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Cepas bacterianas aisladas de cerdos
Descripcion

[0001] La presente invencion se refiere a cepas bacterianas aisladas de cerdos. Mas especificamente, la invencion
se refiere al aislamiento de bacterias de acido lactico de cerdos criados organicamente. Las bacterias de acido
lactico reivindicadas tienen aplicaciones probioticas y terapéuticas utiles.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La composicion de la flora microbiana de los cerdos, su funcion inmune innata de intestino y la posible
susceptibilidad a la infecciéon esta fuertemente influenciada por el entorno en el que se criaron durante la vida
temprana (Mulder et al, 2009). Los cerdos criados al aire libre generalmente tienen un sistema inmune intestinal mas
desarrollado, funcionan mejor y son mas saludables que sus homologos criados en el interior. EI ambiente al aire
libre influye dramaticamente en la diversidad microbiana del intestino y se asocia con altos niveles de Firmicutes, en
particular Bacterias de Acido Lactico [LAB].

[0003] Los LAB comprenden un clado de bacterias gram-positivas, bajas en GC, tolerantes a los acidos,
generalmente no esporulantes, que no respiran, que estan asociadas con ciertas caracteristicas metabdlicas y
fisiolégicas comunes. LAB son bacilos en forma de bastén o coccus que se caracterizan por una mayor tolerancia a
un rango de pH inferior. LAB produce acido lactico como el principal producto metabdlico de la fermentaciéon de
carbohidratos y se encuentra entre los grupos mas importantes de microorganismos utilizados en la industria
alimentaria.

[0004] Los /actobacilos son predominantes en la flora intestinal de cerdos criados organicamente (al aire libre). En
contraste, el nimero de estas bacterias es bajo en cerdos criados en interiores y los niveles de filotipos
potencialmente patégenos son altos (Mulder et al, 2009). Ademas, se sabe que el desarrollo inmune y la funcion de
los cerdos criados en interiores se desvian de lo normal. En particular, se sabe que esta aumentada la expresion de
los genes de interferén tipo 1, complejo mayor de histocompatibilidad clase | y varias quimiocinas (Mulder et al,
20009).

[0005] Las bacterias de acido lactico pueden modificar la estructura y funcién de la flora y la tripa de varias maneras
(Cotter et al, 2005; Ohashi y Ushida, 2009). Por ejemplo, pueden competir con bacterias dafiinas por nutrientes clave
o sitios de fijacion en el intestino, lo que resulta en su exclusion. Alternativamente, pueden producir sustancias
bioactivas que ayudan o promueven la colonizacidon por bacterias beneficiosas o que matan/interfieren con el
crecimiento de bacterias potencialmente dafinas o patégenas. Alternativamente, estos factores bioactivos pueden
ser inmunomoduladores que promueven el desarrollo inmune y la integridad de la barrera del intestino.

[0006] Las cepas de LAB varian mucho en su actividad biolégica. La presente invencion busca proporcionar cepas
de LAB que tengan propiedades terapéuticamente utiles. Mas especificamente, la invenciéon busca proporcionar
cepas de LAB que sean capaces de promover el desarrollo y la salud del intestino y el sistema inmune, teniendo asi
un potencial terapéutico considerable como probidticos.

[0007] El documento WO 2002/070670 describe una cepa L. reuteri y pone a prueba su actividad antimicrobiana
frente a E. coliy S. Enteritidis y su susceptibilidad a varios antibiéticos.

DECLARACION DE LA INVENCION

[0008] El presente solicitante ha demostrado que la microbiota de cerdos criados exteriores contienen cepas de LAB
que producen factores bioactivos potentes y especificos anti-microbianos o de inmuno-moduladores/ moduladores
de células.

[0009] Los aspectos de la invencion, junto con las realizaciones preferidas, se establecen en las reivindicaciones
adjuntas.

[0010] Un primer aspecto de la invencidon se refiere a una cepa bacteriana de acido lactico porcino que se
selecciona de:

(i) NCIMB 41846;
(i) NCIMB 41847;
(i) NCIMB 41848;
(iv) NCIMB 41849;
(v) NCIMB 41850;
(vi) NCIMB 42008;
(vii) NCIMB 42009;
(viii) NCIMB 42010;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2656 037 T3

(ix) NCIMB 42011;
(x) NCIMB 42012; y cualquier combinacion de dos o mas de los mismos.

[0011] Un segundo aspecto se refiere a una composicién que comprende una o mas cepas bacterianas del acido
lactico de acuerdo con el primer aspecto de la invencién y un excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente.

[0012] Un tercer aspecto se refiere a una composicion probiodtica que comprende una o mas cepas bacterianas del
acido lactico de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

[0013] Un cuarto aspecto se refiere a una o mas cepas bacterianas del acido lactico de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion para uso en la medicina.

[0014] Un quinto aspecto se refiere a una o mas cepas bacterianas del acido lactico de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion para uso en el tratamiento de un trastorno intestinal en un sujeto.

[0015] Un sexto aspecto se refiere al uso de una o mas cepas bacterianas del acido lactico de acuerdo con el primer
aspecto de la invencion en la preparacion de un medicamento para tratar un trastorno intestinal en un sujeto.

[0016] Un octavo aspecto de la invencion se refiere a una o mas cepas bacterianas del acido lactico de acuerdo con
el primer aspecto de la invencion para mejorar la microbiota intestinal.

[0017] Un décimo aspecto se refiere a un alimento que comprende una o mas cepas bacterianas del acido lactico de
acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

[0018] Un undécimo aspecto se refiere a un producto alimenticio que comprende una o mas cepas bacterianas del
acido lactico de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

[0019] Un aspecto duodécimo refiere a un suplemento dietético que comprende una o mas cepas bacterianas del
acido lactico de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

[0020] Un aspecto decimotercero se refiere a un aditivo alimentario que comprende una o mas cepas bacterianas
del acido lactico de acuerdo con el primer aspecto de la invencion.

[0021] Un aspecto decimocuarto refiere a un procedimiento para la producciéon de un probiético, comprendiendo
dicho procedimiento el cultivo de una cepa bacteriana de acido lactico de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0022] Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencion se refiere a una o mas cepas bacterianas del
acido lactico de la especie porcina. La cepa bacteriana de acido lactico de la invencién se puede caracterizar por
una o mas de las siguientes caracteristicas:

(i) la capacidad de mostrar actividad antimicrobiana contra E. coli;

(i) la capacidad para exhibir la actividad antimicrobiana frente a S. enteritidis;

(iii) la capacidad de suprimir la inflamacion en células IPEC inducidas por 12-O-tetradecaboilforbol-13-acetato
(PMA);

(iv) la capacidad de bloguear la union o la invasion de las células del IPEC por S. enteritidis;

(v) la capacidad de bloquear la unién o invasién de células IPEC por E. coli;

(vi) la ausencia de resistencia a antibiéticos a uno o mas antibidticos seleccionados de los siguientes: ampicilina;
cefotaxima; cloranfenicol; eritromicina; gentamicina; tetraciclina; vancomicina; acido nalidixico metronizado; y
kanamicina; y

(vii) la capacidad de exhibir estabilidad al calor cuando se somete a tres ciclos de calentamiento, comprendiendo
cada ciclo de calentamiento a una temperatura de 70°C durante un periodo de 15 minutos.

[0023] Como se usa en el presente documento, el término "porcina” significa "de o referente a porcina”, es decir, de
o referente a cualquiera de varios mamiferos de la familia Suidae, especialmente el cerdo casero, Sus scrofa
domesticus, o Sus domesticus cuando joven o de tamafio comparativamente pequefio.

[0024] Preferiblemente, el cerdo tiene menos de 3 meses de edad, preferiblemente, menos de 2 meses de edad.
[0025] Preferiblemente, la cepa bacteriana de acido lactico porcino es de un cerdo criado organicamente. En este
sentido, preferiblemente, los cerdos son criados al aire libre, afuera (con exposicion al suelo) y en ausencia de
antibioticos, promotores del crecimiento y/o potenciadores del crecimiento.

[0026] Preferiblemente, la cepa bacteriana de acido lactico porcino es de un cerdo criado al aire libre.
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Preferiblemente, los cerdos se crian en el exterior durante al menos el 60% de sus vidas. Mas preferiblemente, los
animales se crian en el exterior durante al menos el 80% de sus vidas, mas preferiblemente, al menos el 90% de sus
vidas, incluso mas preferiblemente todavia, el 100% de sus vidas.

[0027] En ofra realizacion preferida, la cepa bacteriana de acido lactico esta en la forma de una poblacion bacteriana
viva, una poblacién bacteriana liofilizada, una preparacién bacteriana no viable, o los componentes celulares de los
mismos. Preferiblemente, cuando la cepa bacteriana esta en forma de una preparaciéon bacteriana no viable, se
selecciona entre bacterias muertas por calor, bacterias irradiadas y bacterias lisadas.

[0028] En una realizacion preferida, la cepa bacteriana de acido lactico es en forma de una bacteria viva, una
bacteria muerta, o componentes celulares de los mismos.

[0029] En una realizacion preferida, la cepa bacteriana de acido lactico esta en forma aislada. Como se usa en este
documento, el término "aislado” significa aislado de su entorno nativo.

