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Animal Health

New paradigms of animal nutrition

Introduccion:

- Porcino: sector muy productivo - alta densidad (sistemas
extensivos 0 semiextensivos) — sistemas preventivos y mejora
manejo

- Alta concentracion de nutrientes, heces = microorganismos +
vectores

- Alta presion infecciosa = uso de antibibticos = resistencias
* Uso de antimicrobianos (6xido Zn) = problemas ambientales

* Uso desinfectantes (inespecificos) — eliminan microbiota patégena 'y
beneficiosa
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New paradigms of animal nutrition

* Introduccion

— Gérmenes resistentes a los antimicrobianos — Salud Publica
® Productos animales — Agua — Abonos (purin)

® ; Responsable solo la ganaderia? - NO
® Obligacién comunicar prescripciones antibidticas — demanda

consumidor alimentos saludables - trazabilidad

— Alternativas clasicas y eficaces
* Higiene: cal, desinfectantes - inespecificidad (sindrome higiene)

* Vacunacion: complejidad Ag - enfermedades inmunosupresoras
(PRRS) - respuesta generada
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ALTERNATIVAS

* Antibioticos: gran avance para la humanidad

— Especificidad: contra G+ o G-; amplio espectro

* Listados de antibioticos - patdégenos sobre los que actua

* Pero también barre otras bacterias beneficiosas: BAL: inhiben el
crecimiento de patdégenos (acidos, bacteriocinas, exclusiéon
competitiva, respuesta inmune)

* Disbiosis:

— Errores de diagndstico (soportados por el diagndstico
laboratorial) Ej: crece E. coli — tasa multiplicacion

y ‘;.l
\ ‘.‘L
{
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ALTERNATIVAS

* Enzimas: necesidades ingesta alimentos actual — digestion nutrientes
- Acidos: efecto similar microbiota beneficiosa — proteasa gastrica (pH bajo)

* Fitobioticos - Fitogénicos: exiractos vegetales (citricos, ajo, otros) —
aceites esenciales

* Prebiéticos: alimento bacterias — microbiota presente — respuesta inmune
— exclusion competitiva (receptores leptina) - 4 restaruran biodiversidad?

« Probidticos: microorganismos vivos, bacterias — levaduras (O, consumo —

poder reductor afecta enterobacterias)
;. combinacién cepas? - ;transmision resistencias?

* Simbidticos: pre + probibticos

« Bacteriofagos: virus que infectan bacterias - especificos
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ALTERNATIVAS

POSTBIOTICOS: “producto del futuro” (SEPYP, 2019)
— METABOLITOS: proceden varias especies, por lo que se puede

estimular:
* Crecimiento de la vellosidad intestinal - morfologia
« Estimulacién de la inmunidad innata — contribuye inmunidad adaptativa
* Traslocacién entreo-mamaria: paso a mama de BAL

— Exceso antibioterapia, tratamiento animales jévenes, por errores en la
alimentacion (mal balanceados) + los animales no tienen acceso a
fuentes de microorganismos beneficiosos (suelo, vegetales si
procesado)

— Prebidticos en el producto se aportan: levadura (paredes)
— Metabolitos de varias especies, en vez de solo una

— TECNICAMENTE soporta condiciones de granulacién (T2), pH
gastrico
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- ¢Qué es un POSTBIOTICO?
NO es un prebidtico (aunque aporta prebidticos)
NO es un probidtico (aunque partimos de bacterias — BAL - y aporta
levadura)
No es un simbidtico

* ("QUé VI’a UtilizamOS? Proteina bruta 19,64 %

Pienso complementario — fermentado Fibra bruta 11,90 %
Aceites y grasas brutas ..........cccoevienn 4,60 %

Ceniranbritas. s 5,82 %

Composicion

Salvado de trigo, harina de alfalfa, levadura

. , . MetioniNa.....ccveceieeeeeeeeeeeeeeee e 0,29 %
no amarga, fructo-oligosacaridos.

