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EQUIPO [+D+P

En salud animal, no todo esta inventado.
La investigacion cientifica continua
evolucionando porgue las personas que
dedican su talento a descubrir nuevas
soluciones contindan existiendo.

Investigacion
PETBIOTICOS es un proyecto desarrollado a partir de un acuerdo de
asesoramiento y supervision por parte del Equipo investigador que

GOKEII:’%%S'IIPﬁ%SE dirige la Profesora D® Beatriz Isabel Redondo del Departamento de
LEADEID Produccién Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad

Complutense de Madrid.

Investigacion y Desarrollo

La innovacién biotecnolégica y exclusividad en la composicién de |ngulados
PETBIOTICOS existe gracias al talento y experiencia del Equipo
cientifico de INGULADOS SL.

. o 7
Prescripcion
La misiéon de PETBIOTICOS es trasladar la investigacién y la ciencia
espafola a la consulta veterinaria. Por ello queremos que
PETBIOTICOS sea la marca de los veterinarios innovadores, aquellos
gue apoyan su consejo veterinario en productos con evidencia
cientifica y demostracion clinica.

Los retos clinicos que plantea los trastornos de la microbiota ahora tienen una nueva
herramienta para abordarlos: PETBIOTICOS.

PETBIOTICOS VETCARE SL 2024
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Punto de partida:
la microbiota

&Y SI LA RESPUESTA ESTA EN LA MICROBIOTA?

La «microbiota» es un complejo ecosistema formado por todos los microorganismos que residen de forma
habitual en un organismo superior, denominado «hospedador», con el que establece una relacion simbidtica.
Este conjunto de microorganismos coloniza los tejidos sanos de los hospedadores participando en el
desarrollo de numerosos procesos fisioldgicos (Karczewski et al., 2014)1

Los animales somos seres microbianos y dependiendo de la edad, entorno, condiciones de salud y
ambientales otros factores llegamos a tener entre 1,3 - 2,3 microorganismos por cada célula. En el
intestino se concentra en torno al 70% de todas las bacterias del organismo vy alli cumplen las siguientes
funciones:

[ . /
\

Funcion metabdlica
participando en los
procesos de
digestion (fibras,
proteinas..) y
sintesis de
nutrientes
(vitaminas Ky del
grupo B).

Funcion barrera
intestinal

favoreciendo los
procesos de
proliferaciony
diferenciacion de las
celulas

epiteliales y
permitiendo la
absorcion de nutrientes
e impidiendo el paso de
sustancias

nocivas al torrente
sanguineo

Funcion defensiva que participa en el desarrollo
del sistema inmunitario tanto a nivel local en
intestino como a nivel sistemico(Rowland et al.,
2018). Ensefa al sistema inmunitario a distinguir
aquello que resulta perjudicial o beneficioso.

Los moduladores de la microbiota son Utiles para mantener o reestablecer las
poblaciones microbianas en un equilibrio éptimo para el hospedador, conocido como
«eubiosis», lo que garantiza el desarrollo adecuado de las funciones fisiolégicas
mencionadas anteriormente.

PETBIOTICOS VETCARE SL 2024



tabolica directa

Productos metabolicos
bioactivos fruto de la
fermentacion de las bacterias
acido-ldcticas vivas.

Objetivo:

Concentrar la accion
probiotica en una formula que
cause efecto directo en el
organismo
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® FORTEBIOTICOS® es el primer refuerzo nutricional disefiado exclusivamente para
FO RTE B | O | ICOS prevenir, resolver y reforzar los casos clinicos que tienen origen y respuesta en la
microbiota de nuestras mascotas. Ha sido elaborado a partir de las cepas bacterianas

L. plantarum CECT9608 y L. paracasei CECT9610 | actiplantibacillus plantarum CECT9608 y Lacticaseibacillus paracasei CECT9610 de la
coleccién BAL-INGULADOS, disefiado especificamente para mascotas.

COMPOSICION | 100% POSTBIOTICOS

Productos metabdlicos bioactivos fruto de la fermentacion de las bacterias dcido-lacticas vivas.
Acciéon metabdlica directa en el organismo

COMPOSICION DE AGCC

CELULAS BACTERIANAS 20 = Acetato
Componentes estructurales 100
1 principalmente de la pared celular: 103,57
3x10 o0 98,05
CB « Acidos teicoico y lipotectoico
. . 60
e Peptidoglicanos
e Polisacaridos 20
Objetivo: Mejora la funcion barrera 20
epitelial y modula el PH. 2,2
O ——————————————— EE————=—= EEEEE———————
Control (g/L) L. plantarum (g/L) L. paracasei (g/L)
ACIDOS GRASOS DE « Propinato
CADENA CORTA 06
05
20% | Producidos durante la 0,55
fermentacion bacteriana: 0.4
e Acetato 03
e Propionato 02
¢ Butirato ’
. . . . . 0.1
Objetivo: Activar comunicacion
intestino-cerebro. oI B
Control (g/L) L. plantarum (g/L) L. paracasei (g/L)
- = Buti
PROTEINAS BACTERIOCINAS 2 uirato
7 proteinas bacteriocinas con 180
accion antimicrobiana: 15 ’
.7 0 Presentan actividad frente a cepas .
o enteropatégenas de E.coli,
BC contribuyendo a la modulacion de la
microbiota residente. 0.5

Objetivo: Refuerzo de la defensa
natural del organismo. Control (g/L)

L. plantarum (g/L) L. paracasei (g/L)
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Dos .
presentaciones
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JUBIOTICO! 0 « PET" 4.4
JBIOTICO:

PERRO | REFORZADO CON VITAMINA E + SELENIO
Incluye un 10% de la dosis diaria recomendada para nuestro perro.

