puede usarse cualguier tipo
de mucosidad en la presente invencidn. En algunas
realizaciones, la mucosidad usada procede de un cerdo (por
ejemplo, mucosidad de colon de cerdo) (por ejemplo, mucosidad
de intestino de cerde (por ejemplo, raspada del ileon proximal
de un cerdo de aproximadamente un ano de edad)).

La presente invencidn no se limita a una manera
particular de preparar y/o usar muestras de mucosidad (por
ejemplc, mucosidad procedente de un cerdo) en los métodos
basades en ELISA para detectar, ildentificar y medir adherencia
bacteriana a mucesidad. En algunas realizaciones, se suspenden
las muestras de mucosidad con un tampdn de recubrimiento. Los
métodos no se limitan a una configuracién particular para el
tampén de recubrimiento. En algunas realizaciones, el tampén
de recubrimiento comprende 1,6 g de Na,CO; {anhidro), 2,94 g
de NaHCO;, 0,2 ¢ de Na-azida, 1 1 de H;0 con pH 9,6 (mezclando

los componentes acaba siendo de 9,7).
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En algunas realizaciones, se recubren las muestras de
mucosidad sobre placas (por ejemplo, pocillos) (por ejemplo,
placas de 96 pocillos} (por eijemplo, placas de 96 pocillos
MaxiSorp) configuradas para su uso en ensayos basados en
ELISA. Las muestras de mucosidad no se limitan a una manera
particular de recubrirlas sobre placas configuradas para su
uso en ensayos basados en ELISA. En algunas reallzaciones, las
muestras de mucosidad se recubren directamente sobre las
placas justo antes de las pruebas. En algunas realizaciones,
las muestras de mucosidad se recubren previamente sobre las
placas para permitir un almacenamiento a largo plazo antes de
las pruebas. Los métodos no se limitan a métodos particulares
de recubrimienteo previc de placas configuradas para su uso en
ensayos basados en ELISAR con muestras de mucosidad (por
ejemplo, muccosidad procedente de intestino de cerdo). En
algunas realizaciones, el recubrimiento previo de placas
configuradas para su uso en ensayos basados en ELISA con
muestras de mucosidad se logra mediante el recubrimiento de
las placas con las muestras de mucosidad y posteriormente la
congelacidn de las placas recubiertas. En algunas
realizaciones, el recubrimiento previo de placas configuradas
para su uso en ensayos basados en ELISA con muestras de
mucosidad se logra mediante el recubrimiento de las placas con
las muestras de mucosidad y posteriormente el secado al aire
de las placas recubiertas. Los métodos no se limitan a una
manera particular de rehidratar muestras de mucosidad
previamente recubiertas sobre placas configuradas para su uso
en ensayos Dpasados en ELISA. En algunas realizaciocnes, la
rehidratacién se logra mediante la exposicién de las muestras
a solucidén salina tamponada con fosfato (por ejemplo, PBS)
(por ejemplo, 8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 1,4 g de Na;HPQO, x
2H;0, 0,2 g de KH,PO,, ad. 1000 ml de H,0 MilliQ, pH 7,4).

Los métodos para detectar, identificar y  medir
adherencia bacteriana a mucosidad no se limitan a un tipo

particular de anticuerpo primario. En algunas realizaciones,
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los anticuerpos primarios se dirigen frente a las bacterias
cuya adherencia a la mucosidad estd sometiéndose a prueba. En
algunas realizaciones, el anticuerpo primario es un anticuerpo
policlcenal conjugado <c¢on HRP frente a los serotipos
antigénicos O yv K de E. c¢oli (numero de catdloge de Acris
BP2022HRP}). En algunas realizaciones, el anticuerpo primario
es un anticuerpo policlonal frente a los serotipos antigénicos
O y K de E. coli (nimerc de catalogo de Acris BP2022)}. En
algunas realizaciones, el anticuerpo primario es un anticuerpo
policlonal conjugado c¢on biotina frente a los serotipos
antigénicos 0 v K de E. coli {numerc de catdlogo de Acris BP
1021B) .

Los métodos para detectar, identificar y medir
adherencia bacteriana a mucosidad no se limitan a un tipo
particular de anticuerpo secundario. En algunas realizaciones,
los anticuerpos secundarios estan configurados para detectar
la unién del anticuerpo primaric con bacterias unidas a
mucosidad. Como tal, en algunas realizaciones, los anticuerpos
secundarios se dirigen frente al anticuerpo primario. En
algunas realizaciones, el anticuerpo secundario es un
anticuerpo de conejo anti-IgG de cabra-HRP purificade por
afinidad (numero de catédlogo de Acris RI317HRP). En algunas
realizaciones, el anticuerpo secundario es un anticuerpo de
conejo anti-IgG de cabra-AP purificado por afinidad (nimero de
catalogo de Acris RB 17AP). En algunas realizaciones, el
anticuerpo secundario es un anticuerpo policlonal conjugado
con FITC frente a IgG de cabra (H&L) (numero de catidlogo de
Acris RI1I317F}. Bn algunas realizaciones, el anticuerpo
secundario es estreptavidina-fosfatasa alcalina de
Streptomyces avidinii (numero de catdlogo de Sigma $S2890). En
algunas realizaciones, el anticuerpo secundario es
estreptavidina-peroxidasa de Streptomyces avidinii (nimero de
catdlogo de Sigma S5512).

En algunas realizaciones, los anticuerpos primarios vy

anticuerpos secundarics se diluyen en una disolucidn de
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bleoqueo. Los métodos no se limitan a un tipo particular de
disolucién de bloque>. En algunas realizaciones, la disolucién
de bloquec es leche. En algunas realizaciones, la disolucidn
de Dblogueo es suero bovino fetal {FBS). En algunas
realizaciones, la disolucidén de bloqueo es albumina sérica
bovina (BSA).

Los métodos para detectar, identificar \% medir
adherencia bacteriana a mucosidad no se limitan a un tipo
particular de sustrato liquide. En algunas realizaciones, el
sustrato liquido esta configurado para facilitar la deteccién
de la unidén del anticuerpo primario y/o el anticuerpo
secundario dentro del ensayo, 3,37,5,5" -tetrametilbencidina
{TMB) (namero de <catalogo de Sigma T4319). En algunas
realizaciones, el sustrato liquido es la forma cinética lenta
de TMB (a continuacién, TMB lenta) (numero de catdlogo de
Sigma T0440). En algunas realizaciones, el sustrato liquido es
TMB super-sensible (a2 continuacién, TBM super) (numerc de
catalogo de Sigma T4444). En algunas realizaciones, el
sustrato liquido es fosfato de p-nitrofenilo (numero de
catdlogo de Sigma N7653). En algunas realizaciones, el
sustrato liquido es 2,2'-azino-bis(&cido 3-etilbenzotiazolin-
6-sulfénico) (AzBTS; nimero de catalogo de Sigma A3219) +
potenciador de micropocillos ABTS {(numero de catalogo de Sigma
AI227).

Los métodos para detectar, identificar y medir
adherencia bacteriana a mucosidad no se limitan a una técnica
particular para medir tal adherencia bacteriana a mucosidad.
En algunas realizaciones, la adherencia bacteriana a mucosidad
se mide visualmente (por ejemplo, usando obtencién de imagenes
y/o fotografia). En algunas realizaciones, la adherencia
bacteriana a mucosidad se mide con un lector de placas de
ELISA. En algunas realizaciones, la técnica empleada para
medir la adherencia bacteriana a mucosidad detecta, mide vy

cuantifica, ©por ejemplce, la absorbancia, intensidad de
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fluorescencia, luminiscencia, fluorescencia de resolucidn
temporal y/o polarizacidédn de fluorescencia.

En algunas realizaciones, los métodos para detectar,
identificar y medir adherencia bacteriana a mucosidad (por
ejemplo, los métodos basados en ELISA) se usan para
identificar agentes que modulan la adherencia bacteriana a
mucosidad. En algunas realizaciones, se usan métodos para
detectar, 1dentificar y/o medir adherencia bacteriana de la
invencién para generar y/o identificar composiciones
optimizadas (por ejemplo, de segunda, tercera, cuarta o mas
generacidén) {por eiemplo, que muestran mayor eficacia (por
ejemplo, en la prevencidén de la adherencia bacteriana) gue una
composicién generacién anterior. Los métodos no se limitan a
una técnica particular para identificar agentes que modulan la
adherencia bacteriana a mucosidad y/¢ células (por ejemplo,
células epiteliales). En algunas realizaciones, se aplica
conjuntamente un posible modulador de adherencia bacteriana a
mucosidad y/o células {por ejemplo, células epiteliales) con
una muestra bacteriana a una placa recubierta con mucosidad
y/o células (por ejemplo, células epiteliales) (por ejemplo,
mucosidad de intestino de cerdo y/o células epiteliales), y se
anticuerpos primarios y secundaries, y sustratoc liguido
posteriormente aplicados. En  algunas realizaciones, la
caracterizacién de la actividad de modulacidén del agente se
leogra comparando la adherencia bacteriana en presencia vy
ausencia del agente. Por ejemplo, agentes gue aumentan la
adherencia bacteriana a mucosidad y/o células (por ejemplo,
células epiteliales) se caracterizan como, por ejemplo,
facilitadores de la adherencia entre ese tipe especifico de
bacterias y ese tipo especifico de muceosidad y/o células (por
ejemplo, células epiteliales}. Agentes gue disminuyen la
adherencia bacteriana a mucosidad y/o células (por ejemplo,
células epiteliales}) se caracterizan como, por ejemplo,
inhibidores de adherencia entre ese tipo especifico de

bacterias y ese tipo especifico de mucosidad y/o células (por
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ejemplo, células epiteliales). Los métodos no se limitan a un
tipo o clase particular de posible agente. En algunas
realizaciones, el agente es, por ejemplo, una molécula que se
produce de manera natural, una molécula derivada de manera
sintética, o una molécula derivada de manera recombinante.

En algunas realizaciones, los métodos suponen la
aplicacién previa de uno o mas agentes gue se sabe gue modulan
la adherencia bacteriana a mucosidad o células epiteliales
como medida profilactica o preventiva. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, los métodos suponen la aplicacién previa de uno
0 mas agentes que se sabe que inhiben la adherencia bacteriana
a mucosidad. Los métodos de 1la invencidén no se limitan a
ningun tipo particular de agente que se sabe gque inhibe la
adherencia bacteriana a mucosidad y/o células (por ejemplo,
células epiteliales}. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
el agente que se sabe que inhibe la adherencia bacteriana a
mucosidad es Bio-Mos (por ejemplo, una manoproteina derivada
de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae), aungque la
presente invencién no se limita al mismo. En algunas
realizaciones, el agente que se sabe que inhibe la adherencia
bacteriana a mucosidad se identifica mediante el usc de los
métodos basados en ELISA de la presente invencién. En algunas
realizaciones, los métodos suponen la aplicacidén conjunta de
une © mas agentes que se sabe que potencian la adherencia
bacteriana a mucosidad., Los métodos no se limitan a un tipo
particular de agente que se sabe que potencia la adherencia
bacteriana a mucosidad. En algunas realizaciones, el agente
que se sabe gue potencia la adherencia bacteriana a mucosidad
se identifica mediante el uso de los métodos basados en ELISA
de la presente invencidn. .

En algunas realizaciones, los métodos suponen la
aplicacién conjunta de uno o© mads agentes gque .se sabe que
modulan la adherencia bacteriana a mucosidad. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, los métodos suponen la aplicacién

conjunta de uno o mids agentes gque se sabe que inhiben la
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adherencia bacteriana a mucosidad. Los métodos no se limitan a
un tipo particular de agente que se sabe que inhibe la
adherencia bacteriana a mucosidad. En algunas realizaciones,
el agente gue se sabe que inhibe la adherencia bacteriana a
mucosidad es Bio-Mos (por ejemplo, una manoproteina derivada
de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae). En algunas
realizaciones, el agente que se sabe que inhibe la adherencia
bacteriana a mucosidad se identifica mediante el uso de los
métodos basados en ELISA de la presente invencién. En algunas
realizaciones, los métodos suponen la aplicacidén conjunta de
uno © mas agentes que se sabe gue potencian la adherencia
bacteriana a mucosidad. Los métodos no se limitan a un tipo
particular de agente gue se sabe que potencia la adherencia
bacteriana a mucosidad. En algunas realizacicones, el agente
gque se sabe que potencia la adherencia bacteriana a mucosidad
se identifica mediante el uso de los métocdos basados en ELISA
de la presente invencidn.

En algunas realizaciones, los métodos suponen la
aplicacién posterior de unc o mas agentes que se sabe gue
modulan la adherencia bacteriana a mucosidad o células
epiteliales tras haberse eliminado la enfermedad infecciosa.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, los métodos suponen la
aplicacién posterior de uno © mids agentes gque se sabe gque
inhiben la adherencia bacteriana a mucosidad y/o células (por
ejemplo, células epiteliales). Los métodos no se limitan a un
tipo particular de agente que se sabe que inhibe la adherencia
bacteriana a mucosidad. En algunas realizaciones, el agente
que se sabe que inhibe la adherencia bacteriana a mucosidad es
Bio-Mos (por ejemplo, una mancpreteina derivada de la pared
celular de Saccharomyces cerevisiae) . En algunas
realizacicones, el agente que se sabe que inhibe la adherencia
bacteriana a mucosidad se identifica mediante el uso de los
métodos basados en ELISA de la presente invencidn. En algunas
realizaciones, los métodos suponen la aplicacién conjunta de

uno © mas agentes que se sabe que potencian la adherencia
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bacteriana a mucosidad. Lecs métodos no se limitan a un tipo
particular de agente que se sabe gque petencia la adherencia
bacteriana a mucosidad. En algunas realizaciones, el agente
gue se sabe que potencia la adherencia bacteriana a mucosidad
se ldentifica mediante el uso de los métodos basados en ELISA
de la presente invencidn.

En algunas realizaciones, se usan ensayos de la
invencién para identificar vy/o caracterizar compuestos de
antiadherencia para bacterias del tubo intestinal y/o¢ urinario
(por ejemplo, bacterias gque coclonizan superficies mucosas del
tubo intestinal y/¢ urinario). En algunas realizaciones, se
identifican compuestos de antiadherencia que se usan para
prevenir y/o tratar una enfermedad y/o signos y/o sintomas de
la misma (por ejemplo, salmonelosis, metritis, etc. (por
ejemplo, en animales (por ejemplo, animales reproductores
tales como vacas lecheras, cerdos, etc.))). En algunas
realizaciones, pueden realizarse ensayos de la invencidn en
cualquier lugar en el gque pueda usarse un lector de
microplacas incluyendo, pero sin limitarse a, en un
laboratorio (por ejempleo, universidad, privado, publico, u
otro tipo de laboratorio), en el campo {por ejemplo, en un
rancho, una granja, un emplazamiento del usuario del ensayo),
etc. En algunas realizaciones, se venden comercialmente
ensayos y/o componentes de ensayo y Se usan por un usuario
final (por ejemplo, comprador de un ensayo) en el propio
laboratorio del usuario final (por ejemplo, para comprobar la
eficacia, rendimiento vy/o consistencia de un. producto (por
ejemplo, compuesto de antiadherencia)). Por tanto, la presente
invencidn proporciocna composiciones y métodos que permiten a
los usuarios de un ensayo realizar su propia caracterizacién
de «calidad de compuestos {(por ejemplo, compuestos de
antiadherencia} en un emplazamiento del usuario (por ejemplo,
en el emplazamiento de uso de compuesto de antiadherencia (por
ejemplo, BIO-MOS). En algunas realizaciones, se recoge

informacidén (por ejemplo, eficacia, <calidad, consistencia,
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etc.) relacionada con el compuesto de antiadherencia generada
usandce ensayos de la invencién. En alguna realizacidn, se
recoge informacién usando una base de datos (por ejemplo, base
de datos en 1linea) o correos electrbdénicos. En algunas
realizaciones, la informacidén y/o los datos recogidos
relacionados con un compuesto de antiadherencia (por ejemplo,
eficacia, calidad, consistencia, etc¢.) se usan en un programa
de control de calidad. En algunas realizaciones, la
informacién y/o los datos recogidos relacionados c¢on un
compuesto de antiadherencia (por ejemplo, eficacia, calidad,
consistencia, etc.) se usan por un proveedor y/o fabricante
del compuesto de antiadherencia para monitorizar la actividad
del compuesto. En algunas realizaciones, la informacién y/o
los datos recogidos relacionados con un compuesto de
antiadherencia (por ejemplo, eficacia, calidad, consistencia,
etc.) se usan con datos de salud de animales recogidos en el
emplazamiento de uso del compuesto de antiadherencia (por
ejemple, para proporcionar informacién relacionada con el
estado general del animal). En algunas realizaciones, una
forma fisica preferida de un agente identificade mediante el
uso de los métodos basados en ELISA de la presente invencién
(por ejemplo, identificado como un modulador de adherencia
bacteriana a mucosidad} es un polvo seco que fluye libremente
adecuado para su inclusién directa en alimentos para animales
o como suplemente directo para un animal. En otras
realizaciones, una forma fisica preferida de un agente
identificado mediante el uso de los métodos basades en ELISA
de la presente invencidn (por ejemplo, identificado como un
modulador de adherencia bacteriana a mucosidad) es un liquido
0 una pasta que se administra tras la granulacidén o a través
de agua para beber.

Pueden afladirse composiciones de la invencidén que
comprenden un agente identificado mediante el uso de los
métodos basados en ELISA de la presente invencién ({por

ejemplo, identificado como un modulador de adherencia

,"i'.
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bacteriana a mucosidad) a cualquier pilensc comercialmente
disponible para ganado, animales de compaiia, peces y moluscos
incluyendo, pero sin limitarse a, racién mezclada total (TMR),
forraje (s}, gridnulo(s), concentrado{s), premezcla{s),
coproducto({s), grano(s), dgranc(s) de destilacidn, melaza,
fibra(s), pasto(s), césped{es), heno, semilla(s), hojas,
harina, producto(s) soluble(s}, y suplemento(s). Composicicnes
de la invenciédn que comprenden un agente identificado mediante
el uso de los métodes basados en ELISA de la presente
invencién (por eldemplo, identificade como un modulador de
adherencia bacteriana a mucosidad) se incorporan directamente
en alimentos para animales (por ejemplo, alimentos granulados
comercialmente disponibles). Cuandce se incorporan directamente
en alimentos para animales, las composiciones gque comprenden
un agente identificado mediante el uso de los métodos basados
en ELISA de la presente invencién pueden afladirse a los
piensos para animales, pescado o moluscos en cantidades que
oscilan entre aproximadamente el 0,0125% y aproximadamente el
0,4% en peso de alimento. En algunas realizaciones, la
composicién se afiade a piensos para animales, pescado,
moluscos en cantidades de desde aproximadamente el 0,025%
hasta aproximadamente el 0,2% en peso de alimento.
Alternativamente, se alimentan directamente composiciones de
la invencién a animales como suplemento (por ejemplo, en una
cantidad que oscila entre aproximadamente 2,5 y
aproximadamente 20 gramos por animal al dia). Un experto en la
técnica aprecia fécilmente gue la cantidad de una composicion
alimentada varia dependiendo de la especie, el tamafo del
animal y el tipo de pienso al que se aflade una composicién de
la invencién.