[0030] En una realizacion preferida, la cepa bacteriana de acido lactico es en forma biolégicamente pura. Como se
usa en el presente documento, el término "bioldgicamente puro" se refiere a una cepa bacteriana en forma de un
cultivo de laboratorio que esta sustancialmente libre de otras especies de organismos. Preferiblemente, la cepa
bacteriana de acido lactico esta en forma de un cultivo de una Unica especie de organismo.

[0031] Tal como se utiliza aqui, el término "cepa bacteriana de acido lactico" también abarca los mutantes de dicho
cepa bacteriana de acido lactico. Como se usa en este documento, el término "mutante” incluye cepas bacterianas
derivadas que tienen al menos 93% de homologia, preferiblemente al menos 96% de homologia, mas
preferiblemente 98% de homologia con la secuencia de polinucleétidos de una cepa referenciada, pero que
comprenden mutaciones en otras secuencias en la genoma bacteriana. Los mutantes pueden obtenerse mediante
técnicas de ingenieria genética que infieren la alteracion del material genético de las cepas de la invencion o que
infieren una recombinacién del material genético de las cepas de la invencion con otras moléculas. Tipicamente,
para obtener tales cepas mutantes, una persona experta en la técnica puede usar técnicas de mutagénesis estandar
tales como radiacion UV o exposicién a productos quimicos mutagénicos.

[0032] Tal como se utiliza aqui, el término "mutaciones” incluye mutaciones naturales o inducidas que comprenden
al menos alteraciones de una sola base que incluyen deleciones, inserciones, transversiones, y otras modificaciones
conocidas por los expertos en la técnica, incluyendo modificacion genética introducida en un nucleétido padre o
secuencia de aminoacidos mientras que se mantiene al menos el 50% de homologia con la secuencia original.
Preferiblemente, la secuencia que comprende la mutacidon o mutaciones tiene al menos 60%, mas preferiblemente al
menos 75%, mas preferiblemente todavia 85% de homologia con la secuencia parental. Como se usa en el presente
documento, la secuencia "homologia" puede determinarse usando técnicas estandar conocidas por los expertos en
la técnica. Por ejemplo, la homologia se puede determinar usando el programa "BLAST" del algoritmo de homologia
en linea, disponible publicamente en http)://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

[0033] Tal como se utiliza aqui, el término "cepa bacteriana de acido lactico" también abarca homologos de las
cepas bacterianas de acido lactico. Como se usa en este documento, el término "homdlogo" se refiere a una cepa
bacteriana de acido lactico que tiene una secuencia de nucleétidos que tiene un grado de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la secuencia de nucledtidos de la cepa bacteriana de acido lactico parental (en lo
sucesivo denominada "secuencia homologa (s))"). Aqui, el término "homologo" significa una entidad que tiene una
cierta homologia con la secuencia de nucleétidos diana. Aqui, el término "homologia" se puede equiparar con
"identidad".

[0034] En el presente contexto, se considera que una secuencia homologa incluye una secuencia de nucleotidos
que puede ser al menos 50, 60, 70, 75, 80, 85 o0 90% idéntica, preferiblemente al menos 95%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de nucleétidos de la cepa bacteriana de acido lactico original (la secuencia de sujeto).

[0035] Las comparaciones de homologia se pueden realizar a simple vista, o0 mas habitualmente, con la ayuda de
programas de comparacion de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles
comercialmente pueden calcular el % de homologia entre dos o mas secuencias. El % de homologia puede
calcularse sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra secuencia y cada aminoacido
en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente en la otra secuencia, un residuo a la
vez. Esto se llama una alineacién "desacoplada”. Tipicamente, tales alineaciones no acumuladas se realizan solo en
un numero relativamente corto de residuos.

[0036] Aunque este es un método muy simple y consistente, falla al tomar en consideracién que, por ejemplo, en un
par por lo demas idéntico de secuencias, una insercion o delecion provocara que los siguientes restos de
aminoacidos se coloquen fuera de la alineacion, lo que potencialmente da como resultado una gran reduccion en el
% de homologia cuando se realiza una alineacion global. El calculo del maximo % de homologia, por lo tanto, en
primer lugar requiere la produccion de una alineaciéon éptima, teniendo en cuenta las penalizaciones de hueco. Un
programa informatico adecuado para llevar a cabo dicha alineacion es el Vector NTI (Invitrogen Corp.). Los ejemplos
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de software que pueden realizar comparaciones de secuencias incluyen, pero no se limitan al paquete BLAST
(véase Ausubel et al. 1999 Short Protocols in Molecular Biology, 42 Ed - Capitulo 18), BLAST 2 (véase FEMS
Microbiol Lett 1999 174 (2) : 247 - 50; FEMS Microbiol Lett 1999 177 (1): 187 - 8), FASTA (Altschul y col., 1990, J.
Mol. Biol. 403 - 410) y AlignX, por ejemplo. Al menos BLAST, BLAST 2 y FASTA estan disponibles para la busqueda
fuera de linea y en linea (véase Ausubel et al. 1999, paginas 7-58 a 7-60).

[0038] Preferiblemente, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos se determina sobre por
lo menos 20 nucledtidos contiguos, preferentemente sobre al menos 30 nucledtidos contiguos, preferentemente
sobre al menos 40 nucledtidos contiguos, preferentemente sobre al menos 50 nucledtidos contiguos, preferiblemente
por encima de al menos 60 nucledtidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 100 nucleétidos contiguos.
Preferiblemente, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos se puede determinar a lo largo
de toda la secuencia.

[0039] La identificacion tradicional de bacterias sobre la base de caracteristicas fenotipicas generalmente no es tan
precisa como la identificacion basada en métodos genotipicos. La comparacion de la secuencia de gen 16S ARNr
bacteriano ha surgido como una técnica genética preferida y permite identificar nuevas cepas mediante la
comparacion de secuencias con secuencias de ADN bacterianas conocidas mediante BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). La secuencia del gen 16S ARNr es universal en bacterias, por lo que las
relaciones se pueden medir a través de muchas bacterias diferentes. En general, la comparacion de la secuencia de
16S ARNr permite la diferenciacion entre organismos a nivel de género en todos los principales phyla de bacterias,
ademas de clasificar las cepas en multiples niveles, incluido el nivel de especies y subespecies. La secuencia del
gen 16S ARNr se ha determinado para una gran cantidad de cepas. GenBank, el mayor banco de datos de
secuencias de nucleoétidos, tiene mas de 20 millones de secuencias depositadas, de las cuales mas de 90,000 son
de genes 16S ARNr. Esto significa que hay muchas secuencias previamente depositadas contra las cuales se
compara la secuencia de una cepa desconocida.

[0040] La cepa bacteriana de acido lactico tiene una secuencia de gen 16S ARNr seleccionada de SEQ ID NOS 1-
87. Otra realizacion de la invencion se refiere a una cepa bacteriana de acido lactico que comprende una secuencia
de gen 16S ARNr seleccionada de SEQ ID NOS 1-87 Usos/métodos preferidos se aplican a este aspecto mutatis
mutandis.

[0041] EI término "homdlogo" es como se define anteriormente en esta memoria. Como se usa en este documento,
el término "variante" incluye cualquier variacion en la que: (a) uno o mas nucleétidos estan sustituidos por otro
nucledtido o eliminados, (b) el orden de dos o mas nucledtidos esta invertido, (c) tanto (a) como (b) estan presentes
juntos. Preferiblemente, las variantes surgen de uno de (a), (b) o (c). Mas preferiblemente, uno o dos nucleétidos
estan sustituidos o delecionados. Incluso mas preferiblemente, un nucledtido se sustituye por otro.

[0042] En una realizacion preferida de la invencion, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por la
capacidad de mostrar actividad antimicrobiana frente a E. coli. La actividad antimicrobiana observada es muy
probablemente en virtud de sustancias antimicrobianas producidas por las cepas bacterianas de acido lactico de la
invencién, aunque la naturaleza de estas sustancias antimicrobianas no ha sido determinada.

[0043] En el contexto de la presente invencion, la capacidad de mostrar actividad antimicrobiana frente a E. coli
puede ser determinada midiendo la inhibicién del crecimiento de E. coli en un ensayo de difusién de pocillo in vitro.
Detalles adicionales del ensayo de difusion del pocillo se exponen en los ejemplos adjuntos. El ensayo se lleva a
cabo usando Escherichia coli K88 en agar MacConkey No 3, incubando las placas durante 16 horas a 37°C. Mas
especificamente, se agrega Escherichia coli K88 al agar (1 ml de una diluciéon 1: 1000 de un cultivo nocturno de
Escherichia coli K88 en 200 ml de agar para dar el equivalente a 106 CFU/ml). El agar se vierte en placas de Petri y
se deja fraguar. Las placas se marcan en cuadrantes y se recortan aproximadamente 5 mm en cada cuadrante. Se
agrega una alicuota (60 pl) de medios acondicionados o caldo MRS a los pocillos. Las placas se cubren e incuban
durante 16 horas a 37°C. Son fotografiados usando una camara digital. Las imagenes se transfieren a Photoshop, y
el diametro del pocillo y la zona de inhibicién se determinaron utilizando la herramienta de medicion.

[0044] En el contexto de matar E. coli en el ensayo de difusion muy por encima, preferiblemente la cepa bacteriana
de acido lactico de la invencién exhibe <20000 unidades de inhibicién, mas preferiblemente 20000-40000 unidades,
incluso mas preferiblemente 40000-60000 unidades, mas preferiblemente 60000-80000 unidades, mas
preferiblemente 80000-100000 unidades de inhibicién, incluso mas preferiblemente aun> 100000 unidades de
inhibicion.