GATO | REFORZADO CON TAURINA
Incluye un 16% de la dosis diaria recomendada para nuestro gato.

PETBIOTICOS VETCARE SL 2024
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1
HT
ol BacY
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;COMO APLICAMOS FORTEBIOTICOS?
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iInarias

ter

La mision de FORTEBIOTICOS
es resolver un amplio espectro
de casos clinicos que tienen su
origen y respuesta en la
microbiota intestinal.
Metabolitos y bacteriocinas
ensefnan al sistema inmunitario
a distinguir aquello que resulta
perjudicial o beneficioso para
el organismo

icaciones
inicas ve
kS

Indi
o [1
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La respuesta esta
en la microbiota

INDICACIONES CLINICAS EN CONSULTA VETERINARIA

Croénicos que, por las caracteristicas inmunodepresoras de su
. enfermedad, por la recurrencia de tratamientos antibidticos o uso
Cronicos continuo de corticoides, presenten una microbiota debilitada y
disfuncional, incapaz de asumir funciones esenciales para el

organismo de nuestras mascotas.

Seniors que en la ultima etapa de su ciclo de vida precisan un

Seniors refuerzo en la produccion de globulos rojos y garantizar un
incremento del flujo de oxigenacion del organismo con el fin de
proporcionarle mayor vitalidad.

Cachorros en su fase de destete o proceso de vacunacion, cuando
Cachorros todavia no tienen totalmente desarrollada su microbiota y suelen
aparecer trastornos gastrointestinales frecuentes.

Disbiosis Casos de disbiosis de cualquier grado, diarreas o falta de apetito a
cualquier edad.

Mascotas en cualquier etapa que precisan tratamiento antibiotico
puntual para tratar cualquier infeccion o como consecuencia de
haberse sometido a un proceso quirurgico (esterilizacion, limpieza
bucal u otras cirugias), y necesitan minimizar, regenerar y evitar el
impacto negativo que la medicacion tiene sobre la microbiota.

Antibioticos

PETBIOTICOS, por su composicién 100% postbidtica, estd disefiado para entregar al organismo los
metabolitos y nutrientes que recibiria en condiciones OJptimas de su microbiota, favoreciendo la
colonizacidn natural de la microbiota innata del organismo de nuestras mascotas. Prevenir | Curar | Reforzar



resultado accion probiotica

Los avances cientificos y nuevos
descubrimientos en torno a la
microbiota facilitan una asistencia
sanitaria desde nuevas
perspectivas.

Abordar los casos clinicos
relacionados con el sistema
inmunitario y patogenos que
darfian el organismo a traves de la
microbiota, requieren nuevos
productos con resultados
demostrados.

Postbioticos
%
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P O ST B I O T I C O S Son productos metabdlicos bioactivos y solubles, secretados por bacterias vivas y liberados durante
la fermentacion a partir de la lisis de la membrana celular bacteriana. Su composicion incluye:
Metabolitos:
Enzimas, péptidos, proteinas, exopolisacaridos, dcidos organicos y lipidos (AGCC).
Componentes estructurales de la pared celular bacteriana:
Acidos teicoico y lipoteicoico, peptidoglicano, proteinas de la capa superficial bacteriana y otros
polisacaridos.

(Aguilar-Toald et al., 2018a; Wegh et al., 2019)*

ORIGEN | BACTERIAS ACIDO LACTICAS DESCUBIERTAS Y PATENTADAS POR INGULADOS

INGULADOS dispone de una coleccién de Bacterias Acido Lécticas
(BAL-INGULADOS), aisladas de microbiota de animales sanos,
caracterizadas genéticamente y seleccionadas por sus propiedades
inmunomoduladoras 'y antimicrobianas. Dichas cepas estdn
registradas para uso restringido en la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo y reunen los requisitos para ser incluidas en productos
de alimentacion segun la Qualified Presumption of Safety (QPS)
establecido por la European Food Safety Authority (EFSA).

U I l Rosario Cerrato (Directora) y Pedro Fernancez (CEO) | INGULADOS
° ° ]

INGULADOS ES LA EMPRESA DE INVESTIGACION VETERINARIA QUE HA

DADO EL SALTO A LA PRODUCCION DE ALTERNATIVA A LOS ANTIBIOTICOS

T

SELLO DE EXCELENCIA de la Unién Europea a la linea de investigacion E
sobre alternativas a antibidticos.
PERFIL DE SEGURIDAD