Pueden alimentarse composiciones de la invencidén que
comprenden un agente identificado mediante el uso de los
métodos basados en ELISA de la presente invencién (por
ejemplo, identificade «como un modulador de adherencia

bacteriana a mucosidad) a cualquier animal, incluyendo, pero
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sin limitarse a, especies de rumiantes y equinas. Cuando se
mezclan con alimentos © se alimentan comoc un suplemento, las
composiciones de la invencidén que comprenden un agente
identificado mediante el uso de los métodos basados en ELISA
de la presente invencién (por ejemplo, identificado come un
modulador de adherencia bacteriana a mucosidad} modulan (por
ejemplo, aumentan o disminuyen dependiendc del agente) la
adherencia bacteriana a mucosidad en el animal, mejorando el
rendimiento y la salud y reduciendo la incidencia de
enfermedad.

En algunas realizaciones, la presente invencién
proporciena métodeos para tratar trastornos provocados por
bacterias patogénicas mediante la administracidén a un sujeto
de un agente que se sabe gque modula (por ejemplo, inhibe,
facilita} la adherencia bacteriana a mucosidad. En algunas
realizaciones, el agente se identifica mediante el uso de los
métodos basados en ELISA de la presente invencién. En algunas
realizaciones, el trastorno estd provecado por Bacillus
anthracis (por ejemplo, &ntrax cuténeo, 4&ntrax pulmonar,
dntrax gastrointestinal), y en algunas realizaciones el método
implica la administracién conjunta de penicilina, doxiciclina
y/o ciprofloxacina. En algunas realizaciones, el trastorno
esta provocado por Bordetella pertussis (por ejemplo,
tosferina, neumconia bacteriana secundaria), y en algunas
realizaciones el método implica la administracién conjunta de
antibidéticos macrélidos {por ejemplo, azitromicina,
eritromicina, c¢laritromicina). En algunas realizaciones, el
trastorno esta provocadeo por Borrelia burgdorferi (por
ejemplo, enfermedad de Lyme), ¥ en algunas realizaciones el
método implica la administracién conjunta de cefalosporinas,
amoxicilina vy/o doxiciclina. En algunas realizaciones, el
trastorno estd provocado por bacterias patogénicas de Brucella
(por ejemplo, Brucella abortus, Brucella canis, Brucella
melitensis, Brucella suwis) (por ejemplo, brucelosis), y en

algunas realizaciones el método implica la administracién
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conjunta de doxiciclina, estreptomicina, y/o gentamicina. En
algunas realizaciones, el trastorno esta provocado por
Campylobacter jejuni {(por ejemplo, enteritis aguda), vy en
algunas realizaciones el método implica 1la administracion
conjunta de ciprofloxacina. En algunas realizaciones, el
trastorno estd provocado por Chlamydia pneumoniae (por
ejemplo, infeccidén respiratoria adquirida en la comunidad), y
en algunas realizacicnes el métode implica la administracién
conjunta de doxiciclina, y/o eritromicina. En algunas
realizaciones, el trastorno estd provocado por Chlamydia
psittaci (por ejemplo, Psittacosis), Y en algunas
realizaciones el método implica la administracidédn conjunta de
tetraciclina, doxiciclina, vy/o eritromicina. En algunas
realizaciones, el trastorno estd provocade por Chlamydia
trachomatis (por ejemplo, uretritis no gonocdcica (NGU),
tracoma, conjuntivitis por inclusién del recién nacide (ICN},
linfogranuloma venéreo (LGV)), y en algunas realizaciones el
método implica la administracién conjunta de azitromicina,
eritromicina, tetraciclinas, y/o doxiciclina. En algunas
realizaciones, el trastornoc estd provocado por Cleostridium
botulinum (por ejemplo, botulismo), Clostridium difficile,
Clostridium perfringens, Clostridium tetani (por ejemplo,
tétano), Corynebacterium diphteriae (por ejemplo, difteria),
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecum, Escherichia coli,
Francisella tularensis (por ejemplo, tularemia), Haemophilus
influenzae, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila (por
ejemplo, enfermedad del legionario), Leptospira interrogans,
Listeria monocytogenes, Mycobacterium leprae (por ejemplo,
enfermedad de Hansen), Mycobacterium  tuberculosis (por
ejemplo, tuberculosis), Mycoplasma pneumoniae, Neisseria
genorrhoeae, Neilisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa,
Rickettsia rickettsii, Salmonella typhi, Shigella sonnei,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae,

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Treponema
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pallidum, Vibrio cholerae, y Yersinia pestis {(por ejemplo,
plaga) .

En algunas realizaciones, la presente invencién
proporciona kits configurados para permitir a un usuario poner
en practica los métodos de la presente invencién {por ejemplo,
métodos para detectar, identificar vy medir adherencia
bacteriana a mucosidad). En algunas realizaciones, los kits
contienen uno o mas de los siguientes componentes, muestras de
mucosidad, placas recubilertas con muestras de mucosidad,
bacterias, anticuerpos primarios, anticuerpos secundarios,
sustrato liguido, disoluciones de lavado, un dispositivo
configurado para interpretar ensayos basados en ELISA,
instrucciones, un agente gque se sabe que disminuye la
adherencia bacteriana a mucosidad (por ejemplo, Bio-Mos! (por
ejemplo, un agente identificado mediante el uso de los métodos
basados en ELISA de la presente invencidédn), un agente gue se
sabe que aumenta la adherencia bacteriana a mucosidad (por
ejemplo, un agente identificado mediante el uso de los métodos
basados en ELISA de la presente invencién}, y agentes de

tratamiento adicionales (por ejemplo, antibidéticos).

PARTE EXPERIMENTAL
Los siguientes ejemplos se proporcionan con el fin de
demostrar e ilustrar adicionalmente determinadas realizaciones

y aspectos preferidos de la presente invencién y no deben

interpretarse como limitativos del alcance de la misma.

Ejemplo 1
Materiales y métodos utilizados en ELISA coloriﬁétrico frente
a deteccidn radicactiva de la adherencia bacteriana a la
materia intestinal
Cepas bacterianas. Se seleccionaron dos cepas de E. coli
para el proyecto de desarrollo: E. coli ALIS84 y ALI446. La
primera se aisld coriginalmente de aves enfermas y la segunda

se aisld de un cerdo con diarrea. Se seleccionaron estas cepas
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porgue han presentado adherencia a la mucosidad del cerdo. Se
hicieron crecer las bacterias en caldo LB y se transfirieron a
un medio reciente ({cultivo:medio 1:10) el dia antes de los
experimentos. Se estimd el numero de bacterias segun el tiempo
de cultivo.

Anticuerpos. Se adquirieron anticuerpos de Acris
Antibodies GmbH, Alemania vy Sigma Aldrich, Alemania. Los
anticuerpos primarios incluyeron: un anticuerpo policlonal
conjugado con HRP frente a los serotipos antigénicos 0 y K de
E. coli {nimero de catdlogo de Acris BP2022HRP); un anticuerpo
policlonal frente a los serotipos antigénicos 0 y K de E. coli
(nimero de catdlogo de Acris BP2022); y un anticuerpo
policlenal c¢onjugado con biotina frente a los serotipos
antigénicos 0 y K de E. coli (nimero de catdlogo de Acris BP
102 1IB).

Los anticuerpos secundarios incluyen: un anticuerpoc de
conejo anti-IgG de cabra-HRP purificado peor afinidad (nimero
de catdlogo de Acris R1317HRP); un anticuerpo de conejo anti-
IgG de cabra-AP purificado por afinidad (numero de catalogo de

Acris RI1317AP): un anticuerpo pcliclonal conjugado con FITC

frente a IgG de cabra (H&L) (numero de catdlogo de Acris R13 :

17F); estreptavidina-fosfatasa alcalina de Streptomyces
avidinii (nimero de catdlogo de Sigma 32890); estreptavidina-
peroxidasa de Streptomyces avidinii (numero de catalogo de
Sigma S55512). Se adguirieron los sustratos para ELISA como
disoluciones listas para su usco de Sigma-Aldrich, Alemania:
3,3',5,5% ~tetrametilbencidina (TMB) (nimerc de catdloge de
Sigma T4319); forma cinética lenta de TMB (mé&s adelante TMB
lenta) (numeroc de catdlogo de Sigma T0440); TMB supersensible
{mas adelante TBM super) (numero de catdloge de Sigma T4444);
fosfato de P-nitrofenilo (numero de catdlogo de Sigma N7653);
2,2"-azino-bis (dcido 3-etilbenzotiazclin-6-sulfénico) (AzBTS;
nimero de catdlogc de Sigma A3219) + peotenciador de

micropocillos de ABTS (numero de catédlogo de Sigma AI227).

hl
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Tampones. Originalmente, se usd tampdn HEPES-Hanks (pH
7,4) para lavar los pocillos excepto para el lavado final en
el que se usé PBS para evitar la alteracidn del HEPES-Hanks
coloreado de rojo en el ELISA. En algunas realizaciones, se
incluyé PBS {soluciodn salina tamponada con fosfato, pH 7,4) en
todas las etapas en lugar del tampdédn HEPES-Hanks.

Placas. Para los experimentos de ELISA, se usaron
inmunoplacas de 96 pocillos {(MaxiSorp, Nunec, Dinamarca, mas
adelante en este informe “placas Maxisorp”). Para los
experimentos de centello, se usaron placas de microtitulacién
de poli(tereftalato de etileno) (placa de muestra PET de 96
pocillos, 1450-401; Wallac Oy, Turku; dencominadas en el
presente documento “placas blandas”) para su uso en un
contador de centelleo,

Se utilizdé un ensayo de fijacidén/unidén radiactiva
convenciocnal, descrito a c¢ontinuacién, como control para el
ELISA colorimétrico.

Marcaje radioactivo de bacterias para el ensayo de unién
radiactiva. Se hicieron crecer las bacterias durante la noche
a +37°C y se diluyé la suspensiédn bacteriana 1:10 en un nuevo
lote de LB y se afiadié metil-1,-2,3H timidina (117 I-1Ci/mmol;
Amersham) . Se incubaron las bacterias durante 2 h a +37°C y se
recogieron mediante centrifugacién durante 5 min. a 3000 g. Se
resuspendié el sedimento bacteriano en tampdédn HEPES-Hanks o
PBS y se us6é en el ensayo de union.

Ensayo de unién radiactiva. 8Se anadieron 200 ul de
suspensién bacteriana diluida en pocillos de microtitulacién y

se incubarcn las placas durante 1 h a +37°C. Se eliminaron las

células no unidas lavande tres veces con 300 pl de tampédn
HEPES-Hanks o PBS. Se afiadieron 250 ul de liquido de centello
y se midid la radicactividad con un contador de centelleo.
Alslamiento e inmovilizacién de la mucosidad. Se
recubrieron las placas con diferentes concentraciones de
mucesidades de diferentes animales. Se usé la mucosidad del

ileon proximal de un cerdo de 1 afioc de edad a menos gque se
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indique lo contrario. Se raspd la mucosidad de la superficie
del intestino y se lavd. Se almacenaron los extractos de
mucosidad brutos a -80°C hasta su uso. Para el recubrimiento,
se ajustd la concentracidédn de proteinas a 0,0 - 0,2 mg/ml
usando tampédn de carbonato de sodio (tampdn de recubrimiento,
pH 9,6), y se sometid a .prueba la concentracién de la
mucosidad éptima para la adherencia bacteriana. Se inmovilizod

la disclucién de mucosidad sobre las placas introduciendo 300

pl o 200 pl de mucosidad en cada pocillo de 350 ul. Entonces,
se incubdé la placa a +4°C durante la noche. Se eliminé 1la
mucosidad extra de los pocillos de microtitulacién lavando dos
veces con 300 pul de tampén HEPES-Hanks o PBS.

Método de microcentrifugacién usado en pruebas de

desarrollo de color no especifico por E. coli con sustratos de
ELISA. Se dividié un cultivo reciente de E. coli (~10°

bacterias/ml) en tubos de microcentrifuga (~107/tubo). Se
centrifugaron los tubos durante 5 minutos/3000 g, y se retird

el sobrenadante. Se suspendieron las bacterias hasta 700 pl de
sustrato de ELISA. Se leyd la absorbancia de la suspensién con
espectrofotémetro a 370, 405 y 630 nm tras cinco minutos vy
luego cada 15 minutos hasta 3 horas.

Método de FITC wusado para someter a prueba la
especificidad del anticuerpo primaric. Se sometid a prueba la
especificidad del anticuerpo primario {(anticuerpo policlonal
anti-E., coli, BP2022, compatible con anticuerpc secundario
conjugado con FITC) con microscopia de fluorescencia. Se
introdujeron 10® bacterias en cada tubo de microcentrifuga vy
se lavaron tres veces con 1 ml de PBS (y se centrifugaron a
3000 g/5 min, entre los lavados). Se introdujo el anticuerpo
primario diluido hasta 1:100, 1:500¢, 1:1000 en BSA al 1%/PBS
en cada tubo y se incubd a temperatura ambiente durante 45
min. Se usd BSA al 1%/PBS como control negativo. Se lavaron
las bacterias tres veces con PBS y se introdujo el anticuerpo

secundario (anticuerpc de conejo anti-IgG de cabra conjugado
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con FITC} en diluciones de 1:100, 1:500, y 1:1000 en BSA al
1%/PBS. Se incubaron los tubos a temperatura ambiente durante
1 h. Se lavaron las bacterias dos veces con PBS y se filtraron
con membranas BLACK NUCLEPORE de Whatman, tamafic de poro 0,2
pm. Se lavaron los filtros dos veces con PB3, se trasladaron a
los portaobjetos de microscopic y se sellaron con una gota de
aceite de inmersidén. Los portaobjetos se mantuvieron en la
oscuridad.

Protocolo de ELISA bésico. Se describe un protocolo
basico a continuacién, pero las condiciones exactas en cada
experimento se describen en el contexte de los resultades
descritos a continnacién. Se introdujeron de 0 a 10’ bacterias
suspendidas en tampén en los pocilleos recubilertos con
mucosidad. A menos que se indique 1o contrario, se usaron 0,1
mg/ml de concentracién de mucosidad y 10’ bacterias/pocillo.
En algunos experimentoes, se afiadié Bio-Mos {Alltech,
Nicholasville, KY)} junte con las bacterias diluidas en PBS a
las concentraciones descritas a continuacién.

Se incubaron las placas a +37°C o temperatura ambiente
durante 1 hora. Se lavaron las placas con tampén (PBS o HEPES-
Hanks, 300 ul), tres veces. Se blogued la unidén no especifica
con o bien leche, suero bovinc fetal o bien BSA (albimina
sérica bovina) en PBS. Se incubaron las placas durante 1 hora
a +37°C o temperatura ambiente. Se elimindé el tampédn de
blogqueo y se introdujo el anticuerpc primario en diluciones de
entre 1:200 y 1:100.000. Se diluyd el anticuerpo en tampdén de
bloqueo. Se incubaron las placas de nuevo durante 1 hora a
+37°C o temperatura ambiente y se lavaron tres veces con PBS o
HEPES-Hanks., Se afadié anticuerpo secundario en diluciones de
entre 1:1000 y 1:100.000 en tampdn de blogueo. Se incubaron
las placas durante 1 hora a +37°C o temperatura ambiente. Tras
la ultima incubacién, se lavaron las placas c¢cinco veces con
PBS (300 wul/pocilleo) para garantizar que se eliminaba

completamente todo el anticuerpe secundario libre. Se afadid
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el sustrato y se leyd la placa con un lector de ELISA y/o se

fotografid.

Ejemplo 2
Concentracién de la mucosidad intestinal

Con el fin de 1identificar las concentraciones de
mucosidad en la suspensidédn de recubrimiento, se recubrieron
los .pocillos con suspensiones con diferentes concentraciones
de mucosidad. La concentracidn de mucosidad era una variable
identificada como importante para la fiabilidad del ensayo
{por ejemplo, si la concentracién de mucosidad es demasiado
baja, las bacterias pueden unirse a la placa en lugar de a la
mucosidad) . Método basico: ensayo de unidn radiactiva (véase
Materiales y métodos anteriormente). PBlacas: placas PET de 96
pocillos (placas blandas); mucosidad: ileon proximal de cerdo,
0,0-0,2 mg de proteina/ml de tampdén de recubrimiento;
bacterias: E. coli cepa ALI84 en una placa, E. coli cepa
ALI446 en la otra placa; 10’ bacterias/pocillo. Tampén: HEPES-
Hanks; bloqueo: sin blogqueo; anticuerpo primario: ninguno;
anticuerpo secundario: ninguno; temperatura de incubacidn:
+37°C. El efecto de la concentracién de la mucosidad de E.
coli ALI 84 y ALl446, tal como se mididé mediante bacterias
marcadas radiactivamente se muestra en la figura 1.

La figura 1 indica que las bacterias mostraron
adherencia Optima a los pocillos sin mucosidad. Con el fin de
verificar que las bacterias se unian a la mucosidad vy no a la
placa, se identificé una concentracién de mucosidad
relativamente alta (0,1 mg de proteina/ml de tampdn de
recubrimiento) y se eligié$ para experimentos posteriores. Por
tanto, en algunas realizaciones, la presente invencién utiliza
una concentracidn de mucosidad adecuada para recubrir los
pocilles (por ejemplo, una cantidad que reduce y/o elimina la

unidén de las bacterias a los pocillos de la placa).
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Ejemplo 3
Andlisis de los efectos inhibidores de los anticuerpos
pPrimarios en la adherencia bacteriana

Para someter a prueba si los anticuerpos primarios
infiuyen en 1la adherencia de las babterias, se incubaron
bacterias en pocillos recubiertos con mucosidad con diluciones
de anticuerpos que oscilaban entre sin anticuerpo y 1:200,
Método bdsico: ensayo de unién radiactiva (véase Materiales y
métodos). Placas: placas PET de 96 pocillos (placas blandas);
mucosidad: ileon proximal de cerdo; bacterias: E. coli cepa
ALI84 en una placa, E. coli cepa ALI446 en la otra placa. 107
bacterias/pocillo; tampédn: HEPES-Hanks: bloquec: sin bloqueo;
anticuerpos primarios: HRP = anticuerpo anti-E. coli conjugado
con HRP; BP2022 = anticuerpo anti-E. celi no conjugado,
Biotina = anticuerpo anti-E. coli conjugado c¢on biotina;
anticuerpos secundarios: sin 2° anticuerpo; temperatura de
incubacién: +37°C.