Calcio
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Microbiota

* Conjunto de microorganismos que conviven en un organismo superior
— Mayor contenedor de microbiota es el tubo digestivo

* Nuestra relacion con ellos:
— Unos son de naturaleza patégena,
— Otros potencialmente patogenos si su poblacién se concentra en
exceso
— Y otra inmensa parte son aliados

* Por el tubo digestivo transitan diariamente miles de especies
distintas,
— Pero solo se establecen las que encuentran el medio idoneo para vivir

— Esa composicidon varia segun las condiciones de desarrollo o agresion+
 DESARROLLO: p.ej.diferente microbiota con leche o pienso (diferentes
enzimas)
* AGRESION: antimicrobianos
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| nutrition

Antibiotics, as an example, have direct and
indirect effects on the gut microbiota.
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¢ Cuantas especies diferentes? ¢ Qué consideramos una
microbiota normal?

- Bacterias
- Hongos y levaduras
- Protozoos....

80% no cultivables: secuenciacion masiva - metagendmica

“Las poblaciones son cuanto mas
“Unas poblaciones precisan de los metabolitos de otras:

’
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b Antibictic-treated state
Anthiotics
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en la composicion de o
la microbiota

Alta mortalidad bacteriana (G-):
-liberan al medio

ENDOTOXINAS (LPS)
-Disminuye la diversidad

microbiana intestinal.

Nature Reviews | Microbio

N
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Microbiota

Concentracion microbiota total

Horas de vida lleon Ciego
24 horas 108 1070
/2 horas 109 10

3d-30d 10° 10"

-Primeros dias: Ventana fisioldgica (tolerancia)
-Primeros 45 dias: microbiota cambiante: pH, enzimas...
->90 dias: arquitectura microbiana instaurada
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LECHE MATERNA
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Animales con microbiota normal y germ-free

T2corporal

Colesterol sérico
Gammaglobulinas séricas
Peso de corazén, pulmones e higado
Gasto cardiaco
Consumo de oxigeno
Ganglios linfaticos
Pared intestinal
Proliferacion del epitelio intestinal
Superficie de la mucosa intestinal

Peristaltismo ID (complejos motores
migratorios)

Tamafo del ciego
Degradacién de moco
Gas intestinal

AGV

Microbiota convencional

Normal
Normal
Normales
Normal
Normal
Normal
Normales
Normal
Normal
Normal

Ritmo normal

Normal
Normal
H2, CH4, CO2

Gran cantidad
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RATONES germ-free

Bajo

Elevado
Muy reducidas

Reducido

Bajo

Bajo

Pequefios y atroficos

Delgada
Reducida
Reducida

Ritmo lento

Aumentado
Casi nula
No hay H2 ni CH4

Casi ausentes

Animal Health
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New paradigms of animal nutrition

PRUEBAS
CIENTIFICOTECNICAS

-Constataciones realizadas-
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Pruebas cientifico - técnicas

* Material y métodos:
— Universidad de Zhejiang (China) - Destete

* 192 lechones x 4 grupos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Control th.isan Antibiotico this.r.atn. Sh?iﬂe
Swine + Antibiotico

Bacitracina de Zn - 100 ppm 100 ppm

Prestarter Clortetraciclina 50 ppm 50 ppm
Probisan Swine 3 kgs/Tm 3 kgs/Tm

Bacitracina de Zn 3 100 ppm 100 ppm

Starter Clortetraciclina 50 ppm 50 ppm

Probisan Swine 1,5 kgs/Tm 1,5 kgs/Tm
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Morfologia intestinal — test U. Zhejiang (China)

* Longitud de la vellosidad y profundidad de la cripta

Table 7 Effect of the Probisan on intestinal morphology of jejunum in weanling piglets

Treatments P value’

Item I m eIV P(Pro) P(Ant) P (P*A)

Villus height, um  406.97° 433.77° 438.3% 443.14° 0.047 0.013  0.157
Crypt depth, pm  244.58 23599 230.83 227.64 0.385 0.111  0.689

Villus height:
TasTEIE 1.66°  1.84°  1.90°  1.95° 0.024  0.001  0.202
crypt depth
a.b.¢ Mean values within a row with unlike superscript letters were significantly different (P <
0.05).