European
Commission

—
Los aislados de lactobacilos carecen de genes de resistencia y virulencia. w

Resistencias

antimicrobianas Marcadores de virulencia
I el " 1 La mayoria de las especies de lactobacilos, cominmente utilizados en
”""::';‘ it oA :::; . asel productos probidticos, reciben el estado de QPS (Qualified presumption
tetfi)  tetiM) lsafa) ::mr.-c s pelE ::’: bopD s oM mp EPO02F fss1 prgl/ L ~ PP .
b P EFg4as osc10 of safety - EFSA) ya que, en principio, no entrafian ningun tipo de riesgo
- para su utilizacién en alimentos y piensos (BIOHAZ/EFSA, 2021).
BAL1
BALE Sin embargo, es recomendable realizar una evaluacién completa para
garantizar su seguridad, en particular cuando se sospecha que puedan
2 BALT . . . . .
T poseer resistencias antimicrobianas adquiridas que puedan ser
& . . . o
2| Baz transferibles, especialmente cuando vienen codificadas en su genoma
8
= (Reglamento (CE) n° 429/2008).
BALS
s Para evaluar la seguridad de los aislados, se cuantificé su susceptibilidad
L a los antibidticos que se utilizan comUdnmente en medicina humana y
" - .
2 BAL4 veterinaria y de forma paralela, se buscaron los genes asociados con
E AL resistencias a antibidticos para correlacionar estos marcadores con la
i
s L tolerancia fenotipica de los aislados.
BALY
8 . . . . .
2 Los lactobacilos aislados en este estudio no portan factores de virulencia
g | BAL10 . y R
5 y fueron susceptibles a la mayoria de los antibidticos probados, que son
=
“1 BaLiz los recomendados por la EFSA para este propdsito..
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Accion antimicrobiana

CARACTERIZACION ANTIMICROBIANA

|
Se realizé un estudio fenotipico y genotipico de actividad antimicrobiana con el objetivo de caracterizar tanto el efecto
inhibitorio sobre ciertos patdégenos y detectar genes que codifiquen para moléculas antimicrobianas

_— Pox Nox MNADH red MNADH perox Aldolase Ketolase
BAL1
L. plantarum | BALG
L_BAL7
. BALZ
L. salivarius | BALS
L. paracasei [_BALs
P. acidilactici BALA
BAL11
[ BALS
E. faecalis BALLO

E. casseliffavus[ BAL12

Analisis realizado por INGULADOS SL | Genes asociados con la produccién y acumulacion de H202 (verde y naranja) y otros metabolitos secundarios
como lactato, acetato, etanol y CO2 (azul) en los aislados. Se muestra la proporcién en la barra, cada cuadrado se corresponde con un gen encontrado.

Conclusién. Se realizaron diferentes ensayos in vitro para enfrentar a las cepas de la coleccion BAL-INGULADOS frente a patégenos bacterianos
importantes en medicina humana y animal. Ademas, se realizd secuenciacién completa del genoma y posterior estudio bioinformatico de los genes
obtenidos. Las anotaciones del genoma permitieron identificar los genes que codifican para las enzimas fructosa-6-fosfato aldolasa y fosfocetolasa en
L. plantarum CECT9608 (BALG6) y L. paracasei CECT9610 (BALS8), demostrando su papel como heterofermentadores facultativos. Estas cepas son
capaces de convertir carbohidratos en lactato utilizando la ruta EMP y / o producir lactato en combinacion con etanol, acetato y didxido de carbono
como metabolitos antimicrobianos a través de la ruta PKP. Ademas, también albergan genes asociados con la produccion de H202: Pox, Loxy /o
NADH oxidasas, asi como NADH peroxidasa.

PRESENCIA DE BACTERIOCINAS

Lacticaseibacillus paracasei CECT9610 Conclusién. Se identificé en L. plantarum la bacteriocina de dos

—— —Em— —— —sssm—— Enterocina X cadena beta péptidos codificada por los dos genes del operdn pInEF. Los
genes pInE y pInF permiten la expresiéon de dos péptidos,

- - — A o - Enterolisina denominados plantaricinas E y F, que interactlan entre si para
formar una estructura de hélice-hélice que se une a una proteina
—_— H— -_ - — o= LSEl 2386 o o )
de membrana especifica de la bacteria diana, presumiblemente
T — - s e - Carnocina CP52 un transportador de la superfamilia APC, lo que ocasiona la

destruccién de la membrana y, como consecuencia, la muerte
celular (Ekblad et al., 2016; Oppegard et al.,, 2016)*El resto de los
- M — - @m— Plantaricina F genes que detectamos en los genomas de L. plantarum son

Lactiplantibacillus plantarum CECT9608

idénticos al operén pInWVUTSHG, que participan en el
= — N ~a%- Plantaricina £ transporte, procesamiento y autoproteccién (Diep et al., 2009)#
Asimismo, detectamos un clUster de genes implicados en la
AR R DT, - ~mem me Sactipéctido sintesis hipotética de una nueva bacteriocina de dos péptidos en
L. paracasei. El clUster estd compuesto por dos genes que

e . . . L . codifican para dos bacteriocinas que muestran cierta similitud
Analisis INGULADOS SL | Clusteres de genes implicados en la biosintesis

de bacteriocinas modificadas se encuentran en las BAL anotadas. Se
presenta: proteinas sin funcién determinada (gris), Blast hit with UniRef90

con la termofilina A (Ward y Somkuti, 1995)%y la carnocina CP5I
(Herbin et al,, 1997),5seguidos de un gen de galactdsido O-
acetiltransferasa y dos genes adicionales implicados en la
inmunidad y el transporte. La carnocina CP51 se expresa con el
péptido complementario carnocina CP52 en Carnobacteriumy
termofilina A glicosilada, como ocurre con algunas plantaricinas
(Diep et al.,, 2009)7