Tal como se describe en las figuras 2 y 3, dos primeros
anticuerpos primarios diferentes potenciaron la adherencia de
las bacterias a la mucosidad a 1la concentracién mas baja
(diluido 1:20000) pero redujeron ligeramente la adherencia a
la dilucién de 1:200. Es posible que la regidn Fc de los dos
primeros anticuerpos esté libre para unirse a la mucosidad,
mientras que se bloguea la unidén de esta regidn a la mucosidad
mediante la biotina en el tercer anticuerpo. A  una
concentracién baja, los dos primeros anticuerpos pueden actuar
para asociar las bacterias vy la mucosidad (regidén Fab gque se
une a las bacterias y region Fc que se une a la mucosidad). A
concentraciones superiores, (dilucidén 1:200), se reduce la
unién de las bacterias a la mucosidad a medida que los
anticuerpos estéan blogueando aparentemente los sitios de unién
a la mucosidad en la superficie bacteriana (o sitios de unién
de bacterias en la mucosidad). E1 anticuerpo conjugado cén
biotina tuve un efecto muy pequefio, parece tener adhesién

potenciada. Ademas, en este experimento, se afiadié el
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anticuerpo primario junto con las bacterias, perc en los
métodos de ELISA de unidén colorimétricos descritos en el
presente documento, las bacterias en primer lugar se incuban
solas durante 1 hora. Por tanto, en algunas realizaciones, el
efecto de los anticuerpos en la adherencia/unién bacteriana
(por ejemplo, aumentando o disminuyendo realmente el
anticuerpo la adherencia bacteriana) se reduce y/o elimina
cuando las bacterias se han unido a la mucosidad {(por eiemplo,
en ausencia de anticuerpos). Ademds, en algunas realizaciones,
puede utilizarse suero bovince fetal u otro agente de blogueo
para bloquear la unidén no especifica. Por tanto, en algunas
realizaciones, la presente invencidén proporciona que el
anticuerpo primario conjugado con HRP y el anticuerpo primario
nc conjugado alteran (por ejemplo, potencian o inhiben) la
adherencia de las bacterias a la mucesidad en un ensayo de
unién radiactiva convencicnal y que el ensayo colorimétrico de
la presente invencién no se ve afectado por tal alteracidn.
Ademéds, como todos los anticuerpos sometidos a prueba
parecian adecuados para los métodos descritos en el presente
documento, la presente invencién también proporciona que los
ensayos de fijacién/unidén de la invencidn son adecuados con
una amplia variedad de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos

no conjugados y conjugados).

Ejemplo 4
Desarrcllo de color no especifico por E. coli con sustratos de
ELISA

Se sometid a prueba la capacidad de las dos cepas
seleccicnadas de E. coli para producir una reaccién de color
no especifica con sustratos de ELISA. Se 1llevd a cabo el
experimento en tubos de microcentrifuga incubando las
bacterias con los sustratos. Se utilizé un método de
microcentrifugacién (véase Materiales y métodos del ejemplo
1).
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Tal comoc se muestran en las figuras 4 y 5, el color
producido por 1las bacterias era minimo y comparable con el
desarrollo de color del sustrato s6lo. En el plazo de un
periode de tiempo de aproximadamente 5 a 30 minutos, ninguno
de los sustratos produjo una reaccidn de color significativa.
Por tanto, en algunas realizaciones, la presente invencién
proporciona que cada uno de los sustratos de ELISA descritos
en el presente documento es adecuado para su us¢e en un ensayo

de adherencia/unién de la invencidn.

Ejemplo 5
Desarrollo de color no especifico por la mucosidad con
sustratos de ELISA

Se sometieron a prueba cinco muestras de mucosidades de
un cerdo de 1 afioc de edad para determinar su capacidad para
producir una reaccidén de color no especifica con los sustratos
de ELISA. Se realizé un ELISA tal como se describe en
Materiales y métodos del ejemplo 1. Placa: placa blanda:;
mucosidad: ileon proximal, ileon medic y distal y colon
proximal y distal de cerdo; Dbacterias: sin bacterias;
anticuerpos: sin anticuerpos; tampdén: PBS; blogueo: BSA al
1%/PBS 1 hora; temperatura de incubacién: +37°C; sustrato: los
seis sustrato mostrados en la figura 6.

Tal como se muestra en la figura &, la mucosidad
procedente de ileon de cerdo pero no de colon produjo una
reaccidédn de color con fosfato de para-nitrofenilo (pNPP).
Otros sustratos no reacclonaron con la mucosidad. La
produccién de color de pNPP puede deberse a una fosfatasa
intrinseca presente en la mucosidad del ileon. Por tanto, la
presente invencién proporciona, en algunas realizaciones, que
la mucosidad procedente de ileon de cerdo pero no de colon
produce una reaccidén de color con fosfato de para-nitrofenilo

(pNPP) . Otros sustratos no reaccionaron con la mucosidad.
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Ejemplo 6
Pruebas de especificidad de anticuerpc primario

Se sometid a prueba la especificidad del anticuerpo
primaric con microscopia de fluorescencia. En resumen, se
bloquearon las bacterias con BSA, se incubaron en primer lugar
con un anticuerpo primario vy luego <c¢on un anticuerpo
secundario conjugado con FTIC. Se visualizd la fluorescencia
con un microscopic de fluorescencia. Se utilizdé el método de
FITC descrito en Materiales y métodos del ejemplo 1.

Todas las muestras con el anticuerpo secundario
mostraron alguna fluorescencia aungque estuviera ausente el
anticuerpo primario, y la concentracién del anticuerpo
secundaric produjo las diferencias méds notables entre las
muestras. Por tanto, la presente invencidn proporcicna gue, en
algunas realizaciones, puede atenuarse y/o inhibirse la unidn
nce especifica usando suero bovino fetal (FBS) vy/¢ albimina

sérica bovina (BSA).

Ejemplo 7

Unién no especifica de anticuerpos a la mucosidad o a la placa

Para someter a prueba si 1los anticuerpos se unen de
manera no especifica a la placa ¢ a la mucosidad sin
bacterias, se afiadieron anticuerpos primariocs y secundarios a
una placa recubierta con mucosidad. Se utilizdé el método de
ELISA descrito en el ejemplo 1. Se usdé BSA para bloquear la
union no especifica. Placa: placa MaxiSorp; mucosidad: ileon
proximal de cerdo; bacterias: sin bacterias; blogueo: BSA al
1% en PBS; tampon: PBS; anticuerpos primarios: véase la tabla
1; 200 ul de diferentes diluciones en BSA al 1% en FPBS;
anticuerpos secundarios: véase la tabla 1; 200 ul de
diferentes diluciones en BSA al 1% en PBS; temperatura de
incubacién: +37°C; sustratos: TMB {para anticuerpos
secundarios conjugadcs con HRP), PpNPP (para anticuerpos
secundarios conjugadas con AP). Las figuras 7 y 8 muestran la

distribucién de la placa para someter a prueba la unién no

0016



10

15

20

25

30

35

0801656

56

especifica de anticuerpos a la mucosidad ¢ a la placa, y los
resultados de la unién no especifica, respectivamente. No se
usd ninguna bacteria en el experimento. Por tanto, en algunas
realizaciones, la presente invencidédn proporciona una unién no
especifica fuerte de los anticuerpos a la mucosidad o a la
placa. En algunas realizaciones, BSA no es un agente de

blogquec apropiado para leos ensayos de unidén de la invencién.

Ejemplo 8
Pruehas de agentes de bloqueo para evitar la unién no
especifica de anticuerpos

El anticuerpo secundario se uniédé fuertemente a la
mucosidad/placa sin adicién de ninguna bacteria o anticuerpo
primaric (véase la figura 8). Por tanto, se scometieron a
prueba leche vy sueroc bovino fetal en lugar de BSA para
bloguear la unidn no especifica. Se utilizd el método de ELISA
basico descrito en el ejemplo 1. Placa: placa MaxiSorp:
mucosidad: ileon proximal de cerdeo; bloqueo: leche en polvo
desnatada al 5% en PBS o suerc bkovino fetal al 10% en PBRS
durante 1 h a +37°C; tampdn: PBS; anticuerpos primarios: véase
la tabla 2; 200 ul de diferentes diluciones en el tampén de
bloqueo; anticuerpos secundarios: véase la tabla 2; 200 ul de
diferentes diluciones en el tampén de bloqueo; se usd
anticuerpo secundario conijugado con estreptavidina en
diluciones de 1:1000 y 1:10000, segun la reccmendacidn del
fabricante. Temperatura de incubacidén: +37°C; sustrato: TMB.
La figura 9 muestra la distribucidén de la placa para el
ensayo. Anticuerpos primarios: HRP = anticuerpo primario
conjugade con HRP, BP2022 = anticuerpo primaric anti-FE. coli
policlonal no conjugado: biotina = anticuerpo primarioc anti-E.
coli conjugado con biotina. -Anticuerpos secundarios: HRP = Ig
conjugada con HRP; StrHRP = estreptavidina marcada con HRP. No
se usd ninguna bacteria en este experimento.

Tal como se muestra en la figura 10, el suero bovino

fetal blogqued la unién no especifica mas eficazmente que la
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leche. La unidén no especifica era minima con el complejo
biotina-estreptavidina y méAs fuerte con BP202Z2-anticuerpo
primarioc. Basandose en este experimento, se eligid suero
bovino fetal al 10% en PBS para el Dblogqueo en los
experimentos. Por tanto, la presente invencidn preoporciona que
el suero bovine fetal al 10% en PBS es un agente de blogueo

adecuado para los ensayos de unién de la presente invencién.

Ejemplo 9
Unidén bacteriana a las placas recubiertas con mucosidad

Se comenzdé la optimizacién del protocolo de ELISA
completo (que incluye tanto mucosidad como bacterias)
optimizando la dilucién de los anticuerpos vy el numero de
bacterias/pocillo. Se utilizé el método de ELISA basico
descrito en el ejemplec 1. Placa: placa MaxiSorp: mucesidad:
ileon proximal de cerdo; bacterias: E. coli cepas ALIS84 vy
ALI446, el numero de bacterias/pocillo se indica en la figura
11. Tampdén: HEPES-HanksIPBS:; blogueo: suero bovino fetal al
10% en PBS; anticuerpcs primarios: 200 ul de diferentes
diluciones en el tampén de Dbloqueo (figuras 11 y 13);
anticuerpo secundario: 200 ul de diferentes diluciones en el
tampén de bloqueo (figura 13); temperatura de incubacién:
+37°C; sustrato: TMB.

Tal como se muestra en la figuras 12 y 14, el complejo
biotina-estreptavidina era mds especifico que el anticuerpo
primariec cenjugade con HRP. No se observd ninguna unién no
especifica (véase la figura 14, controles, dos filas
separadas). Esto confirmdé el resultado obtenido en el ejemplo
8.

Por tanto, se determind continuar sélo con la
combinacién biotina-estreptavidina. La figura 14 muestra gque
una dilucidén de 1:1000 pudo producir una reaccién en un namero
incluso menor de bacterias, y por tanto se eligié esta
dilucién para experimentos adiciocnales. También se optimizé la

dilucién del anticuerpo primario. La figura 14 muestra que 1:
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10,000 era wuna dilucién demasiado pequefia de anticuerpo
secundario (estreptavidina-HRP) para ser 0til para detectar un
numero pequeiio de bacterias (por tanto, en algunas
realizaciones, se utilizd una dilucién 1:1000).

La cecmbinacién biotina-estreptavidina era méds especifica
que otros anticuerpos y se utilizé en experimentos
posteriores. Por tanto, la presente invencidn proporcicna que,
en algunas realizaciones, 107 bacterias/pocillo es un nimero
éptime de bacterias para utilizarse en un ensayo de unidén de
la invencidn, aunque también puede utilizarse un namero mayor
(por ejemplo, mas de 10’ bacterias/pocille (por ejemplo, 10°
bacterias, 10° bacterias, 10!° bacterias o mas)) o menor (por
ejemplo, menos de 107 bacterias/pocillo (por ejemplo, 10°
bacterias, 10° bacterias, 10* bacterias o menos)). Una
dilucidén 1:1000 - 1:10.000 de anticuerpo primario era 6ptima
en este experimento, pero la cantidad de anticuerpeo primario
puede estar por encima o por debajo de este intervalo. En
algunas realizaciones, se elige una cantidad de anticuerpo

primario de modo que se limite la reaccién de color.

Ejemplo 10
Linealidad del ELISA en la deteccidn del numerc de bacterias
Con el fin de estimar el intervalo lineal del método de
ELISA, se realizdé el ELISA con diferentes numeros de
bacterias/pocillo. Se utilizé el método de ELISA basico
descrito en el ejemplo 1. Placa: placa MaxiSorp; mucosidad:
ileon proximal de cerdo; bacterias: E. coli cepa ALIB4, 107

bacterias/pocillo; tampén: PBS; Bio-Mos: ninguno; blogueo:

suero bovino fetal al 10% ; anticuerpo primario: anticuerpo

primario conjugado con biotina, dilucién 1:1000 en tampén de
bloguee; anticuerpo secundario: estreptavidina conjugada con
HRP, dilucién 1:1000 en tampdn de blogueo: temperatura de
incubacién: +37°C para una placa, temperatura ambiente para la

otra placa; reactivos a temperatura ambiente; sustrato: TMB.
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Se representd graficamente la absorbancia a 620 nm
frente al numerc de bacterias. Para recuentos bacterianos de
hasta 10° bacterias/pocillo, la relacién era lineal (véase la
figura 16), pero desde 10° hasta 10%, la linea de tendencia de
ajuste més préxima era logaritmica (véase la figura 15). Por
tanto, la presente invencidn proporciona gue a un determinado
nimero de bacterias/pocillo, la capacidad de la mucosidad de
unirse a las bacterias disminuye a medida que los sitios de
unidén se saturan.

Por tanto, en algunas realizaciones, un ensayo de 1la
invencién es lineal en un intervalo de nimeros de células
bacterianas/pocillo {por ejemplo, desde 0 hasta
aproximadamente 10° bacterias por pocillo). En algunas
realizaciones, la presente invencidén proporciona un célculo
altamente sensible de bacterias unidas por pocille. En algunas
realizaciones, los métodos de la invencidén estan normalizados
(por ejemplo, para lograr resultados comparativos,

repetibles).

Ejemplo 11
El efecto de Bio-Mos en la adherencia bacteriana

Para someter a prueba la linealidad y la resoclucidén del
metodo de ELISA, se usaron diferentes concentraciones de Bio-
Mos para bloquear la adhesidén de las células bacterianas a la
mucosidad. Se compararon los resultados wusando el ELISA
colorimétrico bésico descritc en el ejemplo 1 con los
resultados obtenidos utilizando el ensayo de unidén radiactiva
también descrito en el eijemplo 1. Placa: placa MaxiSorp vy
placa blanda; mucosidad: ileon proximal de cerdo; bacterias:
E. coli cepas ALI84 y ALI446, ~10' bacterias/pocillo. Se uséd
la misma suspensidn de bacterias marcadas radiactivamente para
ambas placas para garantizar que las placas eran idénticas;
tampén: HEPES-Hanks, PBS; Bio-Mos: concentraciones 0-20 g/1,
diluido en PBS; blogueo {sélo placa MaxiSorp): suero bovine

fetal al 10% en PBS; anticuerpo primario (sb6lo placa



10

15

20

25

30

35

60176

60

MaxiSorp): anticuerpo primario conjugado con biotina (1:1000
en tampdédn de bloqueo); anticuerpo secundario (sélo placa
MaxiSorp): estreptavidina conjugada con HRP (1:1000 en tampén
de bloqueo); temperatura de incubacidén: +37°C; sustrato: TMB.
Tal como se muestra en las figuras 17A y 17B, el ensayo
radicactivo detectd diferencias en la adherencia bacteriana
cuando se usaron diferentes concentraciones de Bio-Mos. Tras
realizar el ELISA, se midieron ambas placas con un contador de
centelleo (5 min./pocillo). La figura 17B muestra gque los
recuentos de centelleo son menores tras realizar el ELISA, lo
que sugiere que las bacterias se eliminaron por lavado durante
el ELISA. Sin embargce, se observd un efecto claro de Bio-Mos.
Se identificé una caracteristica inesperada del método
de ELISA colorimétrico porque éste pudo detectar diferencias
de unién entre los pocillos sin bacterias {controles) y los
pocillos con la mayor concentracién de Bio-Mos (con el menor
nuimero de bacterias) (véase la figura 17A), mientras que los
recuentos de centelleo de los pocillos con la mayor
concentracién de Bio-Mos estan préximos al control sin
bacterias (figura 15). Por tanto, la presente invencién
proporciona, en algunas realizaciones, un métedo de ELISA que
puede detectar diferencias de unidén/adherencia entre los
pocillos con la mayor concentracién de Bio-Mos {(con el menor
nimero de células bacterianas) y sin bacterias (controles)
(por ejemplo, el ensayo colorimétrico es mucho m&s sensible

que el ensayo radioactivo en este intervalo de concentracién).

Ejemplo 12
Numeros bacterianos importantes para detectar efectos de la
alteracién de unién
El objetivo de este experimento era encontrar el nimero
de bacterias/pocillo para detectar el efecto de Bio-Mos.
Método bésico: ELISA (véase Materiales y métodos); placa:
placa MaxiSorp; mucesidad: ileon proximal de cerdo; bacterias:

E. «coli cepas ALI8S4 vy ALI446, 0-10%/pocillo; Bio-Mos:
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concentraciones 0-2 g/l diluido en PBS; tampdn: PBS; bloqueo:
suero bovino fetal al 10% ; anticuerpo primario: anticuerpo
primario conjugado con biotina, dilucidén 1:1000 en tampdn de
bloqueo; anticuerpo secundario: estreptavidina conjugada con
HRP, dilucién 1:1000 en tampdn de Dbloguec; temperatura de
incubacidn: +37°C; sustrato: TMB.

Tal como se muestra en las figuras 18-19, se determind
que, en algunas realizaciones, el numero de bacterias/pocillo
deberia exceder 10° con el fin de producir diferencias
detectables. Pueden observarse claras diferencias cuando se
usan 10’ bacterias/pocillo. 10°® bacterias/pocillo también
producen claras diferencias, pero la reaccidn alcanza su punto
final muy rapido y peor tanto puede provocar variacién a medida
que el sustrato no puede anadirse simultdneamente a todos los
pocillos. También es posible que un numero muy alto de
bacterias/pocillc, concentraciones de sustrato o anticuerpos o

sitios de unién a mucosidad se vuelvan limitativos. Por tanto,

se realizaron experimentos posteriores con ~107
bacterias/pocillo. Con ambas cepas de E. coli, concentraciones
muy bajas de Bio-Mos parecieron potenciar la unidn de las
bacterias a la mucosidad. Por tanto, en algunas realizaciones,
ensayos de la presente invencidn han identificado que niveles
relativamente bajos (por ejemplo, aproximadamente de 0,1 a
aproximadamente 1,0 g/l) de un agente de inhibicidén (por
ejemplo, Bio-Mos) eliminan las bacterias de manera mas eficaz

que una mayor cantidad del agente.