' Treatment I = Negative control, without antibiotic;
2 Treatment I = Negative control+ Probisan;
3 Treatment I1I = Positive control, with antibiotic;
4 Treatment [V= Positive control + probisan;
5 P values for the main experimental factors Probisan, antibiotic and interaction of the two
experimental factors (Pro, Ant, P*A), P (Pro) =P (Probisan); P (Ant) =P (Antibiotic); P (P*A) =P
(Probisan* Antibiotic)
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Produccion de AGV

Table 6 Effects of the Probisan on the content of VFA in colon

Treatments P value’
Item [! 112 I3 Iv4 P(Pro) P (Ant) P (P*A)
Acetic acid (mmol/L) 51.52° 60.75% 49.55° 57.26* <0.001 0.173 0.698
Propionic acid(mmol/L)  23.9 b 3303 21.64° 29.90* <0.001 0.116 0.695
Butyric acid(mmol/L) 1257 15.60 11.35 13.09 0.154 0.258 0.695

Total VFA(mmol/L) 94.36° 113.89  91.68° 105.22° <0.001 0.059 0.304
&b.¢ Mean values within a row with unlike superscript letters were significantly different (P <
0.05).

! Treatment I = Negative control, without antibiotic;

2 Treatment I = Negative control+ Probisan;

3 Treatment 111 = Positive control, with antibiotic;

4 Treatment IV= Positive control + probisan;

3 P values for the main experimental factors Probisan, antibiotic and interaction of the two
experimental factors (Pro, Ant, P*A), P (Pro)=P (Probisan); P (Ant)=P (Antibiotic); P (P*A) =P
(Probisan* Antibiotic)
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— test China

Table 8 Effects of the Probisan on the content of D-lactic acid in serum and activities of

diamine oxidase (DAO) in serum and jejunal mucosa of weaned pigs

Treatments P value’
Item [r I m v P(Pro) P (Ant) P (P*A)
Serum D-lactic acid, mmol/L 6.96° 645 637° 618> 0022 0003 0214
Serum DAO, u/ml 224 1.83° 175 1.68° 0032  0.006 0.126

Jejunal mucosa DAO, u/mg 202  257* 261 278 0021 0.011 0201

&b.¢ Mean values within a row with unlike superscript letters were significantly different (P <
0.05).

I Treatment I = Negative control, without antibiotic;

2 Treatment II = Negative control+ Probisan;

3 Treatment [11 = Positive control, with antibiotic;
4 Treatment [V= Positive control + probisan
3 P values for the main experimental factors Probisan, antibiotic and interaction of the two

experimental factors (Pro, Ant, P*A), P (Pro) = P (Probisan); P (Ant) =P (Antibiotic); P (P*A) =P
(Probisan* Antibiotic)
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Cerdos — Microbiota — test China

Table 5 Effects of the Probisan on intestinal microbiota in digesta samples [logio(16S rRNA

gene copies g”'wet weight)]

Treatments P value®
Item I! 112 13 v4 P(Pro)  P(Ant)  P(P*A)
Jejunum .
Total bacteria 9.35° 9.982 8.92° 9,527 0.006 0.041 0.942
Bifdobacterium 6.37° 7.81° 6.92%  7.47% 0.002 0.713 0.136
E. coli 6.32° 5.48° 5.24° 5.17° 0.147 0.016 0.227
Lactobacillus 6.21° 7.48° 6.58%® 6.80%° 0.03 0.621 0.105
Streptococcus suis ~ 6.64*  6.06™ 5.87° 5.74° 0.13 0.025 0.322
Colon
Total bacteria 10.64®° 11.24*  10.50° 10.82% 0.05 0.213 0.52
Bifdobacterium 8.16° 8.98% g23n 8.69%° 0.006 0.609 0.397
E. coli 7.59° 6.77% 6.62° 6.33° 0.063 0.021 0.348
Lactobacillus 8.51° 9.48? 8.63° 8.99% 0.013 0.467 0.226

Streptococcus suis 7.22* 6.61%° 6.33° 6.44° 0.296 0.036 0.138

a5.¢ Mean values within a row with unlike superscript letters were significantly different (P <
0.05).