(aguamarina), Péptido central (verde), modificaciones (azul), inmunidad /
transporte (rojo), regulacién (amarilla), transporte y escision del lider (rosa)
y proteasa (lila).
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Actividad
antimicrobiana

Para determinar la actividad antimicrobiana de las dos cepas mencionadas, se cuantificé el nivel de
expresion de las bacteriocinas de clase Il identificadas en el genoma tras el cocultivo con bacterias
patdgenas. Mediante RT-PCR se cuantificd la cantidad de transcritos derivadas de los genes precursores de
bacteriocinas en L. plantarum y L. paracasei (indicadas en verde en la parte superior de la figura).

&«

El ARN se obtuvo de cultivos de lactobacilos expuestos a concentraciones crecientes de células patdgenas
durante la fase de crecimiento exponencial. Como se ilustra en la figura, el nivel de expresién de los genes
pInE y pInF depende de la cantidad de bacterias, puesto que se observa un aumento muy significativo de la
expresion en comparacion con los monocultivos de L. plantarum.

Observamos resultados similares con los genes A / B de L. paracasei, aunque el aumento en la expresion
génica fue mucho menor. Estos datos confirman, no solo el efecto inductor de la bacteria patdgena sobre la
actividad antimicrobiana mostrada por L. plantarum y L. paracasei, sino también el papel de las bacteriocinas
de dos péptidos en dicha actividad antimicrobacteriana.

L plantarum CECT9608 L. paracasei CECT9610

 deqd e 5 b6

| Zeectp |

3

— =

-1 T

Gene expression level
Gene expression level

al -m
— ]

L Ll
pinE pinF A B

Analisis INGULADOS SL | Figura. ClUsteres de genes de bacteriocinas de clase Il identificados en el genoma de las cepas de
lactobacilos y nivel de expresion de genes que codifican los precursores de bacteriocinas en cultivos de lactobacilos
expuestos a diferentes concentraciones crecientes de una bacteriapatégena. La nomenclatura para los grupos de
bacteriocina sigue recomendaciones especiﬂc%s (Diep et al, 2069; O’'Shea et al, 2011) y representa: las bacteriocinas
precursoras (verde), las enzimas de modificacion postraduccional (azul), las proteinas de transporte / inmunidad (rojo) y
otrasproteinas hipotéticas (gris).

L. plantarum CECT9608. Cluster de la bacteriocina de dos péptidos de L. plantarum, el nivel de expresion de sus genes de la
bacteriocina precursora correspondiente pInE y pInF en cultivos expuestos a una bacteria patégena a 106 ufc / ml (barras de
colorgris claro) y 107 ufc / mL (barras grises oscuro).

L. paracasei CECT9610. Cluster de la bacteriocina de dos péptidos de L. paracasei y el nivel de expresion de los de la
bacteriocina precursora correspondiente Ay B en cultivos expuestos a una bacteria patégena a 106 ufc / ml (barrasde color

gris claro) y 107 ufc / mL (barras grises oscuro).
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Accion inmunomoduladora

CARACTERIZACION INMUNOMODULADORA

|

Se realizd un estudio de caracterizacion inmunomoduladora de BAL de la coleccidn de INGULADOS, para lo cual se
utilizé un modelo monocitico de células sanguineas, adaptado de un estudio previo que demostré ser Util para este
propdsito (Stedman et al., 2020). El estudio completo se encuentra actualmente publicado (Bravo et al., 2022)”

Conclusion.

Se encontré un perfil de activacién de las dos rutas de sefializacion inmunitaria testadas que fue especialmente
relevante en los lactobacilos y resultd ser especifico de las diferentes especies bacterianas de este estudio. Mientras
que otros aislados de la coleccidn mostraron una gran capacidad para inducir la activacion de NF-kB, la via del
interferon IFN-I fue principalmente activada en presencia de L. plantarum y L. paracasei.

Es importante, ademas, que perfil fagocitico de los lactobacilos se correlaciond positivamente con esta capacidad
para activar respuestas inmunitarias innatas protectoras en los macréfagos, lo que concuerda con la importancia de
que se produzca

la fagocitosis bacteriana para la activacion de mediadores proinflamatorios, mediante estas dos rutas mencionadas
(Aderem, 2003; Kaufmann y Dorhoi, 2016)1.2 En este sentido, se encontraron en los genomas de L. plantarum vy L.
paracasei dos adhesinas (cna y sraP) asociadas a la internalizacion por los fagocitos que podrian tener un papel
relevante (Foster et al., 2014)”