[0045] En una realizacion preferida de la invencion, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por la
capacidad de mostrar actividad antimicrobiana frente a S. enteritidis. De nuevo, la actividad antimicrobiana
observada es muy probablemente en virtud de sustancias antimicrobianas producidas por las cepas bacterianas de
acido lactico de la invencion, aunque no se ha determinado la naturaleza de estas sustancias antimicrobianas.

[0046] En el contexto de la presente invencion, la capacidad de mostrar actividad antimicrobiana frente a S.
enteritidis puede determinarse midiendo la capacidad de inhibir el crecimiento de S. enteritidis en un ensayo de
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difusién de pocillo in vitro. Detalles adicionales del ensayo de difusion del pocillo se exponen en los ejemplos
adjuntos. El ensayo se lleva a cabo utilizando Salmonela enteritidis S1400 en agar XLD, incubando las placas
durante 16 horas a 37°C. El agar XLD se prepara segun las instrucciones del fabricante y se enfria a 45°C. Se
agrega Salmonela enteritidis S1400 al agar XLD (1 ml de una dilucion 1: 1000 de un cultivo nocturno de Salmonela
enteritidis S1400 en 200 ml de agar para dar el equivalente a 106 UFC/ml). El agar XLD se vierte en placas de Petri
y se deja fraguar. Las placas se marcan en cuadrantes y se recortan aproximadamente 5 mm en cada cuadrante. Se
agrega una alicuota (60 ml) de medio acondicionado o caldo MRS a los pocillos. Las placas se cubren e incuban
durante 16 horas a 37°C y los datos se analizan como se describié anteriormente para el ensayo de E. coli.

[0047] En el contexto de matar Salmonela enteritidis en el ensayo de difusion en pocillo anteriormente,
preferiblemente la cepa bacteriana de acido lactico de la invencion exhibe <20000 unidades de inhibicién, mas
preferiblemente 20000-40000 unidades, incluso mas preferiblemente 40000-60000 unidades, mas preferiblemente
60000-80000 unidades, mas preferiblemente 80000-100000 unidades de inhibicién, incluso mas preferiblemente
todavia >100000 unidades de inhibicion.

[0048] En una realizacion alternativa, la capacidad de exhibir una actividad antimicrobiana contra S. enteritidis se
puede determinar mediante la medicion de la capacidad de inhibir S. enteritidis in vivo en ratones C3H/HeN o
C57BI/6. Detalles adicionales de ensayos apropiados in vivo se exponen en los ejemplos adjuntos.

[0049] Especificamente, C3H/HeN y ratones C57BL/6 se tratan con una cepa bacteriana de acido lactico de acuerdo
con la invencioén antes y después de la estimulacion con Salmonela enteritidis. Los ratones se sacrifican y se disecan
6 (C57BI/6) o 10 (C3H/HeN) dias después de la infeccion y se detecta salmonela viable en tejidos sistémicos (p.g;j.,
nodulo linfatico mesentérico, higado y bazo) en el intestino (por ejemplo, ciego, colon) y en las heces en
comparacion con los controles apropiados. La actividad in vivo de la cepa bacteriana de acido lactico de la invencién
también se puede medir determinando el nivel de mieloperoxidasa [MPO], un marcador para neutrofilos, en el
intestino de ratones C3H/HeN tratados con Salmonela o Salmonela mas LAB. La MPO en el intestino aumenta
mucho debido a la infeccién por salmonela, debido al reclutamiento de neutréfilos en el intestino, parte de la
respuesta del huésped a la infeccion. El tratamiento conjunto con una cepa bacteriana de acido lactico de acuerdo
con la invencion reduce la actividad de MPO en el intestino de ratones infectados con salmonela, lo que indica que
las respuestas inflamatorias intestinales a la infeccion disminuyen en estos animales, en relacion con los
experimentos de control.

[0050] En una realizacion preferida de la invencion, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por la
capacidad para suprimir la inflamacioén en las células IPEC inducidas por 12-O-tetradecaboilforbol-13-acetato (PMA).
En el contexto de la presente invencion, esto se refiere a la capacidad de la cepa bacteriana de acido lactico para
bloquear la expresion génica de interleuquina-8 (ILO-8) desencadenada por PMA. Mas especificamente, se puede
determinar midiendo la supresion de la inflamacion en células IPEC-J2 inducidas por PMA, cuando se incuba
durante 2 horas a 37°C, 5% de CO2, 95% de humedad. Después del ARN vy la transcripcion inversa, la PCR en
tiempo real se lleva a cabo en un sistema de PCR rapida en tiempo real 7500 que funciona con el software 7500
Fast System v 1.4.0 Sequence Detection Software version 1.4 (Applied Biosystem), utilizando cebadores para ILO-8
porcina y TNF-a (preparado por Sigma Aldrich). La mezcla de reaccion es: 10 yl de mezcla maestra Power
Sybergreen, 2,5 ul de cebador directo, 2,5 uyl de cebador inverso y 5 yl de ADNc, la PCR en tiempo real se ejecuta
segun el protocolo estandar 7500 (95°C, 10 min, 1 ciclo, 95°C, 15 segundos, 40 ciclos, 60°C, 1 min, 40 ciclos, 95°C,
15 segundos, 1 ciclo, 60°C, 1 min, 1 ciclo, 95°C, 15 segundos, 1 ciclo. 60°C, 15 segundos, 1 ciclo). La expresion de
los genes de ILO-8 y TNF-a se analiza y compara con el gen "de mantencion" B-actina. Para comparacion, los
valores se dan como la relacién de ILO-8 y TNF-a por B-actina o cambio de pliegue. Detalles adicionales de este
ensayo se exponen en los ejemplos adjuntos.

[0051] En una realizacion preferida de la invencion, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por la
capacidad de bloquear la unién o la invasién de las células del IPEC por S. enteritidis. Esto se puede medir mediante
el ensayo expuesto en los ejemplos adjuntos. Especificamente, se cultivan monocapas de células IPEC-J2 hasta 3
dias después de la confluencia en placas de 24 pocillos y se sincronizan mediante la adicién de medio DTS 24 horas
antes de su uso. Los cultivos nocturnos de LAB LABORATORIO (10 ml) se centrifugan y la bacteria se resuspende
en solucion salina tamponada con fosfato [PBS]. Se agrega una alicuota (50 pl) de LAB a los pocillos. Las placas se
incuban durante 2 horas a 37°C, 5% de CO,, 95% de humedad. Un cultivo de una noche de Salmonella enterica
serovar Enteritidis S1400 [S. enteritidis S1400] se subcultiva (0,5 ml en 10 ml) en medio Luria Bertani (LB) y se
incuba aerobicamente durante 2-3 horas a 37°C hasta que alcanza una densidad optica (560 nm) de 0,8 (una
concentracion equivalente a 1 x 108 CFU/ml). El cultivo se centrifuga y la bacteria se resuspende en PBS. Se agrega
una alicuota (50 ml) a los pocillos de las células IPEC-J2. Las placas se incuban durante otras 2 horas a 37°C, 5%
de CO2, 95% de humedad. Las monocapas de células IPEC-J2 se lavan con HBSS. Se agrega una solucion (0,5 ml)
de PBS que contiene Triton-X100 (10 ml/litro) a cada pocillo, la monocapa se raspa y se dispersa. La salmonela
viable se estima en placas de agar XLD (incubadas durante 24 horas a 37°C) por el método Miles y Misra. Las
bacterias del acido lactico se determinan por el mismo procedimiento (incubadas anaerdbicamente durante 48 horas
a 37°C).

[0052] Preferiblemente, en el contexto de la adhesién/invasion de células IPEC por S. enteritidis, la cepa bacteriana
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de acido lactico de la invencion exhibe 0-20% de inhibicion de adherencia/invasion, mas preferiblemente 20-40%,
incluso mas preferiblemente 40-60%, mas preferiblemente aun, 60-80%, incluso mas preferiblemente aun, 80 -100%
de inhibicion de la adherencia/invasion medida por el ensayo anterior.

[0053] En una realizacion preferida de la invencion, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por la
capacidad de bloquear la unién o la invasién de las células del IPEC por E. coli. Esto se puede medir mediante un
ensayo similar al descrito anteriormente para S. Enteritidis, y como se establece en los ejemplos adjuntos.

[0054] Preferiblemente, en el contexto de la adhesidn/invasion de células IPEC por E. coli K88, la cepa bacteriana
de acido lactico de la invencion exhibe 0-20% de inhibicion de adherencia/invasion, mas preferiblemente 20-40%,
incluso mas preferiblemente 40-60%, mas preferiblemente todavia, 60-80%, incluso mas preferiblemente aun, 80-
100% de inhibicién de la adherencial/invasion medida por el ensayo anterior.