Ejemplo 13
Métode de lavado mejorado
Hasta ahora, se habia utilizado un dispositivo de
inmunolavado Nunc para las etapas de lavado, pero debido a la
considerable variaciédn entre pocillos repetidos, se determind
que este podria ser un método muy tosco. Por tanto, se sometid
a prueba un métode de lavado diferente con el fin de minimizar

la wvariacién entre muestras. El nueve método se basd en
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retirar por agitacién 1los liquidos. Método b&sico: ELISA
(véase Materiales vy métodos); placa: placa MaxiSorp:
mucosidad: duodeno Jde pollo de engorde; bacterias: E. coli
cepa ALIB4, 107 bacterias/pocillo; tampdén: PBS; Bio-Mos:
concentraciones 0, 0,1, 1 vy 10, afiadido Jjunto con las
bacterias; bloqueo: suero bovino fetal al 10%; anticuerpo
primario: anticuerpo primario conjugado con biotina, 1:1000 en
tampén de Dbloqueo; anticuerpo secundario: estreptavidina
conjugada ceon HRP, 1:1000 en tampdédn de bloqueo; temperatura de
incubacién: +37°C; sustrato: TMB. Tal como se muestra en la
figura 20, el nuevo método de lavado (“lavado con agitacion’)
proporciondé resultados superiores para el método de ELISA. Las
sefiales totales fueron mayores, y se detectaron mayores
diferencias entre diferentes concentraciones de Bio-Mos. El
nuevo método también es mas rapido y permite manipular varias
placaé simultaneamente. Sin embargo, es importante que el
método se realice en condiciones gque eviten el mezclado de
contenido de los pocillos. Por tanto, la presente invencién
proporciona un nuevo método de lavado con agitacién que es
superior a los métodos de lavado convencionales. En el método
de lavado con agitacidn, se afade tampén de lavado con una
pipeta al pocillo antes de agitar suavemente la placa
invirtiéndola para wvaciar los pocillos sin permitir que la
disolucidn se transfiera de un pocillo al otro. Esto se repite

tantas veces como sea necesario.

Ejemplo 14
Concentracién de anticuerpo primario
Hasta ahora, se habia utilizado convencionalmente una
dilucidn 1:1000 del anticuerpo primario en ensayos
radiocactivos con el fin de garantizar que la concentracién del
anticuerpe no limite la sensibilidad del ELISA. Por tanto, si
se ha de utilizar un ensayo de la presente invencién en
entornes a gran escala, la dilucién del anticuerpo puede

desemperiar un papel critico en la utilizacién del ensayo. Se
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sometid a prueba la dilucidn del anticuerpo Pprimario para
determinar la viabilidad de la utilizacidén del ensayo a gran
escala. Se utilizé el ELISA bésico descrito en el ejemplo 1;
placa: placa MaxiSorp; mucosidad: 1ileon proximal de cerdo;
Bio-Mos: concentraciones 0,5 y 10 g/l, diluido en PBS;
bacterias: E. coli cepa ALIB4, ~10" bacterias/pocillo;
blogueo: suero bovino fetal al 10% en PBS; anticuerpo
primario: 200 pl de anticuerpo primaric conjugado con biotina
(en un intervalo de 1:1000-1:10.000) en tampdén de blogqueo);
anticuerpo secundario: 200 pl de estreptavidina conjugada con
HRP {1:1000 en tampon de bloqueo); temperatura de incubacién:
temperatura ambiente; sustrato: TMB,

La dilucién 1:1000 proporcioné una buena resolucidn
entre los niveles de Bio-Mos, aungque diluciones menores
también funcicnaron bien. Por tanto, en algunas realizaciones,
se utilizd vna dilucidén de 1:1000 o menos (por ejempleo, 1:900,
1:750, 1:500, o menos) para proporcionar diferencias de
resolucién discernibles en un ensayoc de la invencidén. Por
tantc, en algunas realizaciones, se eligié una dilucién de
anticuerpe primario que puede saturar teodos los sitios de
unién en las bacterias sometidas a prueba en un ensayo. En
algunas realizaciones, si se utiliza un ensayo de la invencidn
para detectar el efecto de cantidades muy bajas (por ejemplo,
concentracicnes de aproximadamente 0,0001 g/l a
aproximadamente 1,0 g/l), de agente de inhibicién de unién
{por ejemplo, Bio-Mos} puede utilizarse inclusc una dilucién
menor de anticuerpo primario (por eijemplo, 1:750, 1:500 o
menos (por ejemplo, parxa garantizar gue la concentracién de
anticuerpos no limita el desarrollo de color) .
Alternativamente, en algunas realizaciones, se reduce el

nameroc de bacterias por pocillo para aumentar la formacidn de

color.
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Ejemplo 15
Volumen de reaccidén del ensayo

La sefial colorimétrica se desarrolld de manera
extremadamente rapida en pocillos con el mayor numero de
bacterias. Por tanto, se determind si una zona de mucosidad
menor {por ejemplo, gue puede unir menos bacterias (por
ejemplo, reduciendo de ese mode la intensidad de la sefial))
reduciria la intensidad de la sefial. También se determind si
es posible reducir la cantidad de reactivos reduciendo el
volumen necesarioc para llenar el pocillo recubierto. Los
pocillos con una zona de mucosidad menor funcionaron bien, vy
el limite de deteccidn de bacterias/pocillo fue similar a los
resultados obtenidos en los ejemplos anteriores. El color se
desarroclld mas lento que antes. Por tanto, la presente
invencién proporciona dque, en algunas realizaciones, el
volumen de mucosidad en un pocillo individual puede ser de
entre aproximadamente 200 pl y aproximadamente 300 pl (por
ejemplo, dependiendo de la intensidad de la senal deseada). En
algunas realizaciones, el volumen de mucosidad puede ser menos
de 200 pl (por ejemplo, 150 pl, 100 pul o mencs) o mas de 300
pl (por ejemplo, 350 pl, 4060 ul o mas). En algunas
realizaciones, la presente invencidn proporciona que volimenes
menores de recubrimiento de mucosidad permiten el uso de menos
reactivos (por ejemplo, aproximadamente es suficiente la mitad
de la cantidad de reactivos para los pocillos con 200 pl de
mucosidad en comparacidén con la cantidad requerida con un
pocillo que contiene 300 ul de mucosidad) sin pérdida de 1la
sensibilidad y funcionalidad del ensayo (por ejemplo, sefal
detectable). Por tanto, la presente invencidn proporciona
métodos y ensayos para mantener la sensibilidad y
funcionalidad del ensayo mientras que se reducen

simultaneamente el gasto relacionado con el agotamiento del

reactivo.
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Ejemplo 16
Fuente de la mucosidad

En  experimentos realizados previamente (por ejemplo,
ejemplos 1-15), se ha utilizado mucosidad de ileon proximal de
cerdo. Con el fin de determinar si es posible la deteccién
colorimétrica con otras fuentes de mucosidad, se sometieron a
prueba otras maltiples fuentes de mucosidad (por ejemplo,
ileon proximal de cerdo, colon distal de cerdo, duodeno de
polleo de engorde y ciego de pollo de engorde) en el contexto
del ensayo de ELISA descrite en el ejemple 1. Placa: placa
MaxiSorp; mucosidad: ileon proximal y colon distal de cerdo,
ducdeno y ciego de pollo de engorde; bacterias: E, coli cepa
ALI84, 107 bacterias/pocillo; tampodn: PBS; Bio-Mos:
concentraciones 0, 0,1, 1 vy 10, afdadido Jjunto con las
bacterias; bloqueo: suero bhovinoe fetal al 10%; anticuerpo
primario: anticuerpo primario conjugade con biotina, dilucidn
1:1000 en tampdn de blogueo; anticuerpo secundario:
estreptavidina conjugada con HRP, dilucién 1:1000 en tampédn de
bloqueo; temperatura de incubacién: +37°C; sustrato: TMB.

Tal como se muestra en la figura 21, las bacterias
presentaron diferentes niveles ({por ejemplo, intensidad y/o
afinidad) de unién dependiendo del tipo de mucosidad
utilizada. Por ejemplo, las bacterias sometidas a prueba
presentaron casi un unidén dos veces mayor a la mucosidad
obtenida del duodeno de pollo de engorde y del ciego de pollo
de engorde que a la mucosidad obtenida de ileones de cerdo y
colon de cerdo. Sin embargo, el ensayo colorimétrico fue
suficientemente sensible y robusto como para capturar los
diferentes niveles de adherencia bacteriana, asi como la
capaclidad de un agente de blogueo (por ejemplo, Bio-Mos) para
inhibir la adherencia bacteriana a la mucosidad a lo largo de
un intervalo de concentraciones de agente de bloqueo. Por
tanto, en algunas realizaciones, la presente invencién
proporciona un ensayc de unién colorimétrico, no radiocactiveo

gue encuentra utilidad con diversos tipes vy/o fuentes de
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mucosidades {(por ejemplo, de diferentes animales y de
diferentes partes del aparato digestivo (por ejemplo,

intestino)).

Ejemplo 17
Ensayo radicactivo frente a ensayoc colorimétrico
Se realizdé un experimento en paralelo para comparar los
materiales y métcodos utilizados en el ensayo colorimétrico de
la invencidén con los materiales vy métodos utilizados en
ensayos radiocactivos convencionales y para evaluar la
capacidad de cada ensayo para detectar diferencias inducidas
por Bio-Mos en 1la adherencia bacteriana. Placas: placa

MaxiSorp vy placa blanda; mucosidad: ileon proximal de cerdo;
Bio-Mos: 50 pl/pocillo en diferentes concentraciones, diluido

en PBS; bacterias: ~10' bacterias/pocillo. Se usé la misma
suspensién de bacterias marcadas radiactivamente para ambas
placas para garantizar que las placas eran idénticas; bloqueo
(s6lo en la placa MaxiSorp): suero bovino fetal al 10% en PBS;
anticuerpo primario (sélo en la placa MaxiSorp): 100 ul de
anticuerpo primario conjugado con bhiotina (1:1000 en tampén de
bloqueo); anticuerpo secundario (sélc en la placa MaxiSorp):
estreptavidina conjugada con HRP (1:1000 en tampédn de
blogueo); temperatura de incubacidn: temperatura ambiente;
sustrato: TMB. Tras el ELISA, se llenaron las placas con
liguido de centelleo y se mididé la radicactividad con un
contador de centelleo.

Se observé que el efecto de Bio-Mos es muy similar
utilizando los materiales y los métodos de ambos ensayos. Las
bajas concentraciones de Bio-Mos parecieron potenciar la unién
de las bacterias a la mucosidad. Aungue no es necesario un
mecanismo para poner en practica la invencidén y la invencién
no se limita a ningin mecanismo de accién particular, en
algunas realizaciones, a las concentraciones mas bajas, Bio-

Mos u otro tipo de agente inhibidor participa en la formacién
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de agregados de las bacterias. Por tanteo, aunque las
concentraciones mids bajas aumentaron la unién tal como se
midié mediante los ensayos, es probable que (por ejemplo, en
el contexto de la luz del intestino) los agregados se eliminen
por lavado méas facilmente del intestinoc. Por tanto, una baja
concentracién de Bio-Mos u otro agente inhibider (por ejemplo,
identificado y/o caracterizado per los métodos de la invencién
descritos en el presente documento) puede eliminar realmente
bacterias de manera mids eficaz que y/o0 de manera tan eficaz
comc a mayores concentraciones.

Tal como se observa en la figura 22, a concentraciones
muy bajas de Bio-Mos, la absorbancia de leos dos métodos se
diferencié de algun modo. La tendencia de la linea de ELISA es
similar ya en puntos de tiempo muy tempranos (= absorbancias
bajas), y por tanto la tendencia descendente desde 1,0 g/l
hasta 0,1 g/l es poco probable que resulte de limitaciones en
la capacidad del lector de ELISA. Es posible que el desarrollo
del color pueda limitarse por las concentraciones de
anticuerpos o© sustrato, pero esta hipétesis no explica la
ligera tendencia descendente desde 1,0 g/l hasta 0,1 g/l.

Estos resultados y los de otros ejemplos muestran que
las absorbancias més altas se obtienen con o bien 0,1 g/l o
bien 1,0 g/l. Por tanto, la presente invencién proporciona que
se produzca la variacién, en algunas realizaciones, por
diferencias en el numero de bacterias entre experimentos. Por
tanto, en algunas realizaciones, para resultados comparables,
puede usarse la misma suspensidén bacteriana o normalizar el
método de cultivo para asegurarse que el nimero de bacterias
original sea similar en experimentos paralelos. Por tanto, en
algunas realizaciones, la reduccidn del numero de
bacterias/pocillo podria garantizar que la concentracién de
Bio-Mos y/u otro agente de blogueo (por ejemplo, agente de
prueba) sea el factor més limitative, en lugar del ntimero de
sitios de unién a la mucosidad o concentraciones de sustrato o

anticuerpos.
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Ejemplo 18
Ensayo de unién bacteriana no radioactivo

Se realizaron los experimentos durante el desarrollo de
las realizaciones de la invencién con el fin de someter a
prueba adicionalmente el uso del ELISA colorimétrico generado
en el presente documento para medir la unién de patdgenocs vy
para evaluar el grado de alteracién del agente de prueba de 1la
unién. Por tanto, se realizarcon experimentos para determinar
si podria utilizarse el ensayo para seleccionar agentes de
prueba gque puedan © no puedan alterar {(por ejemplo, inhibir)
la unién bacteriana a la mucosidad. En resumen, la presente
invencién proporcicna una alternativa al uso de patdgenos
vivos, radiocactivos (por ejemplo, un ensayo de la invencién no
necesita usar bacterias vivas ni radioactivas (por ejemplo, la
presente invencién proporciona que pueden utilizarse bacterias
inactivadas con etanol en un ensayo de unién)) y también
properciona placas recubiertas con mucosidad, secadas al aire.
Por tanto, los métodos desarrollados durante el desarrollo de
las realizaciones de la invencidén proporcionan beneficios
significativos con respecto a los métodos convencionales
porque, en algunas realizaciones, Jlos métodos proporcicnados
en el presente documento eliminan la necesidad para usar
bacterias wvivas vy/o radiocactivas (por ejemplo, bacterias
patégenas) y también eliminan la necesidad de ajustar la
densidad bacteriana cada vez gue se realiza el ensayo.

Almacenamiento y uniformidad de la preparacioén
bacteriana. Tal como se describe en los ejemplos 9, 10 y 12,
se identificd la densidad de la preparacién bacteriana usada
en el ensayo de unién como una variable importante en la
reaccidén. A una densidad bacteriana baja la sefial era débil,
mientras que a una densidad bacteriana alta la sefial estaba
por encima del intervalo lineal. A partir de estos datos, se
determiné que para la precisién, sensibilidad y capacidad de

comparaciétn de ensayos sucesivos, era necesaria una densidad
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bacteriana fija. También se determindé si podria generarse una
suspensidn bacteriana, patrdén (por ejempleo, gue fuese facil de
almacenar, usar y que no fuese patdgena) (por ejemplo, para su
usc en una serie de ensayos que no tienen lugar al mismo
tiempe (por ejemplo, en diferentes dias o en diferentes
semanas o meses)). Se identificaron una pluralidad de métodos
de conservacién e inactivacién bacteriana y se sometieron a
prueba incluyende la conservacién e inactivacidén mediante
fijadores quimicos ({por ejemplo, etanol, glutaraldehido,
formalina, DMS0), inactivacién por irradiacién OV y usc de
suspensién bacteriana viva, congelada.

Conservacién de las placas recubiertas con mucosidad. En
los ensayos descritos previamente (por ejemplo, ejemplos 1-
15), se recubrieron placas de 96 pocillos con mucesidad cada
vez que se ejecutd el ensayc. Tal como se describe, este
procedimiento requirié incubacidén durante la noche. Por tanto,
se realizaron  experimentos para determinar si podria
sustituirse este procedimiento que reguiere mucho tiempo (por
ejemplo, mediante recubrimiento previo, placas recubiertas con
mucosidad gue pueden almacenarse a largo plazo). Se sometieron
a prueba una variedad de métodos que incluian congelacidn de
placas recubiertas asi como secadc al aire de las placas y uso
de almacenamiento posterior a largoe plazo {por ejemplo, con
diferentes tipos de mucosidad).

Métodos.

Cultivo e inactivacién de bacterias. Se hicieron crecer
bacterias a 37°C en caldo Luria y se transfirieron a un medio
reciente (inéculo al 10%) un dia antes de las pruebas
deseadas. Se sometilieron a prueba miltiples métodos diferentes
de inactivacidén y conservacibdn de bacterias:

Congelacidén: se congelaron cultivos bacterianos hechos
crecer a -20°C. Antes de su uso, se descongeld el cultivo a
temperatura ambiente. Se congeld un lote con glicerol para
proteger las células del dafio durante la congelacidén, pero

este enfoque se interrumpié a medida que la recogida de
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bacterias del glicerol se volvié problematica y no producia
resultades utiles.

Etanol: se afadié etanol al 99% 1:1 al cultivo
bacterianc en caldo Luria para producir una disclucidn de
etanol al 50%. Se almacend la suspensidn a 4°C.

Glutaraldehido: se usd glutaraldehido a una
concentracién final del 4%. Se almacend la suspensidén a 4°C.

Formalina: se usé formaldehido a una concentracién final
del 4%. Se almacendé la suspension a 4°C.

UV: se irradid el cultivo bajo una lémpara UV durante 30
6 60 minutos. Se almacend la suspensién a 4°C.

Dimetilsulféxido: se afnadié DMSO en el cultive a una
concentracién del 10%. Se almacend la suspensién a 4°C.

Calor: se calentd el cultivo a 70°C durante 30 minutos vy
después se almacend a 4°C.

Se recogieron las Dbacterias mediante centrifugacion
justo antes de su uso.

Preparacién y conservaclén de las placas recubiertas con
mucosidad. 3Se diluydé la mucosidad raspada del intestino de
lechones en tampén NaCQ; (pH 9,6) para producir una suspension
con 0,1-0,3 mg de proteina de mucosidad/ml. Se introdujeron
300 4l de esta suspensidén en cada pocillo en una placa de Iga
de 96 pocillos. Se incubd la placa a 4°C durante la noche.

En el secado al aire, se lavaron las placas dos veces
con PBS y se secaron en una cabina de flujo laminar durante la
noche. Se almacenarcon las placas a ftemperatura ambiente en
beclsas de plastico. Antes de su uso, se introdujeron 300 pl de
PBS en cada pocillo y se dejo que la mucosidad se rehidratara
durante 10 minutos, tras lo cual se retird el PBS agitando
cuidadosamente la placa invirtiéndola.

Para la congelacién, se congelaron las placas a -20°C
con la suspensién de mucosidad. Antes de su usc, se descongeld
la placa a temperatura ambiente y se lavd tres veces con PBS.

Se lavaron las placas recientes tres veces con PBS tras

el recubrimiento durante la noche con mucosidad.
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Resultados

Seleccidén inicial de los métodos de conservacidn
bacteriana usando el ensayo radicactivo. Los tres métodos que
usaron bacterias conservadas parecieron satisfactorios en
comparacién con el ensayo con bacterias recientes (véase la
figura 23). Estos eran etanol, irradiacidén UV y congelacidn
{los otros métodos se identificaron como no adecuados para el
ensayo). Los datos para bacterias inactivadas por UV y DMSO no
se muestran en la figura 23 puesto gue se usaron suspensiones
bacterianas diferentes. La inactivacidén por DMSO inhibid
espectacularmente la adherencia bacteriana mientras que la
irradiacién uv  de las bacterias de prueba produjo
relativamente buenos resultados de adherencia.

Ademas de la adherencia abscluta, también se caracterizd
la capacidad del método para detectar el efecto de la
inhibicién de unién del agente de prueba. Los resultados para
los métodos de conservacidén bacteriana distintoes de DMSC e
irradiacién UV se muestran en la figura 23. Independientemente
del método elegido, el ensayo pudo revelar que Bio-Mos inhibié
la adherencia de E. coli.