Los fagocitos del sistema inmunitario del hospedador discriminan entre bacterias residentes y patégenas a través de
receptores de PRR como los TLR o NLR, que reconocen ligandos microbianos conocidos como MAMP (Hevia et al.,
2015; Ren et aI.,2O16)1.5 Los MAMP incluyen una amplia variedad de metabolitos microbianos y moléculas estructurales
como EPS, lipoproteinas de membrana, LTA/WTA, pili y fimbrias, entre otros (Hevia et al., 2015;sStedman et al., 2020)7
que han sido encontrados en todos los aislados de la coleccién. Los componentes de la pared celular se
encontraron en todos los aislados como LTA (lta, ItaS1_2, 1taS1_3), WTA (tagGH, D-Ala), Iipo“Protel'nas de membran@9
(TmpC, loID), ademas del peptidoglicano presente en todas las bacterias Gram+ (Hevia et al., 2015; Ren et al., 2016).
Ademas, cabe destacar que dos aislados de L. plantarum poseen genes asociados a la producciéon de EPS, que
recientemente ha sido asociado a la inmunomodulaciéon mediada por TLR2 y TLR4 en esta especie (Barragan et al.,
2020)2;°y L. paracasei posee una lipoproteina de membrana (lolD) que también podria estar involucrada en la
activacion via TLR2 (Hutchings et al., 2009)2.1 Ademads, en este aislado se encontré el gen que codifica para
lactocepina (PrtP), una enzima que contribuye a su efecto inmunomodulador degradando citoquinas proinflamatorias
(Hevia et al,, 2015?2H<')'rmannsperger et al,, 2013)2.3

Por otro lado, las bacteriocinas secretadas, mencionadas anteriormente, pueden contribuir a los efectos

inmunomoduladores actuando sobre las células mononucleares de sangre periférica, como los monocitos, y también
L S 24

sobre las células dendriticas (Hegarty et al., 2016).

Los aislados que mostraron una estimulacion de la ruta del IFN poseen los factores de adhesidén que favorecerian la
fagocitosis y la internalizacién necesaria para esta via de sefializacién, con la subsecuente activacion de sensores
citosélicos o TLR endosomales, como ha sido propuesto en otros estudios previos (Kawashima et al., 20132;5Negishi et
al,, 2012;25 Stedman et al., 2020)2.7 No obstante, estos aislados podrian ser buenos candidatos para estimular la
respuesta inmunitaria eficaz frente a patdgenos virales, puesto que se ha comprobado que la activacion de esta ruta
sensibiliza las células del hospedador a la apoptosis, eliminando de esta forma el nicho del patdégeno intracelular
(Kawashima et al,, 2013" Koyama et al., 2008)2.9 Este hecho es muy importante no solo para el control de
enfermedades provocadas por virus, sino también para el desarrollo de inmunoadyuvantes de vacunas frente a

infecciones por agentes virales (Lebedeva et al., 2018)”
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Los lactobacilos interactian con los fagocitos y portan
moléculas asociadas con la adhesiéon celular. La respuesta de
PMN (A) y monocitos (B) a las BAL se cuantificd utilizando
bacterias marcadas con PKH2 y se expresa como log2 de la
intensidad de fluorescencia media (MFI). (C) El perfil fagocitico
de la mayoria de los aislados de lactobacilos son
predominantemente monociticos, pero L. paracasei también
interactda con los PMN. (D) Los aislados de BAL portan genes

que se asocian con la evasion, la adhesion y / o la colonizacion.

.
L. plantorum
Liddld
L. solverius
mEen

L. parccosei

P. acidilactici

E. foecalis

E. casseliflavus :

wEEw

Parwn (frem.

Los lactobacilos activan respuestas inmunitarias innatas
protectoras en macréfagos y poseen moléculas asociadas con la
activacion de TLR. L. La activacion de las rutas NF-kB (E) e IFN-I (F)
se cuantific6 en macréfagos THP-1 diferenciados expuestos a las
BAL. La activacion de las rutas inmunitarias NF-kB / IFN se
presenta con respecto al control y los datos representan al menos
3 réplicas bioldgicas. (G) Los aislados se distribuyen de manera
diferente segun su capacidad para activar las vias NF-kB / IFN. Las
especies L. plantarum y L. paracasei desencadenan respuestas
significativas de IFN.. (H) Los aislados poseen genes asociados con
PRR, como TLR y NOD, que incluyen fimbria / pili, componentes

de la pared celular y agonistas de TLR2.

L. phartarum BALG

P
L. salfvarius BALS I
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Anotacion funcional

CLASIFICACION DE LOS GENES ANOTADOS PARA EL GENOMA DE CADA BACTERIA

Dossier técnico

Para completar los estudios anteriores y poder confirmar y detectar otras propiedades beneficiosas de las
cepas seleccionadas, se realizd un estudio bioinformatico de los genomas en mayor profundidad. El primer
paso para el procesamiento de datos implica llevar a cabo la anotacion de los genomas realizada con la
plataforma RAST. Este proceso se basa en identificar y etiquetar todas las caracteristicas relevantes en una
secuencia del genoma, es decir, identifica genes o secuencias que posiblemente codifiquen proteinas (CDS)
y les asigna una funcién especifica. Esta plataforma aporta informacién bdsica sobre el genoma, como la
taxonomia, el tamafio, el nimero de contigs, el nimero de secuencias de codificacion y ARN y los recuentos

de anotaciones de genes no hipotéticos e hipotéticos.