[0055] En una realizacion preferida de la invencion, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por la
ausencia de resistencia a los antibidticos a uno o mas antibidticos seleccionados entre los siguientes: ampicilina;
cefotaxima; cloranfenicol; eritromicina; gentamicina; tetraciclina; vancomicina; acido nalidixico metronizado; y
kanamicina. En el contexto de la presente invencion, la resistencia a antibiéticos puede determinarse midiendo el
efecto de varios discos que contienen antibidticos en un cultivo de placa de agar MRS de la cepa bacteriana de
acido lactico, cuando se coloca en un recipiente anaerobico y se incuba durante 24 horas a 37°C. Detalles
adicionales del ensayo se exponen en los ejemplos adjuntos. Mas especificamente, se extiende cerdo LAB [0,5 ml
de una dilucién 1: 100 de un cultivo de una noche] sobre la superficie de una placa de agar MRS y se seca. Las
placas se marcan en 4 cuadrantes y en cada cuadrante se coloca un disco que contiene antibiéticos [ampicilina, 10
pg. Cefotaxima, 30 pg. Cloranfenicol, 10 pg. Eritromicina, 15 pg. Gentamicina, 10 pg. Kanamicina, 30 pg.
Metronizado, 50 pg. Acido nalidixico, 30 ug. Tetraciclina, 30 ug. Vancomicina, 30 ug]. Las placas se cubren, se
colocan en un recipiente anaerdbico y se incuban durante 24 horas a 37°C. Las placas son fotografiadas usando una
camara digital. Las imagenes se transfieren a Photoshop, y el diametro de la zona de inhibicion se determina
utilizando la herramienta de medida. Para cada antibiético, se toma el area de exclusion para la cepa de prueba y se
divide con el area maxima de exclusiéon obtenida para ese antibiético.

[0056] Preferiblemente, el LAB de la invencion se caracteriza por la ausencia de resistencia a los antibiéticos
ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, tetraciclina, vancomicina, metronizadol, acido
nalidixico y kanamicina. Mas preferiblemente, el LAB de la invencion se caracteriza por la ausencia de resistencia a
los antibiéticos ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, tetraciclina y vancomicina.

[0057] En una realizacion preferida de la invencion, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por la
capacidad de exhibir estabilidad al calor cuando se somete a tres ciclos de calentamiento, comprendiendo cada ciclo
el calentamiento a una temperatura de 70°C durante un periodo de 15 minutos. Mas detalles de los estudios de
estabilidad térmica se exponen en los ejemplos adjuntos. Mas especificamente, en el contexto de la presente
invencion, la estabilidad térmica se mide centrifugando un cultivo de una noche (10 ml) de LAB de cerdo aislado y
resuspendiendo el sedimento en caldo MRS reciente (10 ml). Una alicuota (1 ml) se calienta a 70°C durante 15
minutos y luego se coloca en placa (0,5 ml) en agar MRS y se incuba en un recipiente anaerdbico durante 48 horas
a 37°C. Se detecta un pequefio numero de colonias, se recogen, se siembran en tubos Hungate que contienen caldo
MRS y se incuban durante 48 horas a 37°C. Este cultivo se centrifuga, se resuspende en caldo MRS, se calienta de
nuevo a 70°C durante 15 min, se coloca en placas sobre agar MRS, se incuba en un recipiente anaerébico durante
48 horas a 37°C, se recoge y se siembra en tubos Hungate que contienen MRS caldo e incubado durante 48 horas a
37°C. Este cultivo se centrifuga, se resuspende en caldo MRS, se vuelve a calentar a 70°C durante 15 minutos, se
coloca en placas (0,5 ml) en agar MRS, se incuba en un recipiente anaerdbico durante 48 horas a 37°C, se elimina,
se sembra en tubos Hungate que contienen caldo MRS y se incuban durante 48 horas a 37°C.

[0058] En una realizacion preferida, la cepa bacteriana de acido lactico tiene dos cualquiera de los rasgos
caracteristicos seleccionados del grupo que consiste en (i), (i), (iii), (iv), (v), (vi) y (vii) expuesto mas arriba.

[0059] En una realizaciéon preferida, la cepa bacteriana de acido lactico tiene tres cualesquiera de los rasgos
caracteristicos seleccionados del grupo que consiste en (i), (ii), (iii), (iv), (v), (vi) y (vii) expuesto mas arriba.

[0060] En una realizacion preferida, la cepa bacteriana de acido lactico tiene cualquier cuatro de los rasgos
caracteristicos seleccionados del grupo que consiste en (i), (i), (iii), (iv), (v), (vi) y (vii) expuesto mas arriba.

[0061] En una realizacion preferida, la cepa bacteriana de acido lactico tiene cualquier cinco de los rasgos
caracteristicos seleccionados del grupo que consiste en (i), (i), (iii), (iv), (v), (vi) y (vii) expuesto mas arriba.

[0062] En una realizacién preferida, la cepa bacteriana de acido lactico tiene cualquier seis de los rasgos
caracteristicos seleccionados del grupo que consiste en (i), (i), (iii), (iv), (v), (vi) y (vii) expuesto mas arriba.

[0063] En una realizacion preferida, la cepa bacteriana de acido lactico tiene los siete de los rasgos caracterizadores
(i), (i), (iii), (iv), (v), (vi) y (vii) antes expuestos.
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[0064] En una realizacién particularmente preferida, (A), la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por las
caracteristicas (i) y (ii) anterior.

[0065] En una realizacién particularmente preferida, (B), la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por las
caracteristicas (iv) y (v) anteriores.

[0066] En una realizacion particularmente preferida, (C), la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por las
caracteristicas (iv) y (v) anteriores.

[0067] En una realizacidon particularmente preferida, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza por las
caracteristicas indicadas (D) a (G) del siguiente modo:

(D)) y (iv); o
(E)i)y (v);0

(F)(ii) y (iv); o
(G)(ii) y (v);

[0068] Mas preferiblemente, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza ademas por la caracteristica (vi)
ademas de las caracteristicas mencionadas en cualquiera de las realizaciones (A) a (G) anteriormente.

[0069] Aun mas preferiblemente, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza ademas por la caracteristica (iii),
ademas de aquellas caracteristicas mencionadas en cualquiera de las realizaciones (A) a (G) anteriores. Aun mas
preferiblemente, la cepa bacteriana de acido lactico se caracteriza adicionalmente por la caracteristica (vii) ademas
de las caracteristicas enumeradas en cualquiera de las realizaciones (A) a (G) anteriores.

5 Depésitos biolégicos

[0070] Una realizacion de la invencion se refiere a una cepa bacteriana de acido lactico aislado de las heces de los
cerdos criados ecologicamente y seleccionados del grupo que consiste en cepas depositadas el 27 de junio de 2011
bajo los términos del Tratado de Budapest en la National Collections of Industrial, Food and Marine Bacteria
(NCIMB) en NCIMB Ltd, Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, UK, AB21 9YA, bajo los
siguientes numeros de acceso:

NCIMB 41846: Lactobacillus reuteri GGDK31;

NCIMB 41847: Lactobacillus plantarum/pentosus/paraplantarum GGDK161;

NCIMB 41848: Lactobacillus johnsonii/taiwanensis/acidophilus/gasseri GGDK255;
NCIMB 41849: Lactobacillus plantarum/pentosus/helveticus/paraplantarum GGDK258;
NCIMB 41850: Lactobacillus johnsonii GGDK266.

[0071] Los depositos superiores NCIMB 41846, NCIMB 41847, NCIMB 41848, NCIMB 41849 y NCIMB 41850,
fueron hechos por el Dr. George Grant del Instituto Rowett de Nutricion y Salud de la Universidad de Aberdeen,
Greenburn Road, Aberdeen, AB21 9SB en nombre del solicitante, GT Biologies Limited.

[0072] Estudios posteriores por el solicitante revelan que la cepa depositada como NCIMB 41847 fue una mezcla de
Lactobacillus paraplantarum y Lactobacillus reuteri. Estudios posteriores por el solicitante revelan que la cepa
depositada como NCIMB 41850 fue una mezcla de Lactobacillus johnsonii y Lactobacillus reuteri. Estudios
posteriores por el solicitante revelaron que la cepa depositada como NCIMB 41848 fue Lactobacillus reuteri. Cepas
aisladas para los componentes respectivos de las cepas NCIMB 41847 y NCIMB 41850 se depositaron
posteriormente (véase abajo).

[0073] Otra realizacion de la invencion se refiere a una cepa bacteriana de acido lactico aislado de las heces de los
cerdos criados ecoldgicamente y seleccionado del grupo que consiste en cepas depositadas el 12 de julio de 2012
bajo los términos del Tratado de Budapest en la National Collections of Industrial, Food and Marine Bacteria
(NCIMB) en NCIMB Ltd., Ferguson Building, Craibstone Estate, Bucksburn, Aberdeen, Reino Unido, AB21 9YA, bajo
los siguientes nimeros de acceso:

NCIMB 42008 Lactobacillus johnsonii,
NCIMB 42009 Lactobacillus reuterr;
NCIMB 42010 Lactobacillus plantarum;
NCIMB 42011 Lactobacillus reuterr;
NCIMB 42012 Lactobacillus reuteri

[0074] Los depdsitos anteriores NCIMB 42008, NCIMB 42009, NCIMB 42010 y NCIMB 42011 y NCIMB 42012,
fueron hechos por el profesor Denise Kelly de GT Biologics Limited, c/o Instituto de Ciencias Médicas, Universidad
de Aberdeen, Foresterhill, Aberdeen, Aberdeensshire, AB25 2ZD, Reino Unido, en nombre de la solicitante, GT
Biologies Limited.

[0075] También se describe en la presente invencion cepas mutantes, que se pueden obtener a partir de dichas
cepas, Yy las cepas que muestran una homologia del ADN-ADN de al menos 70% y/o una identidad de 16S ARN de
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al menos 99,5% con una cepa seleccionada de los depositados bajo los nUmeros de acceso anteriores.