! Treatment [ = Negative control, without antibiotic;
2 Treatment II = Negative control+ Probisan;

3 Treatment III = Positive control, with antibiotic;

4 Treatment [V= Positive control + probisan;
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Pruebas cientifico - técnicas

* Material y métodos:
— IRTA - CRESA (Espana) - Destete
» 280 lechones x 2 grupos
» Dieta HP (High Profile Nutrients)
* Muestras: 20 lechones/grupo
— Mucosa intestinal — placa Peyer — heces (microbiota)

Grupo 1 Grupo 2
Control Probisan Swine
Oxido de Zn 1600 ppm 1600 ppm
Prestarter - -
Probisan Swine 3 kgs/Tm
Starter Probisan Swine 1,5 kgs/Tm
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Pruebas cientifico - técnicas

* Material y métodos:
— IRTA - CRESA (Espana) - Destete
* 394 lechones x 2 grupos
* Dieta LP (Low Profile Nutrients)
* Amoxicilina — meningitis (S. suis)
* Muestras: 20 lechones/grupo
— Mucosa intestinal — placa Peyer — heces (microbiota)

Grupo 1 Grupo 2
Control Probisan Swine
Oxido de Zinc 2500 ppm -
Prestarter - -
Probisan Swine - 3 kgs/Tm
Amoxicilina 300 ppm 300 ppm
Starter
Probisan Swine 1,5 kgs/Tm
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Prestarter HP

Starter HP

PentaBiol

Animal Health

Heat-treated Broken rice
Heat-treated full fat soy
Heat-treated SBM 47%
Dried Whey
Soy oil
NutralSCA Concentrate'
DL-Methionine
L-Threonine
L-Lysine HCL
L-Valine
L-Tryptophan
Zinc oxide
Monocalcium phosphate
Limestone
Sodium Chloride
Vitamin and mineral premix?
Probisan U®
Calculated composition, %

Dry matter
Net energy, kcal/kg
Crude protein
Crude fat
Total ash
Crude fiber
SID AA

Lys

Met + Cys

Thr

Trp

Val
Ca
Digestible P

12.00
8.10
7.50
1.88

18.50
0.23
0.25
0.45
0.08
0.04
0.19
1.57
0.29
0.17
0.40

88.6
2,630
17.5
6.40
5.22
2.88

1.21
0.72
0.83
0.24
0.83
0.62
0.40

eat-treated full-fat soy

m Co-funded by the Horizon 2020 programme of the European Union

Heat-treated Soybean meal 49
Soybean meal 47% 7.44
Soy oil 1
DL-Methionine 0.24
L-Threonine 0.29
L-Lysine HCL 0.57
L-Tryptophan 0.02
L-Valine 0.13
Limestone 04
Monocalcium phosphate 1.27
Sodium Chloride 0.43
NutralSCA Concentrate' 8.34
Vitamin and mineral premix’ 04
Probisan U® -
Calculated composition, %
Dry matter 875
Net energy, kcal/kg
Crude protein 175
Crude fat 5.25
Total ash 4.93
Crude fiber 3.72
SID AA
Lys 1.18
Met + Cys 0.71
Thr 0.81
Trp 0.21
Val 0.80
Ca 0.60
Digestible P 0.33
23
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Morfologia intestinal — test HP y LP

Prueba*Grupo effect plot

Orupo * Incremento
Control —— O Probisan —— O Iongitud
1 1 vellosidad
50 - e intestinal (6%):
48 - e e — Mayor
48 - | - = capacidad
S w- g~ T = absorcion
- ¥ -~
40 -
g -5 T
LP HP

m Co-funded by the Horizon 2020 programme of the European Union _



For people to eat healthy animals have to eat healthy
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Cerdos — Microbiota —test HP y LP

Probisan e —
* Disminucion —

— Clostridios : ——
— Ruminococcus
— Bacteroides

* Aumento
— HP de Prevotella
— LP: Bacteroidales
— Mollicutes? HP Lp

Figura 7: Numero de secuencias acumuladas de los niveles filogenéticos con diferencias significativas entre
tratamientos (Control y PROBISAN) de los perfiles de microbiota obtenidos por secuenciacién masiva por lon Torrent
de las muestras intestinales de los lechones examinados en las pruebas realizadas en HP y LP.