Aminoacidos y derivados
Glutamine, glutamate, aspartate, asparegine, ammeonia assimilation
Histidine Metabolism
Arginine; urea cycle, polyamines
Lysine, threonine, methicnine and cysteine
Aromatic amine acids and derivatives
Proline and 4-hydroxyproline

Alanine, serine and glycine

m ! Paracasei CECTIEI0 m L Plantarum CECT608

K
o

LI
(¥
@y
®

!
[
~

b
N

IS

|

29

0 20 40 60 80 100

Metabolism of aromantic compounds
Peripheral pathwways for catabolism of aromatic compounds _ 6

[+] 1 2 3 & S [ 7

Fatty Acids, Lipids and Isoprenoids
b=
0O 2 “ & g 10 12 14 16 8

Metabolism of aromantic compounds

Capsular and extracellular polysacchides ? 34
Cell Wall and Capsule - no subcategory “ 17
Gram-Positive cell wall compeonents m 20
0 5 10 15 20 5 30 35 40
Virulence, Disease and Defense
Resistance to antibictics and toxic compounds -
o] 5 0 15 20 25 30 35
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments
Biotin le
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments 0_ -
Tetrapyrroles I §
Ribaflavin, FMMN, FAD “ -
Pyridoxine “ 10
MAD and NaDP ‘ N
e
Lipoic acid H 3
Coenzyme A m %
1] 0 20 30 40 50



é. . .
X Dossier técnico 2024

Probidticos vs
Postbioticos

ORIGEN: PROBIOTICO | RESULTADO: POSTBIOTICO

A partir de bacterias acido lacticas (Coleccion BAL-INGULADOS) aisladas de la microbiota de animales sanos
en ambientes naturales y salvajes, tras un trabajo intenso de un cultivo controlado in-vitro, nuestras BAL
INGULADOS han demostrado capacidad antimicrobiana e inmunomoduladora frente a patégenos comunes y
actuales. Este enfoque, basado en la investigacion, representa un avance cientifico en comparacion con cepas
probidticas convencionales, destacando su eficacia probada frente a nuevos desafios patogénicos.

Probioticos

Al tratarse de bacterias vivas,
sufren directamente el ataque
de los antibidticos. No existen
garantias de supervivencia y su
fecha de caducidad es muy
reducida.

Solo sobreviven semanas
después de finalizar los
antibioticos. Su efecto es a
medio / largo plazo, y solo si
consiguen colonizar ,
reproducirse y fermentar.

Es importante considerar
diversidad y funcionalidad de
cada tipo de bacteria para
evitar una sobrepoblacion que
afecte negativamente al
equilibrio de la microbiota vy
evitar que compartan material
geneético negativo.

Postbioticos

Conservan intacta su accion
metabdlica incluso contra
antibioticos. Existe evidencia y
demostracion cientifica. Su
fecha de caducidad alcanza
hasta 24 meses.

Su efecto en el organismo es
directo e inmediato. El
organismo recibe el equivalente
a la produccion metabdlica de
una microbiota en Optimas
condiciones, incluso junto a
antibioticos.

Estimula el crecimiento diverso
de las bacterias buenas que
conforman la microbiota
original del organismo sin
introducir material geneético
que pueda conllevar
consecuencias nhegativas para
su funcionamiento.



los beneficios del uso de
postbioticos para reforzar la
salud del organismo.

Todos los estudios de casos
clinicos han sido
desarrollados por
INGULADOS

. La evidencia que demuestra
v

Demostracion
en casos reales

2024 www.petbioticos.com VETCARE
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Demostracion
Ccasos reales

1- ALTERNATIVA ANTIBIOTICA | CERDOS

Antecedentes

El aumento generalizado en el uso de antibidticos dio
lugar al desarrollo y aparicion de cepas bacterianas
patdgenas multiresistentes de las que se desconocia
su impacto en la salud humana.

En enero de 2006 el uso de antibidticos como

promotores de crecimiento queddé prohibido en la
Unién Europea (Reglamento CE 1831/2003).

Caso de estudio

Objetivo

Demostrar que el uso de POSTBIOTICOS como
ingredientes funcionales en alimentacion, y el
desarrollo de formulaciones para optimizar la salud
intestinal ayudan a conseguir animales mds sanos y
robustos y, por lo tanto, capaces de expresar por
completo su potencial genético, minimizando el uso
de antibidticos cuando se presentan infecciones
viricas.

Explotacion porcina cebo cerdo blanco cruces de Danbreed o de PIC.

Sala de destete con 7.000 plazas de capacidad

e Grupo de control: 800 lechones | Alimentados con piensos pre-starter y starter

¢ Grupo suplementado con postbidticos (PB): 6.190 lechones | Misma alimentacion anterior + suplementacion PB

Cuadro clinico

Entre los dias 1y 3 tras destete aparecen problemas
digestivos en ambos grupos con un total de 177
muertes.

Postbidticos

Control

(%) Tasa de mortalidad en ambos grupos

Consumo de
postbidticos
reduce la tasa
de mortalidad
por E.Coli
multirresistente
un 36,8%
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Estudio microbiolégico

Se extrajo el ADN de las bacterias aisladas a partir de
cultivos puros de bacterias identificadas como
Escherichia coli. Las bacterias fueron identificadas
mediante PCR y se realizd la deteccion de los
factores de patogenicidad como fimbrias o toxinas
(Stx2e, F41, K88, P987, F18, LT, K99, Sta, Stb, East).