Ensayos de ELISA con los métodos de conservacién
bacteriana seleccionados. Basandose en estos resultados, se
sometieron a prueba tres métodos de inactivacién bacteriana en
el sistema de deteccidén bacteriana de ELISA. Aunque la
presente invencidén no se limita a ningin mecanismo de accién y
no es necesario un entendimiento del mecanismo de accidén para
poner en practica la invencién, es posible que la fijacién de
las bacterias mediante cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente cambie las caracteristicas antigénicas de las
bacterias conduciendo de ese modo al fallo de los métodos
basados en anticuerpos para detectar las bacterias moduladas.
Sin embarge, el método de ELISA parecié funcionar para las
preparaciones bacterianas sometidas a prueba. De los métodos
de 1inactivacidén bacteriana, la inactivacién por UV y la

congelacién fueron mejores gque la conservacidén en etanol
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considerando la eficacia de adhesiédn bacteriana absoluta, tal
como se muestra en la figura 24. 3in embargo, estos métodos
tienen inconvenientes importantes cuando se considera el
aspecto practico de su uso: la suspensién bacteriana
inactivada por UV es estable sbélo cuando no esté abierta, pero
se estropea facilmente pecr cotras bacterias cuando se expone a
microbios medioambientales. Las bacterias congeladas, por otra
parte, todavia estan vivas y pueden comenzar a crecer o Ser
metabdlicamente activas tras la descongelacidén. Esto influiré
en la precisidén y reproducibilidad del ensayo. Ademas, han de
considerarse asuntos de segquridad cuande se trabaja con
bacterias wvivas.

Optimizacién de la concentracién de etanol en 1la
suspensién bacteriana. Aungue parecia que la conservacién
bacteriana no era ideal, se determiné continuar intentando
desarrollar este enfoque debido a los otros beneficios del
método proporcionadeo. Inicialmente, se utilizéd etanol a una
concentracién del 50% basadndose en su capacidad para destruir
bacterias. Sin embargo, se sometieron a prueba otras
concentraciones de alcohol para determinar el efecto de 1la
concentracién de alcohol en la adhesién bacteriana. Se
determind que la concentracidén de etanol afectaba
significativamente a la eficacia de la adherencia bacteriana.
Aunque la presente invencidén no se limita a ningin mecanismo
de accién y no es necesaria una comprensidén del mecanisme de
accién para poner en practica la invencién, en algunas
realizaciones, la presente invencién proporciona gue el etanol
desprende o destruye fimbrias esenciales para la unién, o
cambia otras propiedades antigénicas de las bacterias. El
etancl a una concentracién del 40% parecia significativamente
mejor que el etanol al 50% cuando se considera la eficacia de
adherencia. Se observd repetidamente la tendencia no lineal
sorprendente mostrada en la figura 25.

Conservacidon de las placas recubiertas con mucosidad. Se

sometidé a prueba la capacidad de las bacterias para adherirse
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a placas recubilertas con mucosidad conservadas mediante secado
al aire vy <congelacidén compardndolas con placas recién
recubiertas. En pruebas con bacterias radiomarcadas, una placa
secada al aire era comparable con una placa recién recubierta,
mientras que la placa congelada dico recuentos algo superiores.
Se sometid a prueba cada método usando un método de ELISA no
radioactivo de la invencidn.

Tal comc se muestra en la figura 26, las placas secadas
al aire dieron una sefial mas' débil que las placas almacenadas
congeladas y recién recubiertas. Sin embargo, el efecto de
Bio-Mos en la adhesién bacterxiana era claro en todos los
métodos usados. Por tanto, la presente invencibdn proporciona
un método de usc de placas recubiertas con mucosidad generadas
y almacenadas anteriormente (por ejemplo, placas secadas al
aire o almacenadas congeladas).

Tiempo de rehidratacidén de 1las placas secadas. Se
sometiercn a prueba periodos de tiempo desde 1 minuto hasta 12
horas para rehidratar las placas secadas al aire antes de
ejecutar el ensayo. Se determind®d gque el tiempo de
rehidratacién no influydé en gran medida en los resultados del
ensayo, pero con el fin de obtener resultados comparables, se
utilizé un tiempo de rehidrataciédn constante (por ejemplo, 10
minutos} para todos los ensayos posteriores.

Concentracién de la mucosidad en los pocillos.
Previamente se ha sometido a prueba 1la concentracién de
mucosidad en los pocillos, pero se decidié someter a prueba si
la adherencia de las bacterias podria potenciarse con una
concentracién de la mucosidad superior. Se sometieron a prueba
tres niveles de mucosidad en el tampdn de recubrimiento; los
niveles correspondieron a 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml y 0,3 mg/ml de
proteina, respectivamente. La adherencia de las bacterias
claramente mejord cuando se aumentd la concentracidn de 1la

mucosidad, 0,3 mg de proteina/ml produciendo la adherencia mas
alta.

130183
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Deteccidén de una alteracidn en la adherencia bacteriana
usando un agente de prueba (por ejemplo, Bio-Mos). Basandose
en experimentos de ELISA vy centellec preliminares, se
utilizaron bacterias inactivadas en etanol y placas secadas al
aire para someter a prueba el efecto de un agente de prueba
{por ejemplo, Bio-Mos) y su capacidad para alterar la
adherencia de las Dbacterias a la rmucosidad. Los datos
obtenidos mostraron gque la curva resultante era altamente
similar a la curva obtenida cuando se lleva a cabo ELISA con
bacterias y placas recientes,

Aplicabilidad a otros tipos de mucosidades. Se sometid a
prueba ELISA (usando placas almacenadas VY bacterias
inactivadas con etanol) con otros tipos de mucosidades. E1
ELISA produjo datos uatiles usando miltiples tipos de
mucosidades incluyendo ileon proximal de cerdo, colon distal
de cerdo, duocdeno de pollo de engorde y ciegos de pollo de
engorde. La presente invencidn proporciona que ELISA usando
placas almacenas y bacterias inactivadas con EtOH V%
almacenadas proporciona datos utiles referentes, y que el
efecto de una capacidad del agente de prueba para bloguear la
unién/adhesidn de bacterias (por ejemplo, Bioc-Mos) es similar
independientemente de la fuente de mucosidad. Por tante, la
presente invencién proporciona composiciones (por ejemplo,
bacterias inactivadas con etanol y placas recubiertas con
mucosidad secadas al aire) y métodos (por ejemple, ELISA no
radiocactivo) utiles para monitorizar y <caracterizar la
unién/la adhesién de células bacterianas a la mucosidad que
son faciles de usar, seguros, y los materiales se almacenan y
transportan facilmente.

Caracterizacién adicicnal del ensayo de unién bacteriana
no radiocactivo. 8e realizaron los experimentos durante el
desarrollo de la invencién con el fin de deéterminar si los
ensayos no radiocactivos proporcionados en el presente
documentc eran fiables, reproducibles y de variabilidad

minimizada. Se sometid a prueba la variacién entre diferentes
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lotes de bacterias y se determind la reproducibilidad del
ensayo (por ejemplo, ejecutando en diferentes dias (variacidn
entre placas) y monitorizando la wvariacidén en placas de
muestras repetidas}.

Métodos

Cultivo e inactivacién de bacterias. Se hicieron crecer
bacterias a 37°C en caldo Luria y se transfirieron a un medio
reciente {(indculo al 10%) un dia antes de la inactivacién con
etanol. Se inactivaron y conservaron las bacterias afladiendo
etanol directamente en el cultivo hecho crecer durante la
noche hasta la concentracién final de 40% vol/vol. Se almacend
la suspensién a 4°C y se recogid mediante centrifugacién justo
antes de su uso. Se suspendié el sedimento en el volumen
original de caldo Luria para obtener una suspensién con
aproximadamente 10® bacterias/ml.

Preparacidon y conservacién de placas recubiertas con
mucosidad. Se diluyé 1la mucosidad raspada de intestinos de
lechones en tampén NaCO; (pH 9,6) para producir una suspension
con 0,3 mg de proteina de muccsidad/ml. Se introdujeron 300 pl
de esta suspensién en cada pocillo en una placa de IgA de 96
pocillos. Se incubdé la placa a 4°C durante la noche. Entonces
se lavaron las placas dos veces con PBS y se secaron en cabina
de flujo laminar durante la noche y se almacenaron a
terperatura ambiente en bolsas de plastico. Antes de su uso,
se introdujeron 300 pl de PBS en cada pocillo y se dejé que la
mucosidad se rehidratara durante 10 minutos, tras lo cual se
retird el PBS agitando cuidadosamente la placa invirtiéndola.

Método de ELISA. Se dejaron rehidratar placas secadas al
aire, recubiertas con mucosidad durante 10 minutos con PBS

antes de anadir 100 pl de suspensién bacteriana y 100 pl de o

bien suspensién de Bio-Mos en PBS o bien 100 pl de PBS puro.
Se asignaron al alzar las muestras de tratamientos a los
pocillos para evitar errores sistemdticos. Se incubd la placa

durante 1 h a temperatura ambiente, protegida de la luz y la
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evaporacidén. Tras la incubacidn, se lavd la placa tres veces
con PBS y se afiadié el tampdn de bloqueo (suero bovino fetal
al 10%) . Se incubd la plata tal como se describid
anteriormente y se vacid. Se afiadid el anticuerpo primario, se
incubd la placa y se lavd tal como se describid anteriormente.
Se afladié el anticuerpo secundaric y se incubd la placa y se
lavé tal como se describié anteriormente. Finalmente, se
afladié el sustrato de TMB a los pocillos y se dejd que se
desarrcllara el color durante 15-30 minutos. Se detuvo la
reaccién con Acido sulfurico y se midié la absorbancia a 450
nm.
| Analisis estadistico. Se estimaron los coeficientes de
variacidén para valores que se graduaron de modo que el
promedio de c¢ero muestras para cada placa era del 100%.
Entonces, se calcularon estimaciones dentro de la placa vy
entre placas para coeficientes de variacién para estos valores
graduados de niveles 1 y 2 usando los MSE de ANOVA unilateral
para entre tratamientos vy dentro del tratamiento como
estimaciones de wvarianza. Se realizd esta estimacidén por
separado para diferentes niveles de Bio-Mes. Se realizd el
analisis de potencia para proporcicnar una estimacién sobre
cOmo serian necesarias muchas repeticiones para detectar una
diferencia entre dos tratamientos. Se usaron nivel de riesgo u
= 0,05 y potencia = 0,8 6 0,9,
Resultados
Variacién medida de las muestras repetidas analizadas en
la misma placa. Para fines de evaluacién del producto es
importante gque cuando se ejecuten varias repeticiones en 1la
misma placa, el ensayc sea repetible, y por tanto proporcione
una prueba fiable, cuye limite de deteccidn se conoce y se
considera suficiente para el uso practico del ensayo. Para
este fin, se ejecutd el ensayo en la placa recubierta con
mucosidad homogénea, y c¢on un unico lote de la preparacién
bacteriana. La figura 28 muestra que existe alguna variacién

entre pocillos, pero el efecto de inhibicién de la adherencia
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de Bio-Mos afiadido era claro y repetido. La comparacidén con
los pocillos control mostrd los niveles de 1 mg/ml y 2 mg/ml
de Bio-Mos diferian del control con el valor de p < 0,0001.
5in embargo, los dos niveles de Bio-Mos no diferian entre si
tal como se muestra en la figura 28. Se calcularon los
coeficientes de variacién por separado para cada tratamiento.

Variacidén medida a partir de cuatro placas con mucosidad
diferentes

Para los fines de evaluacién del producto es importante
gue el ensayo sea repetible. Para determinar si el énsayo era
repetible {por ejemplo, en diferentes momentos usando Llos
mismos reactivos), se repitidé el experimento del que se
muestran los datos en la figura 28 4 veces en cuatro dias
diferentes. Se llevé a cabo cada conjunto de pruebas en un dia
y con una placa c¢on mucosidad diferente, pero con una
preparacidn bacteriana individual. Se ilustran los resultados
en los cuatro paneles de la figura 29. La variacidén promedio
en diferentes placas era el 14%, 14% y 13% para las placas 1,
2 y 3, respectivamente, y de hasta el 22% para la placa 4. La
tabla 1, a continuacidn, muestra los CV calculados para cada
prueba en cada placa. Parecia que habia una tendencia de que
el CV era inferior para los pocillos control gue para los que
tenian Bio-Mos. El CV promedio calculado de las cuatro placas

de prueba y todos los tratamientos era del 16% {(tabla 1).

Tabla 1.
CV medido de las repeticiones de prueba
indicadas
Prueba Flaca Placa Placa Placa Media
1 2 3 4
Sin Bio-Mos 1% B% B% 23% 1%
Bio-Mos 1 mg/ml 13% 12% 15% 24% 16%
Bio-Mos 2 mg/ml 19% 23% 14% 21% 19%
Todos- 14% 14% 13% 22% 16%
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Diferencia en la sefial absocluta medida a partir de
cuatro placas con mucosidad diferentes. La figura 30 muestra
los datos en la figura 29, pero dispuestos de una manera
diferente para hacer hincapié en la magnitud de la sefial
absoluta en diferentes pruebas. Se manejaron las placas de
manera similar pero independiente. Se asignaron las muestras
aleatoriamente a los pocillos para evitar errores sistematicos
debido a factores tales como posicién del pocillo. Es notable
que los niveles de sefiales absolutos varian de dia a dia
inclusc aunque se haya intentado repetir cada etapa del ensayo
exactamente de la misma manera. Aungue la presente invencién
no se limita a ningun mecanismo de acecidn y no es necesaria
una comprensidén del mecanismc de accidn para poner en practica
la invencidén, en algunas realizaciones, la variacién es debe a
una o mas etapas incluyendo: 1. Unidén a mucosidad 2. Lavado de
los pocillos 3. Unidén bacteriana 4. Eliminacién mediante
lavado de las bacterias libres 5. Unidén del anticuerpo
primario 6. Lavade 7. Unidén del anticuerpo secundarioc 8.
Reaccidén de desarrolle de color., 8Sin embargo, la presente
invencidén proporciocna que aungque existe alguna variacién en el
desarrollo de ceolor, la variacién es limitada y no inhibe 1la
generacién de datos utiles (por ejemplo, con respecto a la
capacidad de uno o mAs agentes de prueba para alterar (por
ejemplo, inhibir) la unién bacteriana a la mucosidad).

Comparacién de la variacidn entre placas cuando se usan
sefiales relativas. Cuando los tratamientos de control
relevantes estaban presentes en 1la misma placa que los
productos que iban a someterse a prueba, la variacién de sefal
entre placas no era problemitica. 8Se cambiaron todas 1las
seflales a valores relatives dando a la media de todos los
pocillos control el valor de 1, y los pocilleos con valores de
compuestos de prueba se normalizaron a esto. Se muestran los
resultados normalizados en la figura 31. Cuando se presentaron
come sefiales relativas se observd que la magnitud detectada

del efecto de Bio-Mos era casi idéntica en todas las placas.
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Variacién entre lotes de bacterias. Para someter a
prueba la variacibébn entre lotes de bacteria y placas, se
generaron multiples cultives Dbacterianos de crecimiento
independiente, y también se generaron mlltiples placas
recubiertas con mucosidad, preparadas de manera independiente.
Se produjeron los lotes de manera completamente independiente,
usando diferentes lotes de PBS, caldo Luria y haciendo crecer
cada cultive a partir de una nueva perla de almacenamiento
congelada., Se realizd un ensayo ELISA similar con cada una de
las placas vy cultivos independientes. Se muestran los
resultados de este experimento en la figura 32.

Tal come se muestra en la figura 32, los niveles
absolutos de las seflales variaron de un experimento a otro,
pero cuando se compararon con la sefial de las pruebas control,
los estudios totalmente independientes produjeron datos gue
casl caracterizan el efecto idéntico de Bic-Mcs en la uniédn
(véase la figura 32)

Analisis de potencia. Usando los datos experimentales,
fue posible estimar los numeros de repeticiones requeridas
para lograr una potencia de deteccién deseada. Por potencia de
deteccidn se entiende gque la diferencia en porcentaje entre
las respuestas de dos compuestos de prueba o tratamientos gue
proporciona una diferencia estadisticamente significativa
entre si. La figura 33 y la tabla 2 a continuacidn muestran la
relacidn entre la potencia de deteccién y el numero de
repeticiones.

La presente invencidén proporciona gque si se estén
comparando lotes de agentes de prueba, son suficientes tan
s6lo 5 (¢ menos} repeticiones para establecer que dos agentes
(0 dilucicnes de los mismos) son diferentes cuando el producto
A, por ejemplo, estd inhibiendo la adherencia en el 50%,
mientras que el producto B estd inhibiendo en el 66%, entonces

5 repeticiones serian suficientes.

Tabla 2. Ejemplos de potencia de deteccidn
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NUimero de repeticiocnes Diferencia detectada
5 31%
10 22%
15 18%

Basandose en el 80% de potencia a un 5% de nivel de

riesgo

Ejemplo 19
Generacién de preparaciones bacterianas funcionales
estables y placas recubiertas con mucosidad

Se realizaron los experimentos durante el desarrollo de
realizaciones de la invencidén en un esfuerzo por preparar una
suspensiodn bacteriana que tiene las siguientes
caracteristicas: fimbrias presentes vy/¢ retenidas en las
bacterias preparadas que pueden mediar la adherencia
bacteriana a la mucesidad, siendo las fimbrias numerosas vy
estructuralmente intactas permitiendo que las bacterias se
unan a y/o se adhieran a la mucosidad con alta afinidad; los
antigenos de la superficie bacteriana gque conservan sus
caracteristicas inmunolégicas permitiendo de ese modo la unién
eficaz de anticuerpos primarics wusados en ELISA y la
destruccién y/o inactivacidén de las bacterias de tal manera
gue no altere la unién a anticuerpo; y/o la preparacién de
bacterias llevada a cabo de tal manera gue Sse genere una
formulacién que tenga una larga duracién y permita el uso
sencillo e inmediato en ELISA.

Se realizaron modificaciones del ensayo de unién
bacteriana ne radicactiva incluyendo las preparaciones de
inéculo bacteriano del ejemplo 18. Se realizaron los
experimentos usando un procedimiento de destruccién doble
menos agresivo y mas suave (por ejemplo, para conservar los
antigenos de superficie bacteriana y/o fimbrias (por ejemplo,
para la unidén al anticuerpo}). Tal como se describe a

continuacién, un procedimiento de liofilizacién proporciond un
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almacenamiento duradero del indculo. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el procedimiento de liofilizacién permitid la
generacién de ampecllas de un solo uso gque contenian
exactamente el numero de bacteria correcto (por ejemplo, para
Su uso con una placa recubierta con mucosidad en un ensayo
(por ejemplo, para su uso en un kit)). Estas composiciones y
métodos novedosos redujeron significativamente posibles
errores por parte del técnico ({por ejemplo, al tener que
determinar el tamafio del indéculo correcto), redujeron el
riesgo de contaminacién del indcule y minimizaron el deterioro
de la preparacién bacteriana a lo largo del tiempo. Las
ampollas licfilizadas eran estables a temperatura ambiente y
son transportables (por ejemplo, globalmente} sin riesgo de
pérdida de funcionalidad.