[0076] Tal como se utiliza aqui, el término "identidad 16S ARNr" se refiere al porcentaje de identidad con una cepa
bacteriana conocida. Una cepa bacteriana de acido lactico puede tener una identidad de 16S ARNr de al menos
85% o al menos 90%, o al menos 95, 96, 97, 98 0 99% con una cepa seleccionada de los depositados bajo los
numeros de acceso anteriores.

Una cepa bacteriana de acido lactico puede tener una identidad de 16S ARNr de al menos 99,5% con una cepa
seleccionada de los depositados bajo los nimeros de acceso anteriores.

[0077] En el contexto de la presente descripcion, el término "homologia de ADN-ADN" se refiere a lo estrechamente
relacionadas que estan dos o mas hebras separadas de ADN la una a la otra, en base a su secuencia de
nucledtidos. Tipicamente, esto se mide en términos de su identidad de %. Una cepa bacteriana de acido lactico
puede tener una homologia de ADN-ADN de al menos 70% con una cepa seleccionada de los depositados bajo los
numeros de acceso anteriores, mas preferiblemente, al menos el 80%, o al menos 85%, aun mas preferiblemente, al
menos 90, 95, 97, 98 o0 99% de homologia con una cepa seleccionada de los depositados bajo los nimeros de
acceso anteriores.

[0078] Una cepa bacteriana de acido lactico puede tener una homologia de ADN-ADN de al menos 70% y una
identidad de 16S ARNr de al menos 99,5% con una cepa seleccionada de los depositados bajo los niumeros de
acceso anteriores.

Composiciones

[0079] Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion que comprende una o mas cepas bacterianas del
acido lactico tal como se describe anteriormente y un excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente. Los
excipientes adecuados, diluyentes, portadores se describen a continuacion.

[0080] La composicion puede ser cualquier composicion, pero es preferiblemente una composicion para ser
administrada por via oral, por via enteral o por via rectal. Por ejemplo, la composiciéon puede ser una composicion
comestible. "Comestible" significa un material que esta aprobado para el consumo humano o animal.

[0081] Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion probiética que comprende una cepa bacteriana de
acido lactico como se describe anteriormente.

[0082] Otro aspecto de la invencién se refiere a combinaciones de dos mas cepas bacterianas del acido lactico tal
como se describe en el presente documento. En una realizacién particularmente preferida, tales combinaciones
exhiben una funcionalidad sinérgica, por ejemplo, la combinaciéon es sinérgica, es decir, el efecto resultante es
mayor que los efectos aditivos simples atribuibles a los componentes bacterianos de acido lactico individuales en la
combinacion.

[0083] Una realizacion preferida de la invencion se refiere a una combinacion de dos, tres, cuatro o cinco diferentes
bacterias del acido lactico, mas preferiblemente, dos, tres o cuatro diferentes bacterias del acido lactico, mas
preferiblemente, dos o tres bacterias del acido lactico diferentes. Cuando la invencion se refiere a una combinacién
de mas de una cepa bacteriana de acido lactico, los componentes individuales de la combinaciéon pueden estar
presentes en cualquier proporcion.

[0084] Mas preferentemente todavia, la invencion se refiere a una combinacion de dos bacterias del acido lactico
diferentes. Preferiblemente, las dos bacterias del acido lactico diferentes estan presentes en una relacién de 1 /99,9
a 99,9/1 en peso, por ejemplo, 1/99 a 99/1 o 10/90 a 90/10, o 20/80 a 80/20, o 30/70 a 70/30 y similares.

[0085] En una realizacion altamente preferida, la combinacion es una mezcla de Lactobacillus johnsonii y
Lactobacillus reuteri. Incluso mas preferiblemente, la combinacion es NCIMB 41850: Lactobacillus johnsonii y
Lactobacillus reuteri GGDK266 como se describe anteriormente. Sorprendentemente, esta combinacion particular de
bacterias de acido lactico da lugar inesperadamente a respuestas in vivo beneficiosas en cerdos destetados
tempranamente (véase ejemplos).

[0086] En otra forma de realizacion altamente preferida, la combinacion es una mezcla de Lactobacillus plantarum 'y
Lactobacillus reuteri. Incluso mas preferiblemente, la combinacion es NCIMB 41847: Lactobacillus
plantarum/pentosus/paraplantarum y Lactobacillus reuteri GGDK161 como se describe anteriormente.

[0087] Tal como se utiliza aqui, el término "probiodtico" significa preparaciones de células microbianas o
componentes de células microbianas con un efecto beneficioso sobre la salud o el bienestar del huésped. (Salminen
S, Ouwehand A. Benno Y. et al "Probiotics: How should they be defined" Trends Food Sci. Technol. 1999: 10 107-
10).

[0088] Preferiblemente, la composicion probidtica es una composicion administrable por via oral de bacterias
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probidticas metabdlicamente activas, es decir, vivas y/o o liofilizadas, o no viables, irradiadas o lisadas muertas por
calor. La composicion probiotica puede contener otros ingredientes. La composicion probidtica de la invencion se
puede administrar por via oral, es decir, en la forma de un comprimido, capsula o polvo. Alternativamente, la
composicién probiotica de la invencién se puede administrar por via oral como un producto alimenticio o nutricional,
tal como leche o producto lacteo fermentado basado en suero de leche, o como un producto farmacéutico.

[0089] Una dosis diaria adecuada de las bacterias probioticas es de aproximadamente 1 x 10% a aproximadamente 1
x 10" unidades formadoras de colonias (CFU), mas preferiblemente de aproximadamente 1 x 107 a
aproximadamente 1 x 10'© CFU, mas preferiblemente, aproximadamente 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10'° CFU.
En una realizacion preferida, la composicion contiene cepas bacterianas y/o sus componentes celulares, como
ingredientes activos, en una cantidad de aproximadamente 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10'> CFU/g, respecto al
peso de la composicion, preferiblemente de aproximadamente 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10'© CFU/g. La dosis
puede serde 19,349, 54,y 10 g, a modo de ejemplo.

[0090] Tipicamente, un probidtico se combina opcionalmente con al menos un compuesto prebiotico adecuado. Un
prebiotico es normalmente un carbohidrato no digerible tal como un oligo- o polisacarido, o un alcohol de aztcar que
no se degrada o se absorbe en el tracto digestivo superior. Prebiéticos conocidos incluyen productos comerciales
tales como la inulina y transgalacto-oligosacaridos.

[0091] Preferiblemente, la composicion de la presente invencion incluye un prebidtico en una cantidad de desde
aproximadamente 1 a aproximadamente 30% en peso, respecto al peso de la composicion total, preferiblemente de
5 a 20% en peso. Los carbohidratos preferidos se seleccionan de: fructo-oligosacaridos (o FOS), de cadena corta
fructo-oligosacaridos, inulina, isomalta-oligosacaridos, pectinas, xilo-oligosacaridos (o XOS), quitosano-
oligosacaridos (o COS), beta-glucanos, goma de cultivo modificado y almidones resistentes, polidextrosa, D-
tagatosa, fibras de acacia, de algarroba, la avena y fibras de citricos. Particularmente prebiéticos preferidos son los
de cadena corta fructo-oligosacaridos (por simplicidad se muestran en lo que sigue como FOS-c.c); dichos FOS-c.c
no son glucidos digeribles, obtenidos generalmente mediante la conversién del azdcar de remolacha y que incluyen
una molécula de sacarosa a la que se unen tres moléculas de glucosa.

Preparacion de bacterias del acido lactico

[0092] Un aspecto adicional de la invencién se refiere a un procedimiento para la produccién de un probiético,
comprendiendo dicho procedimiento el cultivo de una cepa bacteriana de acido lactico de acuerdo con la invencion.
La persona experta en la técnica estara familiarizada con las técnicas y condiciones estandar adecuadas para el
cultivo de una cepa bacteriana de acuerdo con la invencion.

[0093] Un método de preparacién de una o mas cepas bacterianas de acuerdo con la invencién comprende las
etapas de:

(i) la obtencion de las heces de un cerdo organicamente criado;

(i) la congelacion de las heces y de dispersion en un diluyente adecuado;

(iii) la aplicacion de las heces dispersas obtenidas en la etapa (ii) a un agar adecuado, opcionalmente en
presencia de hidratos de carbono de calostro de cerdo suplementarios, y la incubacion bajo condiciones
anaerdbicas;

(v) la seleccion de distintas colonias de bacterias formadas durante la etapa (iv) y la siembra en un caldo
adecuado, opcionalmente en presencia de hidratos de carbono de calostro de cerdo suplementarios;

(vi) incubar las colonias sin semillas obtenidas en la etapa (v).

[0094] Agares adecuados incluyen, por ejemplo, placas de agar de MRS o LAMVAB. Sin embargo, otros agares
adecuados también se pueden utilizar, y serian familiares para la persona experta.

[0095] Caldos adecuados incluyen, por ejemplo, caldo MRS. Sin embargo, otros caldos adecuados también se
pueden utilizar, y serian familiares para la persona experta.

[0096] La etapa (iii) puede implicar la incubacion del agar durante al menos 72 horas a una temperatura de
alrededor de 37°C.

[0097] La etapa (vi) puede implicar la incubacion de las colonias sembradas durante al menos 48 horas a una
temperatura de alrededor de 37°C.