Factores de . .
. . E.coliC E.colil
virulencia

Stx2e - -
F41 - -
K88 - -

P98/
F18 + +

Antibiograma

Se realizd antibiograma mediante el método Kirby-
Bauer de difusion de discos en agar a partir de los
cultivos puros frente a los antibiéticos convencionales

(amoxicilina, tetraciclina gentamicina, neomicina,
sulfa-trimetoprim, enrofloxacina, cloranfenicol,
cefazolina).

El antibiograma nos permitird proponer un tratamiento
antibidtico para los animales en las primeras fases de
la enfermedad.

Las dos cepas aisladas mostraron un perfil de
resistencia elevado, es decir, son resistentes a la
mayoria de los antibidticos testados, lo que dificulta
su tratamiento.

LT + + Antibidtico E.coli C E.colil
K99 - - Amoxicilina R R
- Tetraciclina R R

STb + + _ Enrofloxacina S R
Sulfa-Trimetoprim R R
EaSt + + . Cefalosporinas S S

Resultado La capacidad antimicrobiana de los postbidticos evité el uso de antibidticos a un 62% de potenciales casos

° Consumo de

. postbidticos

) reduce el uso
de antibioticos

‘ por E.coli

: multirresistente

Control Postbidticos

(%) Porcentaje de cuadras completas que han
necesitado tratamiento antibidtico para tratar

E.coli multirresistent: un 62%
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ALTERNATIVA ANTIBIOTICA | POLLOS

Caso de estudio Objetivo
Granja avicola Estudio clinico para demostrar el control
e Grupo de control de nave A: 15.000 pollos de colibacilosis en una granja avicola.
e Grupo suplementado con postbidticos (PB) nave B:
15.000 pollos

: Consumo de
postbioticos
reduce la tasa
de mortalidad
por APEC (E.Coli
aviar)
multirresistente

O conrol  postbioticos un 72’5%

(%) Tasa de mortalidad en ambos grupos

Beneficios de la utilizacién de POSTBIOTICOS

Escherichia coli patégena aviar (APEC) es una bacteria patdgena con alta proporciéon de factores de
patogenicidad que tiene el potencial de causar colibacilosis, una importante enfermedad que provoca
importantes pérdidas sanitarias y econémicas en avicultura.

En pollos suplementados durante todo el ciclo de produccion, una disminuciéon en la carga intestinal de
cepas APEC ocasiond una menor prevalencia de colibacilosis, ya que la transmisidn oro-fecal es la principal
via de contagio. Los postbidticos también pueden contribuir a mantener una microbiota saludable y, por
tanto, a las funciones de barrera intestinal que previenen la colonizacidn de bacterias patdgenas y mejoran
la sintesis y absorcion de nutrientes. La mejora en los parametros de produccién de las naves
suplementadas se relaciona con unos mejores indicadores de salud y una OJptima utilizacién de los
nutrientes. Ademas de la mejora significativa de los pardmetros productivos (reduccién 72,4% de mortalidad
por colibacilosis), la menor prescripcion de antibidticos también contribuye a mejorar la rentabilidad de la
explotacion y ayuda a controlar el problema de salud publica mundial de la resistencia a los antimicrobianos.
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2 - AUMENTA LA CAPACIDAD METABOLICA DEL ORGANISMO

Antecedentes

Una microbiota debilitada por disbiosis
minimiza la capacidad del organismo para obtener y
aprovechar los nutrientes que proporcionan

alimentos.

Caso de estudio

Explotacion porcina 100% ibérica pura
Se incluyeron en el estudio 14 madres calificadas ibéricas puras, todas ellas nuliparas que habian sido cubiertas
por monta natural con verracos ibéricos 100%.
e Grupo de control: Formado por 5 hembras reproductoras y sus lechones (n=35).
e Grupo suplementado con postbidticos (PB): Formado por 9 hembras reproductoras y sus lechones (n=61).

012

0,18

O,17

0,16

0,15

014

0,13

0,12

+ 0,183
* 0159
+ 01
+ 0129
G Control Postbidticos

intestinal

Objetivo

Demostrar que el uso de POSTBIOTICOS genera un
mayor aprovechamiento nutricional de los alimentos

El consumo de
postbidticos
aumenta un
24% la GMD
con la misma
Ingesta diaria en
ambos grupos.

La ganancia media diaria (GMD) es un indicador
productivo muy Util para valorar la velocidad de
crecimiento de los animales y que nos aporta
informacion acerca del rendimiento de los
animales. Una buena tasa de crecimiento estaria
ligada a una “buena salud” del aparato digestivo.
Para valorar este pardmetro hemos medido la
ganancia media diaria al final de la lactacion.

Niveles medios de las enzimas lactato deshidrogenasa y fosfatasa alcalina (Ul/l) en los grupos de estudio
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3 - AUMENTA LA POBLACION MICROBIANA SANA

Antecedentes

El rendimiento de los alimentos en el organismo es el
resultado de una poblacién microbiana sana, que
ademas favorece la disminucion en la morbilidad y
mortalidad durante las fases criticas del desarrollo.

Caso de estudio

Explotacion porcina 100% ibérica pura

Objetivo

Demostrar que el uso de POSTBIOTICOS estimula el
crecimiento de poblacién de UFC de bacterias acido
lacticas y favorece el equilibrio sobre el total bacterias
aerdbicas.