Método de preparacidén bacteriana. Se hicieron crecer
bacterias (por ejemplo, E. coli cepa F4+ (anteriormente K88))
a 37°C en caldo Luria Bertani. Se recogieron los cultivos
mediante centrifugaclén, se resuspendieron en solucién salina
Y se enumeraron instantaneamente mediante recuento
microscépico. Se destruyeron las suspensiones bacterianas
calentando a 65°C durante 45 minutos seguido por radiacidn UV
durante 45 minutos. Entonces se dividieron leos 1lotes
bacteriancs en ampollas, que contenia cada una 1 x 10° células
bacterianas y se congelaron a 80°C. Tras 24 horas de
congelacidn, se liofilizaron y sellaron las ampollas. Se
almacenaron las ampollas a 4°C., Se determiné el numero de E.
coli viables en las ampollas mediante dos enfoques diferentes,
siembra en placa directa y uso del nimero mas probable (MPN).
Se prepararon diluciones en serie diez veces en cinco
repeticiones para cada uno de los lotes bacterianos para la
siembra en placa directa. El1 medio usado fue un caldo TLuria
Berthani no selectivo rico. Se contaron las colonias tras 2
dias de incubacién a 37°C. Se realizé MPN mediante dilucién en
serie del contenido de 1la ampolla directamente en caldo

nutritive no selectivo rico. Se realizd MPN en tres
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repeticiones (MPN de 3 tablas}. Se registrd en primer lugar el
crecimiento en los tubos de MPN tras 2 dias a 37°C y luego de
nuevo tras dos semanas. En el método de MPN, todo el contenido
de la ampolla bacteriana (~10° células) se suspendié en el
primer tube menos diluido. Por tanto, MPN proporciona que debe
detectarse una bacteria wviable individual. En el recuento en
placa, se suspendid en contenido de la ampolla en 10 ml de
diluyente, de los gue 0,1 ml se extendieron sobre placas. Por
tanto, ausencia de crecimiento representa que la ampolla
contiene menos de 100 c¢élulas de E. c¢coli viables. Se
sometieron a prueba cinco 1lotes diferentes de preparacién
bacteriana (ampeollas) para determinar 1la viabilidad. Los
resultados de ambos métodos de prueba, siembra en placa
directa y enumeracién de MPN, no mostraron signos de
viabilidad. Por tanto, la presente invenciédn proporciona un
nueve método de destruccidn doble que proporciona una
preparacion bacteriana altamente reproducible y constante (por
ejemplo, tal como se determina en el ensayo de adherencia a
mucosidad (véase, por ejemplo, la figura 34)).

Produccion y estabilizacidn de placas recubiertas con
mucosidad. Se realizaron experimentos durante el desarrollo de
la invencidén con el fin de preparar una placa recubierta con
mucosidad que poseia las siguientes caracteristicas:
recubrimiento con mucosidad de calidad uniforme entre pocillos
de cada placa y entre diferentes placas; placas con mucosidad
que se establlizan de una manera tal que no destruye 1las
bacterias y/o las caracteristicas de unién de la mucosidad
recubierta sobre las placas (por ejemplo, que conserva las
propiedades de superficie de la mucosidad implicadas en la
unién de bacterias); y/o placas recubiertas con mucosidad que
son estables (por ejemplo, a temperatura ambiente o més fria)
durante largos periodos de tiempo (por ejemplo, dias, semanas,
meses, un afno o mas) que pueden estar listas para su uso (por

ejemplo, en un ELISA).
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Placas de microtitulacidén recubiertas con mucosidad. Se
reccgid la mucosidad de cerdos recién sacrificados raspando la
mucosidad del intestino delgado distal (ileon). Se lavdé y se
aclaré la mucosidad mediante centrifugacién tal como se
describié en el ejemplo 18. Se cuantificaron las proteinas de
la mucosidad mediante el uso del kit de ensayoc de proteinas
mediante Acido bicinconinico de SIGMA (B9643). Se recubrieron
placas Nunc MaxiSorb (formate de 96 pocillos) con disolucién
tampdén de mucosidad gue contenia 0,1 mg de proteina de
mucosidad/ml de tampdén de recubrimiento. Se prepararon
independientemente lotes de placas de microtitulacién en dias
diferentes y se almacenaron a +4°C hasta el dia de las
pruebas. Se ejecutd el ensayo de adherencia bacteriana, con y
sin Bio-Mos, en estas placas para someter a prueba la
variacidédn entre placas. El promedio de inhibicién entre placas
fue del 81,95%, del que los lotes individuales se desviaron en
el promedic del 1,5% (véase, por ejemplo, la figura 35).

Se realizaron experimentos adicionales durante el
desarrollo de la invencidén para investigar la estabilidad de
las placas con mucosidad cuando se almacenaban con disolucién
tampdén de mucosidad durante 1 y 2 semanas en un envase sellado
a vacio a 4°C. Tras dos semanas de almacenamiento, se
sometiercon a prueba las placas con mucosidad con el fin de
determinar si podian usarse en un ensayo de adherencia con
preparacién bacteriana. Los resultados se muestran en la
figura 36. Las sefiales absolutas en el ensayo muestran un
ligero deterioro de la intensidad. Sin embargo, en estudios
anteriores, se observaron variaciones en la intensidad con
respecto a la variacidn entre placas y puede gue no tenga nada
que ver con el almacenamiento de las placas. La aplicacidén del
producto antiadherencia, Bio-Mos, demostrd gue se observaba
una inhibicién aproximada del 80%. Por tanto, la presente
invencién proporciona métodos de generacién de placas
recubiertas con mucosidad, y las propias placas recubiertas

con mucosidad, que pueden almacenarse y utilizarse en un punto
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de tiempo posterior (por ejemplo, para ensayos de adherencia),
Per ejemploe, en algunas realizaciones, la presente invencidn
properciona una placa recubierta con mucosidad y/o una
preparacién bacteriana {(por ejemplo, almacenada en una
ampolla) que pueden almacenarse o bien individualmente o bien
juntas (por ejemplo, en un envase sellado a vacio (véase, por
ejemplo, la figura 37))}, que puede estar comercialmente
disponible para la adquisicién y/o el uso (por ejemplo, en un
ensayo de adherencia).

Todas las publicaciones y patentes mencionadas en la
memoria descriptiva anterior se incorporan al presente
documento como referencia. Diversas modificaciones v
variaciones de las composiciones y métodos descritos de la
invencidén resultardn evidentes para los expertos en la técnica
sin apartarse del alcance y espiritu de la invencién. Aungue
la invencién se ha descrito en relacidén con realizaciones
preferidas especificas, debe entenderse que la invencién tal
como se reivindica no debe limitarse excesivamente a tales
realizaciones especificas. De hecho, se pretende que diversas
modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la
invencién que son obvias para los expertos en ios campos

relevantes estén dentro del alcance de la presente invencién.



10

15

20

25

30

35

100195

85

REIVINDICACIONES

Kit que comprende un ensayo de inmunoabsocorcién ligado a
enzimas no radiocactivo (ELISA) para someter a ensayo la
adherencia y antiadherencia bacteriana con mucosidad y/o
células epiteliales que comprende un soporte sélido que
tiene mucosidad y/o células epiteliales recubiertas
sobre el mismo, una muestra que comprende bacterias, un
anticuerpo primario especifico para dichas bacterias, vy
un anticuerpo secundario marcado de forma detectable
especifico para dicho anticuerpo primario unido a dichas
bacterias.

Kit segun la reivindicacidén 1, que comprende ademads un
sustrato que permite la wvisualizacién del anticuerpo
secundaric marcado de forma detectable.

Kit segin la reivindicacién 2, en el gue dicho
anticuerpo secundario marcado de forma detectable
comprende un marcador enzimatico.

Kit segun la reivindicacién 3, en el que dicho sustrato
es una composicién para proporcionar una sefial
quimioluminiscente, fluorimétrica o colorimétrica en
presencia de dicho marcador enzimatico.

Kit segun la reivindicacién 1, en el que dicho
anticuerpo secundario marcade de forma detectable
comprende inmunoglobulinas de cerdo anti-IgG acopladas a
peroxidasa.-

Kit segun la reivindicacién 4, en el que dicha
composicion colorimétrica es 3,3',5,5' -
tetrametilbencidina.

Kit sequn la reivindicacién 1, en el que dicho soporte
sélido es una placa de 96 pocillos.

Kit segin la reivindicacién 1, en el que dichas
bacterias son bacterias E. coli.

Kit segun la reivindicacién 1, en el gque dicha mucosidad
se selecciona del grupo gque consiste en mucosidad del

ileon proximal de cerdo, mucosidad del colon distal de
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cerdo, mucosidad del duodenoc de pollo de engorde vy
mucosidad del ciego de pollo de engorde.
Kit segqin la reivindicacién 1, en el que dicho
anticuerpo primario es un anticuerpo  policlonal
conjugado con peroxidasa de radbano (HRP) especifico para
los serotipos antigénicos O y K de E. coli.
Kit segun la reivindicacién 1, en el que dicho
anticuerpo primario es un anticuerpo policlenal
especifico para los serotipos antigénicos ¢ y K de E.
coli.
Kit segun la reivindicacién 1, en el que dicho
anticuerpo secundario es un anticuerpo de conejo anti-
IgG de cabra-HRP purificado por afinidad.
Kit segiin la reivindicacién 1, en el gque dicho
anticuerpo secundario es un anticuerpo de conejo anti-
IgG de cabra-AP purificado por afinidad.
Kit segun la reivindicacidén 1, en el gque dicho
anticuerpo secundario es un anticuerpo policlonal
conjugado con FITC frente a IgG de cabra.
Kit seguin la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo
secundarico es estreptavidina-fosfatasa alcalina de
Streptomyces avidinii.
Kit sequin la reivindicacidén 1, en el que el anticuerpo
secundario es estreptavidina-peroxidasa de Streptomyces
avidinii.
Método para medir la adherencia y antiadherencia entre
bacterias vy mucosidad y/o células epiteliales que
comprende
a) propocrcionar

i) una muestra que comprende bacterias; y

ii} mucosidad y/o células epiteliales u otras; y
b) combinar dicha muestra que comprende bacterias vy
dicha mucosidad y/o células epiteliales dentro de un
ensayo colorimétrico no radiocactivo en condiciones tales

gue se mide la adherencia y la antiadherencia entre
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dichas bacterias ¥ dicha mucosidad y/o células
epiteliales.

Método segun la reivindicacién 17, en el que dicho
ensayo colorimétrico no radicactivo es un ensayo ELISA.
Método segun la reivindicacién 17, en el que dichas
condiciones comprenden afiadir anticuerpos primarios
especificos para dichas bacterias unidas con mucosidad
y/o células epiteliales.

Método segin la reivindicacién 19, en el gque dichas
condiciones comprenden afadir anticuerpos secundarios
marcados de forma detectable especificos para dichos
anticuerpos primarios unidos con dichas bacterias.
Métode segun la reivindicacién 20, en el que dichas
condiciones comprenden afiadir un sustrato que permite la
visualizacién de dichos anticuerpos secundarios marcados
de forma detectable unidos c¢con dichos anticuerpos
primarios.

Método segin la reivindicacién 17, en el que dicha
mucosidad y/o epitelioc estd recubierto sobre una placa
de microtitulacién. ’

Método segin la reivindicacién 20, en el que dicho
anticuerpo secundario marcado de forma detectable
comprende un marcador enzimatico.

Método segun 1la reivindicacidén 21, en el gue dicho
sustrato es una composicién para proporcionar una sefial
quimioluminiscente, .fluorimétrica ¢ colorimétrica en
presencia de dicho marcador enzimatico.

Método segun la reivindicacion 24, en el gque dicho
anticuerpo secundaric marcade de forma detectable
comprende inmunoglobulinas de cerdo anti~IgG acopladas a
percoxidasa.

Método segin la relvindicacién 24, en el que dicha
composicidén colorimétrica es 3,37,5,5 -

tetrametilbencidina.
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Método segin la reivindicacién 17, en €l que dichas
bacterias son bacterias E. coli.

Método segun la reivindicacidén 17, en el que dicha
mucosidad se selecciona del grupe que consiste en
mucosidad del ileon proximal de cerdo, mucosidad del
colon distal de cexdo, mucosidad del duodeno de pollo de
carne y mucesidad del ciego de pollo de engorde.

Método segin la reivindicacidn 19, en el que dicho
anticuerpo primarioc es un anticuerpo policlonal
conjugado con HRP especifico para los serotipos
antigénicos O y K de E. coli.

Método segun la reivindicacién 19, en el que dicho
anticuerpo primario es un anticuerpo policlonal
especifico para los serotipos antigénicos O y K de BE.

colil.

-Método seguin la reivindicacién 20, en el gque dicho

anticuerpo secundarioc es un anticuerpo de conejo anti-
IgG de cabra-HRP purificado por afinidad.

Método segin la reivindicacién 20, en el qgue dicho
anticuerpo secundario es un anticuerpo de conejo anti-
IgG de cabra-AP purificado por afinidad.

Método segin la reivindicacién 20, en el gue dicho
anticuerpo secundario es un anticuerpoe policlonal
conjugado ccn FITC frente a IgG de cabra.

Método segun la reivindicacién 20, en el que el
anticuerpo secundario es estreptavidina-fosfatasa
alcalina de Streptomyces avidinii.

Método segun la reivindicacién 20, en el que el
anticuerpo secundarioc es estreptavidina-peroxidasa de
Streptomyces avidinii.

Método para identificar wun agente que modula 1la
adherencia entre bacterias y mucosidad y/o c¢élulas
epiteliales, gue comprende

a) proporcionar

i) una muestra que comprende bacterias;
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1i) mucosidad y/o células epiteliales; y

iii) un agente; vy
L) combinar dicha muestra que comprende bacterias, dicha
mucosidad y/o células epiteliales, y dicho agente dentro
de un ensayo colorimétrico no radiocactivo en condiciones
tales que se mide la adherencia entre dichas bacterias vy
dicha mucosidad y/o células epiteliales;
¢) comparar dicha adherencia bacteriana en presencia y
ausencia de dicho agente; y
d) identificar dicho agente como un modulador de
adherencia entre dichas bacterias y dicha mucosidad y/o
células epiteliales si dicha adherencia medida es
superior o inferior a la adherencia entre dichas
bacterias y dicha mucosidad y/o células epiteliales en
ausencia de dicho agente.
Método segin la reivindicacién 36, en el que dicho
ensayo colorimétrico no radiocactivo es un ensayo ELISA.
Método segun la reivindicacién 36, en el que dichas
condiciones comprenden afiadir anticuerpos primarios
especificos para dichas bacterias unidas con dicha
mucosidad y/o células epiteliales.
Métode segun 1la reivindicacién 38, en el que dichas
condiciones comprenden afiadir anticuerpos secundarios
marcados de forma detectable especificos para dichos
anticuerpos primarios unidos con dichas bacterias.
Métode segun la reivindicacién 39, en el gue dichas
condiciones comprenden afladir un sustrato que permite la
visualizacién de dichos anticuerpos secundarios marcados
de forma detectable wunidos con dichos anticuerpos
primarics.
Método segun la reivindicacién 36, en el que dicha
mucosidad esta recubierta sobre una placa de

microtitulacidn.
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Métode segun 1la reivindicacién 39, en el que dicho
anticuerpo secundario marcade de forma detectable
comprende un marcador enzimitico.

Método segun 1la relvindicacién 40, en el gue dicho
sustrato es una composicidén para proporcionar una sefial
guimioluminiscente, fluorimétrica o colorimétrica en
presencia de dicho marcador enzimatico.

Método segun la reivindicacién 43, en el que dicho
anticuerpo secundarico marcado de forma detectable
comprende inmunoglobulinas de cerdo anti-IgG acopladas a
peroxidasa.

Método segin la reivindicacién 43, en el que dicha
composicién colorimétrica es 3,3',5,5 -
tetrametilbencidina.

Método segun la reivindicacidén 36, en el que dichas
bacterias son bacterias E. coli.

Método segun la reivindicacién 36, en el que dicha
mucosidad y/o células epiteliales se seleccionan del
grupo gue consiste en mucosidad del ileon proximal de
cerdo, mucosidad del celon distal de cerdo, mucosidad de
duodenc de polle de engorde y mucosidad del ciego de
pollo de engorde.

Método segun la reivindicacidén 38, en el que dicho
anticuerpo primario es un anticuerpo policlonal
conjugado con HRP especifico para los serotipos
antigénicos G y K de E. coli.

Método segin 1la reivindicacién 38, en el que dicho
anticuerpo primario es un anticuerpo peliclonal
especifico para los serotipos antigénicos O y K de E.
coli.

Método segun la reivindicacién 32, en el gque dicho
anticuerpo secundario es un anticuerpo de conejo anti-

IgG de cabra-HRP purificado por afinidad.
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Método segun la reivindicacién 39, en el que dicho
anticuerpo secundario es un anticuerpo de conejo anti-
IgG de cabra-AP purificado por afinidad.
Método segun la reivindicacién 39, en el que dicho
anticuerpo secundario es un anticuerpo policlonal
conjugade con FITC frente a IgG de cabra.
Métode segin la reivindicacidon 39, en el gue el
anticuerpo secundario es estreptavidina-fosfatasa
alcalina de Streptomyces avidinii.
Método segln la reivindicacidén 39, en el gue el
anticuerpo secundario es estreptavidina-peroxidasa de
Streptomyces avidinii.
Método segun la reivindicacién 36, en el que dicho
agente se seleccicna de una lista gque consiste en una
molécula que se produce de manera natural, una molécula
derivada de manera sintética y una molécula derivada de
manera recombinante.
Composicién que comprende un agente, en la gue dicho
agente es un modulador de adherencia bacteriana con
mucosidad y/o células epiteliales, en la que dicho
agente se identifica mediante un procedimiento que
comprende :
a) proporcionar

i) una muestra que comprende bacterias;

1i) mucosidad y/o células epiteliales; y

iii) un agente; vy
b) combinar dicha muestra que comprende bacterias, dicha
mucosidad y/o células epiteliales y dicho agente dentro
de un ensayo colorimétrico no radiocactivo en condiciones
tales que se mide la adherencia entre dichas bacterias y
dicha mucosidad y/o células epiteliales;
¢} comparar dicha adherencia bacteriana en presencia vy
ausencia de dicho agente; e
d) identificar dicho agente como un modulador de

adherencia entre dichas bacterias y dicha mucosidad vy/o
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células epiteliales si dicha adherencia medida es
superior o 1inferior a la adherencia entre dichas
bacterias y dicha mucosidad y/o células epiteliales en
ausencia de dicho agente.