[0098] La descripcion se refiere a un procedimiento para la obtenciéon de una cepa bacteriana de acido lactico
porcino, comprendiendo dicho proceso la obtencion de las heces de un cerdo organicamente criado y la extraccion
de una o mas cepas bacterianas del acido lactico de la especie porcina de dicho heces.

[0099] EI procedimiento comprende las etapas de:
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(i) la obtencion de las heces de un cerdo organicamente criado;

(i) la congelacion de las heces y de dispersion en un diluyente adecuado;

(iii) la aplicacion de las heces dispersas obtenidas en la etapa (ii) a un agar adecuado, opcionalmente en
presencia de hidratos de carbono de calostro de cerdo suplementarios, y la incubacion bajo condiciones
anaerdbicas;

(v) la seleccion de distintas colonias de bacterias formadas durante la etapa (iv) y la siembra en un caldo
adecuado, opcionalmente en presencia de hidratos de carbono de calostro de cerdo suplementarios;

(vi) la incubacion de las colonias sin semillas obtenidas en la etapa (v).

[0100] La descripcion se refiere a una cepa bacteriana de acido lactico porcino obtenida por, o que puede obtenerse
por el proceso descrito anteriormente.

Aplicaciones terapéuticas

[0101] Otro aspecto de la invencion se refiere a una o mas cepas bacterianas del acido lactico tal como se define
anteriormente para su uso en medicina.

[0102] Otro aspecto de la invencion se refiere a una o mas cepas bacterianas del acido lactico tal como se define
anteriormente para su uso en el tratamiento de un trastorno intestinal.

[0103] Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de una o mas cepas bacterianas de acido lactico o una
composicion como se define anteriormente en la preparacion de un medicamento para tratar un trastorno intestinal.

[0104] EI término "medicamento”, como se usa en este documento abarca medicamentos para uso tanto humano
como animal en medicina humana y veterinaria. Ademas, el término "medicamento”, como se usa en este
documento significa cualquier sustancia que proporciona un efecto terapéutico y/o beneficioso. El término
"medicamento", como se usa en el presente documento no se limita necesariamente a las sustancias que necesitan
la aprobacién de comercializacion, pero puede incluir sustancias que pueden ser utilizadas en cosmeéticos,
nutracéuticos, alimentos (incluyendo alimentos y bebidas, por ejemplo), cultivos probioticos y remedios naturales.
Ademas, el término "medicamento”, como se usa en este documento abarca un producto disefiado para su
incorporacion en la alimentacion animal, por ejemplo de alimentacion de ganado y/o alimentos para mascotas.

[0105] Otro aspecto de la descripcion se refiere a un método de tratamiento de un trastorno intestinal en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar al sujeto una cantidad farmacéuticamente eficaz de una o mas cepas
bacterianas de acido lactico o una composicién farmacéutica o una composicién probidtica como se describe
encima.

[0106] Preferiblemente, el trastorno intestinal se selecciona de entre el sindrome del intestino irritable (IBS),
enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), dispepsia funcional, estrefiimiento funcional, diarrea funcional
(incluyendo la diarrea asociada a antibiéticos, diarrea del viajero y diarrea pediatrica), dolor abdominal funcional,
hinchazén funcional, sindrome de dolor epigastrico, sindrome de dificultad postprandial, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerosa, enfermedad de reflujo gastrointestinal (ERGE), alergias, enfermedades atépicas, por ejemplo,
dermatitis atopica, enterocolitis necrotizante, otras infecciones, y combinaciones de los mismos.

[0107] En una realizacion preferida, el trastorno intestinal es IBS. La fisiopatologia precisa de IBS que queda por
esclarecer. Estudios recientes han descrito inflamaciéon de la mucosa y alteraciones en la microbiota intestinal en
pacientes con Sll y una correlacion de la enfermedad con infecciones intestinales.

[0108] En una realizacion altamente preferida, el trastorno es la salmonelosis. La salmonelosis es una enfermedad
causada por varias cepas de salmonela que se caracteriza por fiebre y trastornos intestinales.

[0109] Otro aspecto de la invencién se refiere a una o mas cepas bacterianas de acido lactico como se define
anteriormente para mejorar la microbiota intestinal.

[0110] Otro aspecto de la descripcidon se refiere a un método para mejorar la microbiota intestinal en un sujeto,
comprendiendo dicho método administrar al sujeto una composicion que comprende una o mas cepas bacterianas
de acido lactico o una composicion farmacéutica o una composicion probioética de acuerdo con la invencién.

[0111] Las cepas bacterianas de acido lactico de acuerdo con la invencion también se pueden usar en aplicaciones
profilacticas. En aplicaciones profilacticas, las composiciones de acuerdo con la invenciéon se administran a un
paciente susceptible a, o de otro modo en riesgo de una enfermedad particular en una cantidad que es suficiente
para al menos parcialmente reducir el riesgo de desarrollar una enfermedad. Tal cantidad se define para ser "una
dosis efectiva profilactica". Las cantidades precisas dependen de un nimero de factores especificos del paciente,
tales como estado de salud y el peso del paciente.

[0112] Las cepas bacterianas de acido lactico y composiciones probiéticas segun la invencion también se pueden
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usar en la alimentacién animal (por ejemplo en la nutricion de cerdo), en particular en el periodo de destete
temprano y creciente periodo de engorde. Se espera que los probidticos mejoren la funciéon inmune para reducir y
prevenir enfermedades infecciosas, beneficiosamente alterar la composicion de la microbiota, y mejorar el
crecimiento y el rendimiento de los animales, por ejemplo, mediante una mayor eficiencia de conversion del pienso.
El término "animal" incluye todos los animales incluyendo seres humanos. Ejemplos de animales son no rumiantes y
rumiantes. Animales rumiantes incluyen, por ejemplo, ovejas, cabras, y ganado, por ejemplo, vaca como el ganado
vacuno y vacas lecheras. En una realizacion particular, el animal es un animal no rumiante. Los animales no
rumiantes incluyen los animales de compaiiia, por ejemplo, caballos, gatos y perros; por ejemplo cerdos o puercos
monogastricos (incluyendo pero no limitado a cerdos lechones y cerdos de crecimiento); aves de corral tales como
pavos, patos y pollos (incluyendo pero no limitado a pollos de engorde, capas); peces (incluyendo pero no limitado a
salmon, trucha, tilapia, siluro y carpas); y crustaceos (incluyendo pero no limitado a los camarones y gambas).

Piensos/productos

[0113] Un aspecto adicional de la invencion se refiere a productos alimenticios, piensos, suplementos dietéticos,
aditivos alimentarios, probiéticos y los medicamentos que contienen una o mas cepas bacterianas de acuerdo con la
invencion.

[0114] En una realizacién preferida, la composicion comprende adicionalmente al menos otro tipo de otra bacteria de
calidad alimentaria, en el que la bacteria de grado alimentario se selecciona preferiblemente del grupo que consiste
de bacterias de acido lactico, bifidobacterias, bacterias propidnicas o mezclas de los mismos.

[0115] Un aspecto de la invencion se refiere a un producto alimenticio que comprende una o mas cepas bacterianas
del acido lactico de acuerdo con la invencion. El término "producto alimenticio" se destina a cubrir todos los
productos consumibles que pueden ser sdlidos, gelatinosos o liquidos. Productos alimenticios adecuados pueden
incluir, por ejemplo, productos funcionales de alimentos, composiciones de alimentos, alimentos para mascotas,
alimento para ganado, alimentos saludables, alimentos para animales y similares. En una realizacién preferida, el
producto alimenticio es un alimento saludable.

[0116] Tal como se utiliza aqui, el término "producto alimenticio funcional" significa comida que es capaz de
proporcionar no sélo un efecto nutricional, sino también es capaz de suministrar un efecto beneficioso adicional al
consumidor. Por consiguiente, los alimentos funcionales son alimentos ordinarios que tienen componentes o
ingredientes (tales como los descritos en el presente documento) incorporados a los que imparten a la comida un
beneficio funcional especifico - médico o fisiolégico, por ejemplo - con excepcion de un efecto puramente nutritivo.

[0117] Ejemplos de productos especificos de alimentos que son aplicables a la presente invencion incluyen
productos a base de leche, listos para comer postres, polvos para reconstitucion con, por ejemplo, leche o agua,
bebidas de leche de chocolate, bebidas de malta, platos listos para comer, platos instantaneos o bebidas para seres
humanos o composiciones alimenticias que representan una dieta completa o parcial destinada a animales
domésticos o ganado.

[0118] En una realizacion preferida, la composicion de acuerdo con la presente invencion es un producto alimenticio
destinado a seres humanos, animales domésticos o ganado. La composicion puede estar destinada a animales
seleccionados del grupo que consiste en perros, gatos, cerdos, ganado, caballos, cabras, ovejas o aves de corral.
En una realizacién preferida, la composicién es un producto alimenticio destinado a especies de adultos, en
particular los humanos adultos.

[0119] En la presente invencion, "producto a base de leche" significa cualquier producto a base de leche o suero de
leche liquida o semi-sdlida que tiene un contenido de grasa variable. El producto a base de leche puede ser, leche
por ejemplo, leche de vaca, leche de cabra, leche de oveja, desnatada, leche entera, leche recombinada a partir de
leche en polvo y suero de leche sin ningun procesamiento, o un producto procesado, tales como yogur, leche
cuajada, requeson, leche agria, leche entera agria, suero de mantequilla y otros productos de leche agria. Otro grupo
importante incluye bebidas de leche, tales como bebidas de suero de leche, leches fermentadas, leches
condensadas, infantiles o leches para bebés; leches aromatizadas, helado; alimentos como los dulces que contienen
leche.