Se incluyeron en el estudio 14 madres calificadas ibéricas puras, todas ellas nuliparas que habian sido cubiertas

por monta natural con verracos ibéricos 100%.

e Grupo de control: Formado por 5 hembras reproductoras y sus lechones (n=35).
e Grupo suplementado con postbidticos (PB): Formado por 9 hembras reproductoras y sus lechones (n=61).

8e+0B

AMT

Bes0B

4es0B
3e+06
2e+0b

1e+06

G Control Posthidticos

BAL

G Control Postbicticos

Recuentos de bacterias en unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/mL). AMT: aerobios mesdfilos

totales, BAL: bacterias acido lacticas.

El consumo de postbioticos triplica
la poblacion de BAL maximizando
la rentabilidad de la microbiota
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4 - DEMOSTRACION INMUNOMODULADORA Y AUMENTO DE VITALIDAD

Antecedentes Objetivo

Si la anemia es la antitesis de unas buenas Demostrar que el uso de POSTBIOTICOS favorece el
condiciones de salud, minimizar el riesgo de sufrirla, crecimiento de la serie roja en hemograma, equilibra
evitarla o combatirla es uno de los objetivos la cantidad de gldbulos blancos y plaquetas,
principales que persigue el organismo. estimulando condiciones dptimas para el organismo.

Caso de estudio

Explotacion porcina 100% ibérica pura
Se incluyeron en el estudio 14 madres calificadas ibéricas puras, todas ellas nuliparas que habian sido cubiertas
por monta natural con verracos ibéricos 100%.

e Grupo de control: Formado por 5 hembras reproductoras y sus lechones (n=35).

e Grupo suplementado con postbidticos (PB): Formado por 9 hembras reproductoras y sus lechones (n=61).

Valores de referencia Unidades Media Control Media Postbidticos pDiferencia
SERIE ROJA
Hematies (RBC) 53-80 X106/ul 7.97 832 4.4%
Hemoglobina 9,0-14,0 g/dL n&47 139 21.2%
Hematrocrito 26,0- 41,0 % 26,14 4333 19,9%
MCV 42 - 62 L 4552 5224 14, 7%
MCH 14- 21 po 14,45 16,76 16,0%
MCHC 32-36 g/fdL 372 32,09 1,2%
SERIE BLANCA
Leucocitos (WBC) 87-379 x103/ul 2547 1767 30,6%
SERIE PLAQUETAR
Plaguetas 21 - 887 x103/ul 8775 686,76 21,7%

Hemogramas completos de ambos grupos, valores de referencia y sus unidades.

Las diferencias observadas pueden deberse al mejor Consumo

aprovechamiento y digestion de los nutrientes en los animales

suplementados, incluyendo vitaminas como la B12 o la K vy postblolticos

minerales como el hierro, que participan en los procesos de

regulacién de la hematopoyesis (Rowland, 2017). Ademas, es aumenta Ia

especialmente destacable en la especie porcina puesto que los

Iech9qes né?en con rese'rvas mfnimqs gle hierro y es habitual la vitalidad d el
administracion de este mineral al nacimiento, por lo que en este .

" organismoy
Por otro lado, los menores niveles de gldbulos blancos mOd u Ia Ia

caso se mejoraria su aprovechamiento (Perri, 2016).
descartan la presencia de procesos infecciosos subclinicos. Este N
pardmetro, unido a los resultados de los anteriores indicadores respuesta |n m u ne

de salud, concuerda con el efecto sobre el sistema inmune de

las bacterias acido l4cticas, que son capaces de modular la innata y adaptativa

repuesta inmune innata y adaptativa previniendo la colonizacién

por agentes patégenos y reforzando los mecanismos de defensa
. .z . e 33

en el caso de que se produzca una infeccion (Pagnini, 2010).
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5 - RESUELVE DE MANERA MAS EFICIENTE TRANSTORNOS DIGESTIVOS

Antecedentes Objetivo

Los cambios bruscos de alimentacién producen un  Demostrar que el uso de POSTBIOTICOS minimiza el
desequilibrio  en la  microbiota del tracto riesgo de sufrir diarreas cuando un perro cambia de
gastrointestinal, que ocasiona la sintomatologia  alimentaciony maximiza la vitalidad del animal.
asociada a problemas digestivos, fundamentalmente

la presencia de diarreas.

Caso de estudio

Rehala de 46 perros de trabajo

Se introdujo un nuevo pienso en su dieta y se analizaron los resultados dos meses después.
e Grupo de control: 23
e Grupo suplementado con postbidticos (PB): 23

35

La suplementacion
con postbidticos
ante cambios de
alimentacion
reduce el riesgo
de diarreas un

Hemograma
La administracion de postbidtico en los perros mejora los pardmetros analiticos de la hematologia relacionados
con la serie roja especialmente la proporcion de glébulos rojos y un incremento en su funcionalidad.

Hematies (RBC) Hemoglobina Hematocritos
18,2
85 85 8 52 52
175 :
8 50
17
/IG
75 165 165
7.2 16 46
7 7 45
155 &4
6,5 15 15,1 &3
42
14,5
[ 6 -
40
14 14 39,5
55 13,5 38

G Contro Postbioticos G Control Postbicticos G Contro Postbicticos
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6 - CASOS CLINICOS EN PERROS Y GATOS CON TRASTORNOS DIGESTIVOS
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L. plantarum CECT9608 y L. paracasei CECT9610
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