Composicidén segun la reivindicacién 56, estando dicha
composicidn dentro de ' un producto alimenticio
configurade para su consumo por un sujeto seleccionado
del grupo que consiste en ganado, animales, peces ¥y

moluscos.
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RESUMEN

La presente invencién se refiere de manera general a
metodos para detectar, identificar vy medir la adherencia
bacteriana a mucosidad y células epiteliales. En particular,
la presente invencidn proporciona ensayos para detectar e
identificar la presencia o ausencia de adherencia bacteriana a
mucosidad (células epiteliales (por ejemplo, presente en los
intestinos)}, u otra parte de una animal en la que pueden
estar presentes bacterias, vy métodos para identificar vy
caracterizar (por ejemplo, la eficacia de) moduladores de
adherencia bacteriana a mucosidad y células epiteliales, u

otra parte del animal en la que las pueden estar presentes

bacterias,



E———




600204

94

FIGURA 1

Efecto de la concentracion de la mucosidad sobre la adherencia bacteriana
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FIGURA 2

Efectos de los anticuerpos primarios sobre la adherencia de E. coli ALIB4
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FIGURA 3

_ Efectos de los anticuerpos primarios sobre la adherencia de E. coli ALI446
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FIGURA 4

TMB + E.coli
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FIGURA 5

pNPP/AzBTS + E.coli
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FIGURA7
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FIGURAS
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 17

Efecto de Bio-Mos en ELISA
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FIGURA 18

Optimizando e! nimero de baclerias / pocillo
ALl 84

Concentracién
de Biomos g/l
oo
0o,

gl
a5

1.C0E+07 1.00E+0G 1.00E+05

Bacterias / pocillo



25

15

0,5

1.00E+08

112
FIGURA 19

Optimizando el numero de bacterias / pocillo
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FIGURA 20

Optimizando la concentracion de anticuerpo primario
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FIGURA 21

Efeclo de Biomos con diferentes tipos de mucosidades
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FIGURA 22

Efecto de Biomos en ELISA/ centelleo
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FIGURA 23

Comparacion de adherencia de bacterias diferentemente activadas
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FIGURA 24

Absorbanciaa 450 nm
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FIGURA 25
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FIGURA 26
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FIGURA 27

ELISA con placa secada al aire y bacterias inaclivadas con EtOH
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FIGURA 28
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FIGURA 29
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FIGURA 30

Variacton entre placas absoluta
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FIGURA 31

Variacidn entra placas relativa
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FIGURA 32
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FIGURA 33
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FIGURA 35
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FIGURA 36
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VALY

European Patent Office (EPO) : AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EL, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,
LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, 8I, SK, SM, TR

Aftican Intellectual Property Organization (OAPI) : BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG
African Regional Intellectual Property Organization (ARIPQ) : BW, GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, 8Z, TZ, UG,
M, ZW

Eurasian Patent Organization (EAPO) : AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM
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L - The State of Wlsconsm

Offlce of the -
Secretary of State

i (Convenuon de La Haye du 5 Octobre 1961)

090240_._ \ligeel

1Country Umted States of Amerlca

";'?:;"I__';":-Thls pubhc document has been SIgned by Vlckle Hoeft

2
- 3 ,-actmg m the capac1ty of Notary Pubhc, State of Wtsconsm
4..

;.‘f_.bears the seal/stamp of Notary Pubhc, State of Wlsconsm. SR

"""-'_:.CI-:RTIFIED for Colombla

atMadlSOD,Wlscgnsm August 15 2011

| 7 fby the Secretary of State of Wlsconsm

@& Ao No. 210603
o | 10 Slgnature

o \ FOLLETTE -
' ‘..;.Secretary_of State .

P ‘-'r}us cemﬁcate only conflrms the authonty of the o
.~ person named in Number 2. It does not mean that .
_-""the contents of the attached document are.. e
;.07 .correct, or that the Secretary of State approves of '
R the contents o . . .
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STATE OF WISCONSIN )

100244
NOTARIAL CERTIFICATE

(True Copy)

) S8

COUNTY OF DANE )

I, Vickie Hoeft, a Notary Public in and for the State of Wisconsin, duly appointed, certify

that the instrument annexed is a true copy of the document produced and shown to me and being
a Power of Attomey from ALLTECH, Inc., 3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, KY 40356,

USA. Executed by Nathan Hunter Hohman, appointing Baker & McKenzie as agent, dated July
20, 2011, the original of which I have examined.

Dated at Madison, Wisconsin, this 11" day of August 2011.

UL i Tk

Notary Public State of Wisconsin

- My Commission Expires: March 24, 2013
W /)
N BOEFR ),
S,
. o ., -
TO/ <ARY &% 2 DE ORIGIAL
- Y = GOPW 3
HIRS t22 WITERTEACKN B8 B rauom KT
: '%' 0 : a = ! %ﬁmuﬁoﬁl‘fmmnum
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POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

ALLTECH, INC.

located at

3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, Kentucky 40356
United States of America

*

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-QRDONEZ and/or

RICARDO METKE MENDEZ and/er JUAN PABLO
CONCHA-DELGADOQ and/or

OLGA GEORGETTE OTERO

of the firm Baker & MeKenzie Colombia $.A members of
Baker & McKenzie, domiciled at Av. 82 No. 10-62, 6* floor, of
Bogotd D.C.. Colombia, full and sufficient power of attorney to
pursue before the cornpetent authorities the following matters:

Trademark registrations and  renewals; deposit  and
registration of commercizl names and commercial ensigns;
registration and renewal of domain names; Prosecution and
obtainment of patents, utility models, industrial designs,
integrated circuifs layout-designs and vegetal varicties;
recordals of mergers, changes of name, assignments,
changes of domicile and address; security interests; liens
snd other acts that affect or limit the mentioned industrial
property rights; filing and prosccution of opposition
recordal of license of use agreoments; filing and pros
of canccllation actions, annulment actions, annulm
reinstatement of right action, and all judicial
available for the prosccution of proccedings reldled ¢to
intellectual property matters, unfzir competitio
protection of consumers.

Iy

2

to which end it empowers them to file requests, petitions ande
lawsuits, appeals and objections, pay taxes, receive, including™
faculties to enter into seftlement agreements, conciliations and
transactions, abandon applications and renounce rights and, in
general, to take all the actions before the competent authorities
in order to duly protect our intellectual property. To the said
mandatories sufficient power is granted hereby to receive
notifications for and on behalf of the Company, to confer
powers on (hose who arg to represent the Company judicially
and extrajudicially, to answer in court in the matter of all claims
and demands that may be presented in connection with the
marks and other intellectual property rights, and to do
everything that may be required before administrative or
Judicial officers of any class to comply this power, giving them
likewise faculty to substitute these presents and revoke such
substitutions if necessary.

Done and subscribedin  Nigholasville, Kentucky, USA

On the

20

NATA

Nathan Hunter Hohman
Secretary and Treasurer, Alltech, inc,
Signature of the person Issuing the Power

day ofJU\'(J\jot‘ZOH

coutTEHTICACIH
out FRino

B
and 9 6 E;i%oanﬁslﬁ

100249

Baker & McKenzle Colombia $.A.
Av, 82 No, 10 - 62 6ith Floor
Bogots, Colombia

N{T: 900.034,906-8

Tel: +57 1 634 1500

Fax; +57 1 376 2211
www.bakermckenzie.com

PODER
La abajo firmada,

ALLTECH, INC.

domiciliads en

3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, Kentucky 40356, Estados
Unidos de América

declara por ¢l presente que otorga &

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o RICARDO METKE
MENDEZ y/o JUAN PABLO CONCHA-DELGADO y/o OLGA
GEORGETTE OTERO

de la firma Baker & McKenzie Colombia S.A., miembros de Baker &
MeKenzie, domiciliada en la Av. 82 No. 10-62 Piso 6 en Bogota D.C,,

- Colombia, poder especial amplio y suficiente, para adelantar ante las
autoridades compctentes los signientes asuntos:

Registro y renovacién de marcas; depésito y registro de nombres
comercizles y enscfias comerciales; registro y renovacién de
nombres de dominio; trimite y obtencién de solicitudes de patentes
de invencifn, modelos de utilidad, disefios industriales, esquemas
de trazado de circuitos integrados y variedades vegetales;
inseripeifn de fusiones, cambios de nombre, traspasos, cambios de
domicilio y de direccidn; inseripeibn de contrates de prenda,
cmbarg pEgs actos que afecten o limiten los mencionados
g dad industrial; presentacién y tramitacién de
v OO pcibn  de licencias de uso; presentacién y

N giones de cancelacibn;  acciones de nulidad,
ot R Siones de nujid}d y restablecimiento del derecho y demds

udicigled relacionadas con procesos de propicdad
mth eficia desleal y proteccién al consumidor,

TARIO 39 DB8 : aculta para presentar solicitudes, peticiones y

* demandas, iMErponer recursos, reclamos, pagar impuestos y tasas,
recibir, transigir y desistir, incluyendo facultades para entrar en
acucrdos amigables, conciliaciones y transacciones. abandonar
solicitudes y renunciar a derechos, y en general, a dar ante las
‘autoridades competentes todos los pasos necesarios para la debida
proteccibn de nuestra propicdad industrial, Asimismo se concede a los
expresados mandatarios poder suficiente para recibir notificaciones a
nombre de la compafiia, otorgar poderes a quienes vayan 4 represetitar
a la compafiia judicial y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de marcas y otros
dercchos de propiedad industrial se presentaren y hacer cuanto fuere
necesario ante las avtoridades administrativas o judiciales de cualquier
orden para el cumplimiento de este mandato, ddndoles igualmente
faculiad para sustituir ¢l presente poder y en caso necesario, revocar
dichas sustituciones,

Dado y firmado en

Alos dias del mes de

Netllld

Firma dc la persona que firma ¢l Poder

de 20



The State of Wlsconsm

Officestie ..;_.:;_;f;-_;fogmmao

Secretary of State

APOSTILLE

-'-_'"(Conventmn de La Haye du 5 Octebre 1961)

"

nuna463}f

1o l’-_:f::Country;fUmted States of Amerlca
T2 ;‘-..{Thls pubhc document has been '31gned by Vlckle Hoeft! :
= ':-;;‘_'actmg m the capacuy of Notary Pubhc, State of Wlsconsm ol

""'.:':"-"_:__:j'bears the seal/stamp of Notary Pubhc State of Wtsconsm. . e

"""CERTIFIE.D for Colombla

'-'-"‘;.':“lf"-?at Madlson Wlsconsm =
7 bY the Secretary of State of Wlsconsm_ ‘
@5 NG.210863 o
_.A__"'l_.;il:.E'_')".:"f'f'._j’zfiSeal/stamp

' ‘Secretary of State

Ve '_:This certificate only conﬁrms the authonty of the’
" rson named in Number 2, It does not mean: that .
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NOTARIAL CERTIFICATE

{True Copy) N00247

STATE OF WISCONSIN )

) SS
COUNTY OF DANE )

I, Vickie Hoeft, a Notary Public in and for the State of Wisconsin, duly appointed, certify
that the instrument annexed is a true copy of the document produced and shown to me and being

a Certificate of Existence for ALLTECH, Inc., 3031 Catnip Hill Pike Nicholasville, KY 40356,
USA, the original of which I have examined.

Dated at Madison, Wisconsin, this 18% day of August 2011,

Notary Public State of Wisconsin
My Commission Expires: March 24, 2013

(SEAL)
Wy,
W 1y, GOPIA DE ORIGINAL
Sae o, (TENTERCKN O COP 0 I,
S S )N % CERTIFICO QUE PREWID £1 COTEX RESPECING L
::-:} -~ AR *a, 1':' FARIENTE (O CIRACEE COM £ ORGIAL TENDO ALK YR
77 oVARY: 2
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N00243
Commonwealth of Kentucky 8/4/2011

Elaine N. Walker, Secretary of State

Division of Corporations
Business Filings
P.O.Box 718 . . .
Frankfort, KY 40602 Certificate of Existence
(502) 564-3490
http:/Avww.s0s.ky.gov

Authentication Number: 116510
Visit hitps://app.sos.ky.qoviftshow/certvalidate aspx to authenticate this certificate.

et bt LY
I, Elaine N. Walker, Seqetary of State ?f the Commonwealth of Kentucky, do
hereby certify that acco;_‘chf\f ' thg?records m] the Ofﬁce ,of the Secretary of State,

i iy '"'.,

is a corporation duly "'"rporated an xxstlin

Linco 1d Kisting under KRS @hapter 2718,
whose date of mcorpgratwn is August 1980 and whosla],penc])dI of duration is

Loy Ll 5 et
I further cerhfy Eha‘t]ajl fees andl rpenalt:g}s owed to the. Secrc?:ary of State have
been paid; that artlcles of dlssoluho i} {’;ngnot been fﬂEfd; andlthat the most

recent annual reporb reciu ) ,__“-*b‘ " :'KRS'27IB 16-220 h Fbeen déllvered to the
Secretary of State. "’*’it;;{ T A g
"*{

"-l-‘ﬂrme-‘ug}'};t) o H';Y hand
Official Seal at Frankfort, Kentucky, this 4th day of Au gusf ;"2111

SERTIE CQ
mn

IN WITNESS WHEREOF I”have- : set’

ACION DE COPUA DE ORIGINAL

1 OCH0-DEL QRO OF MOBTA D L
REVIO EL COTEJG RESMECTIO (4
COMCRE G0N 03, ORIGIAL THIOO0 ALA

26 ENE20R }

| NOTARIQ 134 DE BOGOTA, BE

N O,

Elaine N. Walker
Secretary of State

Commonwealth of Kentucky
116510/0145768
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The State of Wlsconsm CERT[FIED

Offlce of the BRI S
Secretary of State ) “ e _‘_

APOSTILLE

%,(Conventmn de La Haye du 5 Octobre' 196 1)

nuoz49

:-'frA:‘ 1 '_;".;‘_‘?'Country Umted States of Amenca ‘

'-V";j"-.:"'.'z ';..:-'-':_':-'_:Thls pubhc document has been s:gned by Vickle Hoeft

| 3 _:-'.actmg m the capac1ty of Notary Publlc State of W:sconsm

- _4‘__"-:‘-"".’_:.:‘_-bears the seal/ Stamp of NotarY Pubhc, State of Wlsconsm _'.' i

-,CERTIFIED for Colomb1a

5at Madxson, Wlsconsm i e
7 _-5.-.._"3 by the Secretary of State of Wlsconsm
@5 No.210864 - D
8 _.’_-jjSeal/stamp



NOTARIAIL CERTIFICATE

(True Copy) )
nQ025u
STATE OF WISCONSIN )
)SS
COUNTY OF DANE )

I, Vickie Hoeft, a Notary Public in and for the State of Wisconsin, duly appointed, certify
that the instrument annexed is a true copy of the document produced and shown to me and being
a Certificate of Incorporation and Annual Report from ALLTECH, Inc., 3031 Catnip Hill Pike
Nicholasville, K'Y 40356, USA, the originals of which I have examined.

Dated at Madison, Wisconsin, this 18" day of August 2011.

A

Notary Public State of Wisconsin
My Commission Expires: March 24, 2013

(SEAL)
\\HIIIHI
\\\\ ‘(\\E_ H 0] G,Q{,’ ,
\\ 0 ...‘.att--..‘. ) ,,

SN ' = “RITENTICACION DE COPI& DE CRIGINAL
-~ 8 TAR " = 2 101000 HEA T 00RO KL C ﬁgrﬁn'ﬁ "
E H $0 ¥ H E § carumico cut m%u o el 1D LA
3 i== ‘

';”(&D'.. PU B\—\O....e‘i\':? 12 6 ENE . .;

‘}‘Y)\..'o. “.-.O - @ E Y |
/, 6 Seanshd 0 \\\ " 7 3
%s7,, OF WS NOTARIO 38 UE BOGOTA D05




Elaine ﬁvalker
Secretary of State

Certificate

I, Elaine N. Walker, Secretary of State for the Commonwealth of Kentucky,
do hereby certify that the foregoing writing has been carefully compared by
me with the original thereof, now in my official custody as Secretary of State and
remaining on file in my office, and found to be a true and correct copy of

CERTIFICATE OF INCORPORATION OF

ALLTECH, INC. FILED AUGUST 7, 1980;

7 MIVENFICACION OF COPIA DE ORIGIRAL
() o ey TR v v L GG 08 BOGOD, AL
PN RS R DAY |

2011 ANNUAL REPORT FILED MARCH 1, 2011, ' \

6 ENE20 |
IN WITNESS WHEREOF, I have hereunto set my hand arid afﬁ;%ed JE:nyE % l

Official Seal at Frankfort, Kentucky, this 4th day of August, 241 Durwctes Skemes
31 OE JOGOTA, 0.Q 3%

G2 et

Elaine N. Walker
Secretary of State

Commonwealth of Kentucky
dwilliams /0148768 - Certificate ID: 116511
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OFFICE OF
SECRETARY OF STATE

FRANCES JONES MILLS
Secrotary

FRANKFORT,
KENTUCKY

CERTIFICATE OF INCORPORATION

I, FRANCES JONES MILLS, Secretary of State of the Commonmwealth of
Kentucky, do hereby certify that Articles of Incorporation of

- oo BLLTECH, TRC. .. .. . ... . —

-— . - - -—— - - . -

wehose initiol agent for proenss is THRMAS FPEARSE LYONS |

L@NEAT.IH\!HAZA _B45 1ANE ALYEN ROAD

LR, . mames A e v wme e

and whose address is . . . LEATGTON, KENTUCKY

J—
OE COPW DE ORI
1 D0 DR e JOGOTA, O£
REVO & cu:m mntmo W

[CD
duly signed aceording to lae, have been filod in my office. I fu %ﬂﬂt@l‘ﬁﬂ‘

taxes, fees and churges payuble upon the filing of said Articles o .ncowmm@me
been paid. - ‘ |

HOTARIO 38 OF mﬂﬂ 0.c

Given under my hand and seal of Office as Secretary of

State, at Frankfort, Kentucky, this Farit
dayof . ________ AGIST. , 1980 _.
‘ ;Rcunv oF suﬁ&‘—
SECRETARY OF STATE T T RS TS TANT SECHETARY OF BTATE
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ORIGINAL COPY FILED
SECRETARY OF STATE OF KERTUCKY N
FRANKIORT, KENTUCKY SECRET’\RY L'F STATE'

ARTICLES OF INCORPORATION R E C E l v E D

AUG © 7 1980 or
bﬁnu%&i%@ ALLTECH, INC. AU G{{)*ZJSBO

CRETaY OF seATE COMMUNWEALTH OF KENTUCKY
The undersianed, Thomas Pearse Lyons, of Lexington,

Kentucky, hereby forms a coxrporation under the laws of the
Commonwealth of Kentucky.
ARTICLE I.
The name of the corporation shall be Alltech, 111’129945
AKRTICLE II.

The corporation shall continue perpetually, unless
soone¥ dissolved according to the laws of the Commonwealth
of Kentucky.

ARTICLE IIX.

The purpose of the corporation is to produce biochemicals
for the food industry and to act as consultants therewith.

Ir. addition to the foregoing, the purposes of the corporation
shall include the transaction of any and all lawful business
for vwhich corporations may be incorporated under the laws of
the Commonwealth of Kentucky.

ARTICLE IV.

The total authorized number of shares of stock of this
corporation is two thousand {2,000}, the shares to be with-
out par value, and the holder of each share of stock shall
be entitled to one (1) vote for each share held.

ART.TLE V.

The initial registered office of the corporation is:
Lane Allen Plaza, 845 Lane Allen Road, Lexington, Rentucky
49504. The initial registered agent of the corporation at
the above address is: Thomas Pearse Lyons.

ARTICLE VI.