Bacteroidalesif_524-7
_—
—_—
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Pruebas cientifico - técnicas

* Material y métodos:
— IRTA - CRESA (Espana) — Maternidades (vientres)

* 2500 cerdas en lactaciéon — Lotes Probisan y Control (salas
diferentes)

* Dosificacion: 1 kg/Tm

* Muestras: sangre y heces (cambios microbiota)
— Recogidas parto y 7 dias post-parto x 5 lactancias

Co-funded by the Horizon 2020 programme of the European Union
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Pruebas cientifico - técnicas

* Material y métodos:
* |IRTA - CRESA (Espana) — Maternidades (vientres)

2AMACT
3.5

Lo

15

i il | ii i‘ iﬂ

y- INF TLR4 TNF-a MHC 1l

Pk

=

Tn

@ Control @ Probisan

Average + standard deviation of cytokines expression degree, evaluated using the 2-AACT algorism, by O-
reverse- PCR of RNA extracted from intestinal contents samples collected from sows.
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Pruebas cientifico - técnicas
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Pruebas cientifico - técnicas
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Pruebas cientifico - técnicas

ALT

350
300
250

200

150

100

50

DIETANORMAL DIETANORMAL + DIETA HIPERCALORICA DIETA HIPERCALORICA +
PROBISAN PROBISAN

Grupos experimentales
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Cerdos - ROI

* Aumento de la superficie de absorcion — Mejora indices
productivos
* Incremento de la inmunidad natural innata
— Responden mas rapido a los desafios.
— Mejorta la respuesta a medicaciones y vacunas
— Menor respuesta inflamatoria

* Mayor integridad intestinal — efecto antiinflamatorio
* Hepatoregenerador

* Incremento de la produccion de acidos en todos los tramos de
intestino

— Especialmente en aquellas zonas donde es mas dificil llegar:
* Tramos distales
 Base de las vellosidades
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Dosificacion porcino

Cuando aplicar y dosis a suministrar

Estd sumamente indicado en cerdas madre y en la fase de destete porque favorece el desarrollo y

maduracion temprana del aparato digestivo.

Probisan Swine optimiza el desarrollo de la microbiota intestinal y reduce las disbiosis intestinales
creando las condiciones optimas para generar futuros cerdos de cebo con cualidades de crecimiento
superiores.

g/t
Cerdas
Lactauon 1kg/Tm
3 kgs/Tm
1,5 kgs/Tm
05kg/Tm
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Nuestro producto - Probisan

* Probisan es un POSTBIOTICO producido a partir de diversas
bacterias lacticas y levaduras, sus metabolitos favorecen el correcto

y rapido desarrollo intestinal e inmunitario
— También aporta enzimas, vitaminas, acidos y factores moduladores de
inmunidad

* Probisan es un producto innovador, natural, con el que cubrimos
un rango cada vez mas amplio de aplicaciones en la salud animal y

humana
- Efecto preventivo — terapéutico
- Planes desmedicalizacion

Co-funded by the Horizon 2020 programme of the European Union _
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Garantias

* Las cepas de bacterias lacticas y levaduras estan depositadas en
la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT)

* Fabricado con productos exclusivamente de origen vegetal
— OGM free

* Elaborado de conformidad con los mas altos estandares de
produccidn, y son conformes con el Reglamento UE/2017/1017

* Nuestras instalaciones y procesos de produccion estan certificados
por GMP+

* Registrado en FDA - otras instituciones

m Co-funded by the Horizon 2020 programme of the European Union
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PentaBiol

Animal Health

Caracterizacion del producto
Produccion de enzimas

Presenta actividad:

Amilasa

Proteasa

Celulasa (carboximetilcelulosa)
Lipasa

Sacarasa

Alfa-galactosidasa. (*No constante)

OOk WN -

No presenta actividad:
1.  Fitasa
2. Xilanasa
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PentaBiol

Animal Health

Caracterizacion del producto.
Produccion de acidos - vitaminas

Acético
Butirico
Formico
Lactico
Propidnico
Malico

OOk wWh -

Incorporan vitaminas del complejo B

Co-funded by the Horizon 2020 programme of the European Union

Las cepas producen los siguientes acidos:



PentaBiol

For people to eat healthy animals have to eat healthy
Animal Health

New paradigms of animal nutrition

iMuchas gracias por su atencion!

PENTABIOL México - Espana

Tania Pérez-Sanchez
tania@pentabiol.es
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