[0120] Un aspecto de la invencion se refiere a un alimento que comprende una o mas cepas bacterianas de acuerdo
con la invencion.

[0121] Piensos pueden ser un aditivo alimentario, una premezcla de pienso o un alimento para animales. Los
ejemplos particulares de alimentos de acuerdo con la invencion incluyen los siguientes: aditivo para la alimentacion
animal, que comprende (a) las bacterias del acido lactico de la especie porcina de acuerdo con la presente invencion
(b) la vitamina soluble al menos una grasa (c) vitamina soluble en al menos uno de agua (d) a menos una traza
mineral y/o al menos un mineral macro; una composicion de pienso animal que comprende bacterias porcinas del
acido lactico segun la presente invencion y un contenido de proteina cruda de 50-88g/kg de alimento. Las llamadas
premezclas son ejemplos de aditivos de alimentos para animales de la invencion. Una premezcla designa una
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mezcla preferiblemente uniforme de uno o mas micro-ingredientes con diluyente y/o vehiculo. Premezclas se utilizan
para facilitar la dispersion uniforme de micro-ingredientes en una mezcla mas grande.

[0122] Otros agentes, ingredientes opcionales, alimentacion de aditivos son colorantes, por ejemplo carotenoides
tales como beta-caroteno, astaxantina, y luteina; compuestos de aroma; estabilizantes; péptidos antimicrobianos;
acidos grasos poliinsaturados; oxigeno reactivo generador de especie; y/o al menos una enzima seleccionada de
entre fitasa (EC 3.1.3.8 o 3.1.3.26); xilanasa (EC 3.2.1.8); galactanasa (EC 3.2.1.89); alfa-galactosidasa (EC
3.2.1.22); proteasa (EC 3.4.), fosfolipasa A1 (EC 3.1.1.32); fosfolipasa A2 (EC 3.1.1.4); lisofosfolipasa (EC 3.1.1.5);
fosfolipasa C (EC 3.1.4.3); fosfolipasa D (EC 3.1.4.4); amilasa tal como, por ejemplo, alfa-amilasa (EC 3.2.1.1); y/o
beta-glucanasa (EC 3.2.1.4 o EC 3.2.1.6).

[0123] Los ejemplos de acidos grasos poliinsaturados son acidos grasos poliinsaturados C18, C20 y C22, tales
como acido araquiddnico, acido docosahexaenoico, acido eicosapentaenoico y acido gamma-linoleico.

[0124] Ejemplos de especies que generan oxigeno reactivo son productos quimicos tales como perborato,
persulfato, o percarbonato; y enzimas tales como una oxidasa, una oxigenasa o una sintetasa.

[0125] Por lo general, la grasa y las vitaminas solubles en agua, asi como oligoelementos forman parte de una
denominada premezcla destinada a la adicién al alimento, mientras que los macrominerales normalmente se afiaden
por separado a la alimentacién. Cualquiera de estos tipos de composicién, cuando se enriquece con bacterias
porcinas del acido lactico segun la presente invencion, es un aditivo para la alimentacion animal.

[0126] Las siguientes son listas no exclusivas de ejemplos de estos componentes: Ejemplos de vitaminas
liposolubles son vitamina A, vitamina D3, vitamina E, y vitamina K, por ejemplo, vitamina K3. Ejemplos de vitaminas
solubles en agua son la vitamina B12, biotina y colina, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, niacina, acido félico y
pantotenato, por ejemplo Ca-D-pantotenato. Ejemplos de minerales traza son manganeso, zinc, hierro, cobre, yodo,
selenio, y cobalto. Ejemplos de macrominerales son el calcio, fésforo y sodio.

[0127] Los requisitos nutricionales de estos componentes (ejemplificados con aves de corral y lechones/cerdos) se
enumeran en la Tabla A de WO 01/58275. El requerimiento nutricional significa que estos componentes deben estar
provistos en la dieta en las concentraciones indicadas. En la alternativa, el aditivo para piensos para animales de la
invencion comprende al menos uno de los componentes individuales especificados en la tabla A de WO 01/58275.
Al menos un medio cualquiera de, uno o mas de, uno, o dos, o tres, o cuatro etcétera hasta los trece, o hasta los
quince componentes individuales. Mas especificamente, este al menos un componente individual esta incluido en el
aditivo de la invencién en una cantidad tal como para proporcionar una concentracién en el alimento dentro de la
gama indicada en la columna cuatro, o columna cinco, o columna seis de la tabla A de WO 01/58275.

[0128] Composiciones de alimentacion animal o dietas tipicamente tienen un contenido relativamente alto de
proteina. Avicolas y porcinas dietas pueden ser caracterizadas como se indica en la Tabla B de WO 01/58275,
columnas 2-3. Dietas de peces pueden ser caracterizadas como se indica en la columna 4 de esta Tabla B.

[0129] Ademas, tales dietas de peces normalmente tienen un contenido de grasa cruda de 200-310 g/kg. WO
01/58275 corresponde a US 09/779334.

[0130] Una composicion de pienso segun la invencion tiene tipicamente un contenido de proteina cruda de 50-800
g/kg, y comprende ademas bacterias porcinas del acido lactico segun la presente invencién del mismo como se
describe en este documento.

[0131] Ademas, o en la alternativa (al contenido de proteina bruta indicado anteriormente), la composicion de
alimento para animales de la invencion puede tener un contenido de energia metabolizable de 10-30 MJ/kg; y/o un
contenido de calcio de 0,1-200 g/kg; y/o un contenido de fésforo disponible de 0,1-200 g/kg; y/o un contenido de
metionina de 0,1-100 g/kg; y/o un contenido de metionina mas cisteina de 0,1-150 g/kg; y/o un contenido de lisina de
0,5-50 g/kg.

[0132] En ciertas realizaciones preferidas, el contenido de energia metabolizable, proteina cruda, calcio, fosforo,
metionina, metionina mas cisteina, y/o lisina esta dentro de cualquiera de las gamas 2, 3, 4 0 5 en la Tabla B de WO
01/58275 (R. 2-5). La proteina cruda se calcula como nitrodgeno (N) multiplicado por un factor 6,25, es decir proteina
bruta (g/kg) = N (g/kg) x 6,25. El contenido de nitrdgeno se determina por el método Kjeldahl (AOAC, 1984, Métodos
Oficiales de Analisis 142 ed., Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales, Washington DC). Energia metabolizable
puede calcularse sobre la base de los requisitos de publicacion de NRC en el ganado porcino, novena edicion
revisada 1988, subcomisién sobre la nutricién porcina, comité sobre nutricion animal, tablero de la agricultura,
Consejo Nacional de Investigacion. National Academy Press, Washington, DC, pp. 2-6, y la mesa europea de
valores de energia para aves de corral, piensos, centro Spelderholt para la investigacién de aves de corral y
extension, 7361 DA Beekbergen, Paises Bajos. Grafisch Bedrijf Ponsen y Looijen bv, Wageningen. ISBN 90-71463-
12-5.
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[0133] El contenido dietético de calcio, fosforo y aminoacidos disponibles en dietas para animales completas se
calcula sobre la base de tablas de alimentacion tales como Veevoedertabel 1997, gegevens over chemische
samenstelling, verteerbaarheid en voederwaarde van voedermiddelen, Central Veevoederbureau, Runderweg 6,
8219 pk Lelystad. ISBN 90-72839-13-7.

[0134] En una realizacion preferida, la composicion de pienso para animales de la invencién contiene al menos una
proteina vegetal o fuente de proteina. También puede contener proteina animal, como carne y hueso, y/o harina de
pescado, tipicamente en una cantidad de 0-25%. El término proteinas vegetales como se utiliza aqui se refiere a
cualquier compuesto, composicion, preparacion o mezcla que incluye al menos una proteina derivada de o
procedente de un vegetal, incluyendo proteinas modificadas y derivadas de proteina. En ciertas realizaciones
particularmente preferidas, el contenido de proteina de las proteinas vegetales es al menos 10, 20, 30, 40, 50, o
60% (p/p).

[0135] Las proteinas vegetales pueden derivarse de fuentes de proteinas vegetales, tales como leguminosas y
cereales, por ejemplo materiales de plantas de las familias Fabaceae (Leguminosae), Cruciferaceae,
Chenopodiaceae, y Poaceae, tales como harina de soja, harina de lupino y harina de colza. En una realizacion
particular, la fuente de proteina vegetal es material de una o mas plantas de la familia Fabaceae, por ejemplo semilla
de soja, altramuz, guisante, o frijol. Otros ejemplos de fuentes de proteina vegetal son semilla de colza, semilla de
girasol, semilla de algodén, y repollo. Otros ejemplos de fuentes de proteina vegetal son los cereales como la
cebada, el trigo, el centeno, la avena, el maiz (maiz), arroz, triticale y sorgo.

[0136] Las dietas para animales pueden por ejemplo ser fabricadas como alimentacion en puré (no granulada) o
pienso granulado. Tipicamente, los productos alimenticios molidos se mezclan y se agregan cantidades suficientes
de vitaminas esenciales y minerales segun las especificaciones para las especies en cuestion. Una bacteria del
acido lactico de la especie porcina de acuerdo con la presente invencién de los mismos se pueden afadir como
formulaciones sdélidas o liquidas.