The initial Board of Directors shall consist of cne (1)
person who shall be: Thomas Pearse Lyons, 3529 Cornwall
Drive, Lexington, Kantucky 40503. The dirsot

shall continue
to serve until his successor has been elected 3

The subsequent organiza ion of the Bogfndsyr

o O PAlY
incinfing the numbar of directors. sh 'jﬁb& :




“ir"”m“m

r;zyﬁscan H. GERALDS, JF.

« 100239

ARTICLE VII.
The incorporator of this ccrporation is: Thomas Pearse
Lyons, 3529 Cornwall Drive, Lexington, Kentucky 40503.
AUTICLE VIII.
This corporation shall have all of the powers granted
to corporations under the laws of the Commonwealth of Kentucky.
IN WITNESS WHEREOF, witness the hand of the incorporator
hereof, this, the A day of August, 1980.

—R—=, -

THOMAS PEARSE LYO

STATE OF KENTUCKY)

) Sct.
COUNTY OF FAYETTE)

Subscribed and sworn to befure me by Thomas Pearse Lyons
this AT day of August, 1980.

My Commission expires: SVbjﬁfB

] ¥ PUBLIC, STATE AT
74 KENTUCKY

PREPARED BY:
GERALDS, CASSIDY & MOLCNEY

605 Court Square Building mnmm"m“cw“g&‘k“

. 1A T DO (8 TAALTND L
na il
Lexington, KY 40507 aum@;“""%ﬁﬁmmmm w Rk

\/) 2= /(/ 26 ENEZOR ‘:
By ,M——:—l—‘_‘ A ) é’dqml

A, B.G
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0148768
Elaine N. Walker
Commonwealth of Kentucky | secretary of state

Received and Filed

Elaine N. Walker, Secretary of Stat{ 3/1/2011 4:03:15 pm
Fee receipt: $15.00

PARP

Elaine N. Walker
Secretary of State
P. 0. Box 1150 Annual Report ARP
Frankfort, KY 40502-1150 Online Flllng
(502) 564-3480
hitp/Avww.s0s.ky.gov
Company: ALLTECH, INC.
Company ID: 0148788 :
State of origin: Kentucky:*
Fornmation date: 8/7/1980° 12 00: 00 AM
Date filed: ‘3l1]2011 4:08 5PM
Fee:
Principal Office
3031 CATNIP HILL
NICHOLASVILLE, KY 40356
Registered Agent Naihélxadrésé;.:?
NATIONAL REGISTEREDAGENTS, INC
400 WEST MARKET STREET SUITE 1800
LOUISVILLE, KY 40202
'{

Current Officers ; 5 ! g 8
President Thomas Pearse Lyons 3031 Catnlp Hill Pike, Nlcholaswlle KY. 40356
Secretary Nathan.H.Héhmian 3031 -Catnip Hill Pike, Nncholaswl!e. KY 40356
Treasurer Nathan H Hohman: .. 3031 -Catnip Hﬂl Pike, Nicholasville, KY 40356
Vice President MarIcPearse Lyor 031 Catmp Hilr Plke, Ncholasw[le KY.- 40356
Directors ettt
Director Thomas Pearse Lyons 3031 Catnip Hill Pike' icholasville, KY 40356
Director Nathan H Hohman : 4 icholasvitle, KY 40356
Signatures ‘ .
Signature Nathan Hohrman ',{J{E:i::?.m DE GO U o Do 3
Title Secretary/Treasurer LTI A irien b |

PG e TR IR

26 ENE20RZ
Edusrits Drandn

CERTERG 1.k Tvwd by (i sEREES

) TARID :a I:E mOTA,, £




Traduccion oficial del inglés por Markén Neira Castro, resolugion 2117 del Ministerio de Justicia de Colombia ‘/3/
: Estado de Wisconsin

Oficina def Secretario de estado GU025 7

Sello redondo. certificado

APOSTILLA

(Convencion De La Haya del 5 octubre de 1961)
1. Pais Estados Unidos de América

2. Este documento Pablico ha sido firmado por Vickie Hoeft
3. Quien ejerce funciones de notario plblico estado de Wiscansin
4. Lleva el sello notario plblico de! estado de Wisconsin
' CERTIFICADO
5. En Madison , Wisconsin 6. El 15 de agosto de 2011,
7. Por el secretario de estado- estado de Wisconsin
8 No. 210603 9. Sello del estado de Wisconsin
10. Fima ilegible Douglas Lafollstte secretario de estado

La apostila solo certifica la autoridad de Ja persona que firma en el n. 2. no significa que el contenido del
documento es carrecto o que el secretario apruebe el contenido. -

' CERTIFICADO NOTARIAL:

(Copia verdadera)

Estado de Wisconsin
Condado de Dane) ss

Yo, Vickie Hoeft Notario pablico en y para el estado de Wiscansin, debidamente nombrada, certifico que
el documento anexo es una copia verdadera del documento que me presentaron y es un Poder de
ALLTECH, INC. con oficinas en 3031 Catnip Hill Pike NicholaSville KY 40356, Estados Unidos, suscrito
por Nathan Hunter Hohman, nombrando a Baker & McKenzie como agente, fechado el 20 de julio de
2011, cuyo original examiné
Fechado en Madison, Wisconsin, el 11 de agosto de 2011,
Firma ifegible de Vickie Hoeft notario del Estado de Wisconsin.
Sello oficial. Notario piblico, Su comision vence el 24-03 - 2011~ :

PODER

‘ En inglés y espariol de ALLTECH, INC, firmado en Nicholasville, Kentucky Estados Unidos, gl 20 julio de
2011, firmado por Nathan Hunter Hohman secretario y tesorero

De Alltech, Inc. : Estado de Wisconsin. A mg{r‘h_
Oficina del Secretario de estado _ \
Sello redondo. certificado R 6 ENE2012 }

APOSTILLA £ @ *
andp sbn
(Convencién De La Haya del 5 octubre de 1961) | _ worwwio s ve socoma,nd. £

1. Pais  Estados Unidos de América
2. Este documento Pdblico ha sido fimado por Vickie Hoeft
3. Quien ejerce funciones de notario publico estado de Wisconsin
4. Lleva el sello notario plblico del estado de Wisconsin
. CERTIFICADO

5. En Madison , Wisconsin 6, Bl 22 de agosto de 2011.
7. Por el secretario de estado- estado de Wisconsin

8 No. 210603 9. Sello del estado de Wisconsin
10. Firma ilegible Douglas Lafollette secretario de estado

LW f\l 1 £,
HOXANE VT (
MARLEN NE]MASTRO

Traduclor e Intérprete Oficial
Inglés - Fspofol - Inglés
. Resolucién No. 2117 det 7 Oct 1987



La apostilla solo certifica la autoridad de la persona que fima en el n. 2. no significa que el contenido del

documento es comesto o que el secretario apruebe el contenido. - /5
CERTIFICADO NOTARIAL: .
NU0258
(Copia verdadera)

Estado de Wisconsin

Condado de Dane) ss

Yo, Vickie Hoeft Notario publico en y para el estado de Wisconsiﬁ, debidamente nombrada,
certifico que el documento anexo es una copia verdadera del documento que me presentaron y
es un Certificado de Existencia de ALLTECH, INC. con oficinas en 3031 Catnip Hill Pike
NicholaSville KY 40356, Estados Unidos, cuyo original examing

Fechado en Madison, Wisconsin, el 18 de agosto de 2011.

Firma ilegible de Vickie Hoeft notario del Estado de Wisconsin.

Sello oficial. Notario piblico, Su comisién vence el 24-03-2011- 8-4-2011.
ESTADO DE KENTUCKY
Elaing N. Walker. Secretario de estado
Divisidn de sociedades andnimas Certificado de Existencia

Presentacion de negocios
Apartado 718 Frankfort KY 40602 (502) 564 23490
hitp://www.sos.kv.oov

No. De autenticacién 11650

Visite https// app.s0s.ky.gov/fishow/certvalidate.aspx para autenticar este certificado

Yo Elaine N. Walker. Secretario de estado de Kentucky, por el presente certifico que conforme a
los registros en la oficina del secretario de estado

ALLTECH, INC es una sociedad anénima debidamente constituida y con existencia bao el
capitulo KRS 271B, cuya fecha de constitucidn es 7 de agosto de 1980, y con un periodo de
duracién a perpetuidad.

Certifico ademds que ha pagado todos Jos derechos y sanciones debidos al Secretario de estado |
que Ja sociedad no ha presentado articulos de disolucion, y que entregé al secretario de estado el

informe anual més reciente requerido por KRS 271 B 16- 220.

Firma de Elaine N. Walker. Secretario de estado de Kentucky,

Sello redondo del secretario de estado de Kentucky
+ Estado de Wisconsin. - Oficina del Secretario de estiaoenmErctn o¢ sk bk 080 :
vy Valongupellonng:
. 4 o 4
Sello redondo. certificado %ﬁmmmummﬁb&

‘r
APQSTILLA 26 ENE 2R F
{Convencién De La Haya del 5 octubre de 1961) ] '

1. Pais Estados Unidos de América Bodonncs Dhoncin Grnm
2. Este documento Publico ha sido firmado por Vickie Hoeft Qo oE sosOTLBE. If
3. Quien ejerce funciones de notario piblico estado de Wisconsin T
4. Lleva el sello notario publico del estado de Wisconsin
CERTIFICADO

9. En Madison , Wisconsin 6. El 22 de agosto de 2011.
7. Por el secretario de estado- estado de Wisconsin

8 No. 210604 9. Sello dei estado de Wisconsin

10. Firma flegible Douglas Lafollette secretario de estado H OQM

e

La apostilla solo certifica la autoridad de 1a persona que fima en el n. 2. no significa que ﬁkﬁ?@@w&b\ﬂﬁo

documento es comrecto o que el secretario apruebe el contenido, — Troductor & Intérprete Oficial

taglés - Espodol - Inglés
Resolucion No. 2117 del 7 Oct 1987
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CERTIFICADO NOTARIAL:

(Copia verdadera)

Estado de Wisconsin
Condado de Dane) ss
Yo, Vickie Hoeft Notario piblico en y para el estado de Wisconsin, debidamente nombrada,

certifico que el documento anexo es una copia verdadera del documento que me presentaron y
es un Certificado de Constitucién de ALLTECH, INC. con oficinas en 3031 Catnip Hill Pike
Nicholasville KY 40356, Estados Unidos, cuyo original examiné

Fechado en Madison, Wisconsin, el 18 de agosto de 2011.
Firma ilegible de Vickie Hoeft notario del Estado de Wisconsin.
Sello oficial. Notario piblico, Su comisién vence el 24-03 - 201 I-

ESTADO DE KENTUCKY
Elaine N. Walker. Secretario de estado
CERTIFICADO

Yo Elaine N. Walker. Secretario de estado de Kentucky, por el presente certifico que he
comparado cuidadosamente el escrito anterior con el original del mismo, ahora bajo mi custodia
oficial como secretario de estado Y que permanece en archivo en mi oficina, y encuentro que es
una copia verdadera y correcta del CERTIFICADO DE CONSTITUCION DE
ALLTECH, INC presentado el 7 de agosto de 1980,
INFORME ANUAL DE 2001 Presentado el 1 marzo de 201 1.

En testimonio de lo anterior, firmo y estampo el sello oficial en Frankfort, Kentucky el 4 de
agosto de 201 1.

Firma de Elaine N. Walker. Secretario de estado de Kentucky,
Sello redondo del secretario Estado De Kentucky-
~=- 148768
ESTADO DE WISCONSIN. - Oficina del Secretario de estado
Frances Jones Mills — secretaria Sello redondo. Frankfort Kentuchy
CERTIFICADO DE CONSTITUCION
Yo Frances Jones Mills. Secretario de estado de Kentucky, por el presente certifico que he se ha

presentado en esta oficina el Certificado De Constitucién De

ALLTECH, INC . cuyo agente inicial para proceso es Thomas Pearse Lyons,

Allen Plaza, 845 Lane Allen Road. Direccién en Lexington Kentucky, debid

conforme a la ley. Certifico ademas que esa compaiiia ha pagado todos log i

. ENnnED aot ;m”e? u&gmemmﬁu
cargos pagaderos al momento de presentar tal Acta Constitutiva. MEENT (o COMTH €52 1 SR, TEmc00 s s

TENDG A LA wEi,

R ENE20R 2

Expedido con mi firma y sello oficial de Secretario de Estado en Fr <fort. Kentucky el 7 de.
agosto de 1980.

S EOTARID 350& bocém 0.6
Firma de Frances Jones Mills.. Secretario de estado de Kentucky.

Sello redondo del secretario Estado De Kentucky-

. MARLEN NEIRA CAS;I'RO
rcj:du::for e Intérprete Olficigl

ng és - Espodol . Inglés
Resolucign No. 2117 del 7 Oct 19087
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El suscrito Thomas Pearse Lyons, de Lexington Kentucky, por el presente constituye una

CERTIFICADO DE CONSTITUCION DE ALLTECH, INC.

sociedad anénima conforme a las leyes del estado de Kentucky

Articulo 1.

La razén social de 1a sociedad es Alltech, Inc.

Articulo I

La sociedad tiene una duracién a perpetuidad, 2 menos de que se disuelva antes conforme a las
leyes del estado de Kentucky,

Articulo I

- El objeto social de la sociedad es producir bioquimicos para la industria alimentaria y actuar
como consultores de la misma. Ademas de lo anterior, el objeto de la sociedad inchuye hacer la

transaccion de todo negocio legal para los que se constituyan sociedades conforme a las leyes del
estado de Kentucky.

Articulo TV.

El mimero total de acciones autorizadas de Ia sociedad es dos mil (2.000). acciones con valor
nominal y el tenedor de cada accién de capital tendra derecho a un voto por aceién.
Articulo V. La oficina registrada inicial de la sociedad es: Lane Allen Plaza 845 Lane Allen Road,

Lexington, Kentucky 40504. El agente inicial registrado de la sociedad anterior es: Thomas Pearse
Lyons.

Articulo VI.

La junta directiva inicial consiste en una (1) persona que serd Thomas Pearse Lyons, 35 29
Comwall Drive, Lexington, Kentucky 40503. El director continuara sirviendo hasta que se elijay
califique su sucesor. La organizacion subsiguiente de la Junta Directiva incluyendo el ntmero de
directores, se regira por las leyes (N.-T.: texto cortado)

Articulo  VII. El fundador de la sociedad es Thomas Pearse Lyons, 3529 Comwall Drive,
Lexington, Kentucky 40503.

Articulo VIII- _ .

Esta soctedad tendrs todos los poderes otorgados a la sociedad conforme a las leyes del estado de
Kentucky.

En testimonio de lo anterior, firma el fundador el 6 de agosto 1980.

Firma Thomas Pearse Lyons.

Estado de Kentucky)
{ ATen
Condado Fayette {ow ﬂwﬁmu Wi ::;ﬂ“
Suscrito y legalizado ante mi por Thomas Pearse Lyons el 6 de agosto %mﬁ'
Su comisién vence el §-27- 83. 26 ENE 2012. \t .
Firma ilegible del Notario publico para todo el estado de Kentucky. £ ucrids Dundn gdgl;a :
! 1A r
Preparado por Gerald Cassidy & Moloney. A e oy

605 Court Square Building, Lexington KY 40507

Por Oscar H. Geralds, JR. HORM E\U/{L L

MARLEN NEIRA CASTRO
Treducter e Intérprete Oficial

Inglés - Espafol - Inglés
Resolucién No. 2117 del 7 Oct 1987
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ESTADO DE KENTUCKY wUU ol
Elaine N. Walker. Secretario de estado

01480148768
Elaine N. Walker Secretario de estado- Recibido y archivado

3/1/2011 4:08:15 PM pago de derechos: $15.00

Apartado 1150 Frankfort KY 40602 (502) 564 INFORME ANUAL
23490 http:/fwwi.s0s.ky.gov PRESENTACION EN LINEA - ARP
Compaiiia ALLTECH, INC.
Identificacion de compafiia 0148768
Estado de Origen Kentucky
Fecha de constitucién 817/1980 hora 12:00:00 AM
Fecha de presentacion 3/11201 hora 14:08:15 PM
Derechos pagados 315.06
Oficina Principal

3051 CATNIP HILL NICHOLASVILLE. KY 40356

Nombre de agente Registrado/direccion
National Registered Agents, Inc

400 West Market Street Suite 1800 Louisville, Ky 40202 ,

Funcionarios actuales

Presidente Thomas Pearse Lyons 3031 Catnip Hill Pike, Nicholasville; KY 40356
Secretario Nathan H Hohman . 3031 Catnip Hill Pike, Nicholasville; K'Y 40356
Tesorero Nathan Hohman 3031 Catnip Hill Pike, Nicholasville; KY 40356
Vice Presidente  Mark Pearse. Lyons  Catnip Hill Pike, Nicholasville; KY 40356
Directores

Director Thomas Pearse Lyons Catnip Hill Pike, Nicholasville; KY 40356
Director Nathan H Hohman Catnip Hill Pike, Nicholasville; KY 40356
Firmas

Firma Nathan Hohman

Cargo SecretarioTesorero

Es traducci6n conforme con copia para confrontar. Bogota. Sept 6- 2011.
Hobi Move c,

MARLEN NEIRA CASTRO
Troductor e Intérprete Oficigl

. i 'nglés - Espariol - Inglés
m;;:;mwmmﬁg oo cion No. 2117 del 7 Oct 1987
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SUPERINTENDENG]A DE INDUSTRIA Y COMERCGIO

- f LT T

0.12-012902. -00000-0000 .

B

Fecha: 2012.01-27 16:21:49

Dap. 2020 DIR NUEVASCR
B Tra. 11 PATENTEIYI Eva: 378 FASENACIONAL)
Industria y Comercio Act. 411 PRESENTACION  Folios: 6]
SUPERINTEND BENE A HE 11 AT, g

PATENTE DE INVENCION D

DDDDD(

* Act. 411 TACION" Folic
| g

MODELO DE U iwaw
|

o - i
Indicacién que se solicita Unel patente,

L] Art 33 Decision 486/00

Datos de identificacian del sc;licitante 0 de la persona que presehta fa solicitud
Descripcion de la invencion |

Dibujos de ser estos periinenltes
Comprabanie de pago de las

tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa

PATENTE DE INVENCION PCT IEQODELOI

P

Incompleta E] J

.DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decisién 486/00, Gircular Unica

v
A

Ef
e

Indicacion que se solicita ula PCT

Copia de la salicitud en espafial, tal como fue presentada inicialmente {
|

i

Dibujos de ser estos pertingntes

capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Comprobante de page de Iza's tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

DISENO INDUSTRIAL [ ]

!
Completa Z Incompleta D

l
‘ (Art. 119 Decision 486/00)

L]
L]
[]
L]

Indicacién que se solicita D;iseﬁo industrial
Datos de icentificacion del dolicitante ¢ de
Representacian grafica ¥ fo!
disefio

la persona que presenta la solicitud

ografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

Compraobante de Pago de las tasas establecidas
|

Completa [:| ! Incompleta l:l

ESQUEMA DE TRAZADO [ |

|

(Art. 92 Decisién 486/00)

oot

o - [
Indicacion que se solicita un| esgquema de trazado

Datos de identificacidn del :s‘olicitante 0 de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de I:;:s tasas establecidas

|
Completa _ i Incompleta
m m
[

PI02-F08 (2009-11-18)