Las composiciones de la presente invencion pueden ser - o se puede afiadir a - suplementos alimenticios, también
denominados aqui como suplementos dietéticos o aditivos alimentarios. Por lo tanto, otro aspecto de la invencién se
refiere a un suplemento o aditivo alimentario dietético que comprende una o mas cepas bacterianas de acuerdo con
la invencion.

[0137] Otra realizacion de la invencion se refiere al uso de un pienso como se describe anteriormente para mejorar
el rendimiento del crecimiento animal, medido por el aumento de peso diario y/o la relacion de conversion de
alimento.

[0138] En una realizacién preferida, la invencion se refiere a métodos para el uso de un pienso que comprende una
0 mas bacterias del acido lactico de la especie porcina de acuerdo con la presente invencion en la alimentacion
animal para mejorar la ganancia diaria de peso, la mejora de la tasa de conversion alimenticia (FCR) y/o para la
modulacion de la microflora intestinal.

[0139] En realizaciones preferidas alternativas, el pienso que comprende una o mas bacterias del acido lactico de la
especie porcina de acuerdo con la presente invencion mejora la digestibilidad del alimento de animales, y/o
mantiene la salud de los animales, ayudando en la digestion apropiada y/o el apoyo a la funciéon del sistema
inmunoldgico.

[0140] El FCR se puede determinar sobre la base de una prueba de crecimiento de los lechones que comprende un
primer tratamiento en el que el pienso que comprende bacterias porcinas de acido lactico segun se afade la
presente invencion a la alimentaciéon animal en una concentracion adecuada por kg de pienso, y un segundo
tratamiento (control) sin adicion de bacterias porcinas del acido lactico segun la presente invencion a la alimentacion
animal. En el presente contexto, el término Relacién de Conversion de Pienso, o FCR, se utiliza como sinénimo del
pienso de conversion de la alimentacion. El FCR se calcula como el consumo de pienso en g/animal en relacion con
el aumento de peso en g/animal. Como se sabe en general, una mejor FCR es menor que la FCR control. En
realizaciones particulares, la FCR se mejora (es decir, reducida) en comparaciéon con el control por parte de al
menos 1,0%, preferiblemente al menos 1,5%, 1,6%, 1,7%, 1,8%, 1,9%, 2,0%, 2,1%, 2,2%, 2,3%, 2,4%, o al menos
2,5%.

[0141] EI término "intestino" como se utiliza aqui designa el tracto gastrointestinal o digestivo (también denominado
el canal alimentario) y se refiere al sistema de 6rganos dentro de los animales multicelulares que absorbe alimentos,
los digiere para extraer energia y nutrientes, y expulsa los residuos restantes.

[0142] EI término "microflora” intestinal tal como se utiliza aqui se refiere a los cultivos microbianos naturales que
residen en el intestino y mantenimiento de la salud por ayudar en la digestion apropiada y/o el apoyo a la funcién del
sistema inmunoldgico.

[0143] El término "modular" tal como se utiliza aqui en relacién con la microflora intestinal generalmente significa
cambiar, manipular, alterar o ajustar la funcion o el estado de la misma en un animal sano y que funcione
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normalmente, es decir, un uso no terapéutico.
Diluyentes, excipientes y portadores

[0144] Como se mencion6 anteriormente, la invencidon también se refiere a composiciones, mas preferiblemente
composiciones farmacéuticas, que comprende una cepa bacteriana de acido lactico de acuerdo con la invencién.
Las cepas bacterianas de acido lactico de la presente invencion se administran generalmente en mezcla con un
portador, excipiente o diluyente, en particular para la terapia humana. Las composiciones farmacéuticas pueden ser
para uso humano o animal en medicina humana y veterinaria.

[0145] Los ejemplos de tales excipientes adecuados para las diversas formas diferentes de composiciones
farmacéuticas descritas aqui se pueden encontrar en el "Handbook of Pharmaceutical Excipients, 22 edicion, (1994),
editado por A Wade y PJ Weller.

[0146] Los vehiculos aceptables o diluyentes para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica farmacéutica, y
se describen, por ejemplo, en Remington Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (AR Gennaro edit. 1985).

[0147] Los ejemplos de vehiculos adecuados incluyen lactosa, almidén, glucosa, metilcelulosa, estearato de
magnesio, manitol, sorbitol y similares. Ejemplos de diluyentes adecuados incluyen etanol, glicerol y agua.

[0148] La eleccion del vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico puede seleccionarse con respecto a la via de
administracion prevista y la practica farmacéutica estandar. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender
como, o ademas de, el portador, excipiente o diluyente cualquier aglutinante, lubricante, agente de suspension,
agente de recubrimiento, agente solubilizante.

[0149] Los ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen almidén, gelatina, azicares naturales tales como glucosa,
lactosa anhidra, lactosa de flujo de libre, beta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas, tales
como acacia, tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa y polietilenglicol.

[0150] Los ejemplos de lubricantes adecuados incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio,
benzoato sadico, acetato sodico, cloruro sédico y similares.

[0151] Los conservantes, estabilizantes, colorantes e incluso agentes aromatizantes pueden proporcionarse en la
composicion farmacéutica. Los ejemplos de conservantes incluyen benzoato sédico, acido soérbico y ésteres de
acido p-hidroxibenzoico. Los antioxidantes y agentes de suspension también pueden usarse.

Administracion

[0152] Las composiciones de la presente invencion pueden adaptarse para administracion oral, rectal, vaginal,
parenteral, intramuscular, intraperitoneal, intraarterial, intratecal, intrabronquial, subcutanea, intradérmica,
intravenosa, nasal, o rutas de administracion sublingual. Preferiblemente, las composiciones de la presente
invencion estan adaptadas para administracion oral, rectal, vaginal, parenteral, nasal, bucal o sublingual de
administracion.

[0153] Para la administracion oral, se hace uso particular de tabletas comprimidas, pildoras, tabletas, pildoras, gotas
y capsulas.

[0154] Otras formas de administraciéon comprenden soluciones o emulsiones que se pueden inyectar por via
intravenosa, intraarterial, intratecal, subcutanea, intradérmica, intraperitoneal o intramuscular, y que se preparan a
partir de soluciones estériles o esterilizables. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién también
pueden estar en forma de supositorios, pesarios, suspensiones, emulsiones, lociones, pomadas, cremas, geles,
pulverizaciones, soluciones o polvos de espolvoreo.

[0155] Un medio alternativo de administracion transdérmica es mediante el uso de un parche cutaneo. Por ejemplo,
el ingrediente activo se puede incorporar en una crema que consiste en una emulsién acuosa de polietilenglicoles o
parafina liquida. La cepa bacteriana de acido lactico también se puede incorporar en un ungiiento que consiste en
una cera blanca o base de parafina blanda blanca junto con los estabilizantes y conservantes que puedan ser
necesarios.

[0156] Las composiciones pueden formularse en forma de dosificacion unitaria, es decir, en forma de porciones
discretas que contienen una dosis unitaria, o una unidad multiple o subunidad de una dosis unitaria.

Dosificacion

[0157] Una persona de experiencia ordinaria en la técnica puede determinar facilmente una dosis apropiada de una
de las composiciones instantaneas para administracion a un sujeto sin experimentacion excesiva. Tipicamente, un
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médico determinara la dosis real que sera la mas adecuada para un paciente individual y dependera de una
variedad de factores incluyendo la actividad de la cepa bacteriana especifica empleada, la estabilidad metabdlica y
la duracion de accion de esa cepa, la edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta, modo y tiempo de
administracion, velocidad de excrecion, combinacion de farmacos, la gravedad de la afeccion particular y la terapia
individual. Las dosis descritas en este documento son ejemplares del caso medio. No puede, por supuesto, haber
casos individuales donde se requieran intervalos de dosificacion superiores o inferiores.

[0158] La dosis diaria efectiva habitual en los seres humanos o en animales es de aproximadamente 1 x 10° a
aproximadamente 1x 10'', mas preferiblemente, de aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 1x 10", incluso
mas preferiblemente, de aproximadamente 1 x 10® a aproximadamente 1 x 10'°© CFU.

Combinaciones

[0159] En una realizacion preferida, las composiciones de la invencién se administran en cualquier combinacion, por
ejemplo, dos 0 mas de las bacterias del acido lactico se pueden administrar en cualquier combinacion o proporcion.

[0160] En ofra realizacion particularmente preferida, las composiciones de la invencidon se administran en
combinacién con uno o mas de otros agentes activos. En tales casos, las composiciones de la invencién pueden
administrarse consecutivamente, simultdneamente o secuencialmente con uno o mas de otros agentes activos.

Aislamiento y caracterizacion de cepas bacterianas

[0161] Las cepas de laboratorio aislado (total de 436 picos de colonias individuales) a partir de heces de los cerdos
criados organicamente fueron predominantemente L. reuteri, L. johnsonii, L. gasseri, L. pentosus, cepas con un
pequefio numero de L. plantarum, L. acidophilus, L. vaginalis, un solo L. mucosae y varias cepas no cultivadas.

[0162] La mayor parte del LAB produce sustancias que podrian inhibir el crecimiento de S. enteritidis y/o E. coli K88
in vitro. La potencia de estos efectos anti-patdgenos varié mucho entre las cepas bacterianas individuales.

[0163] Se seleccionaron ciertas cepas sobre la base de la potencia antimicrobiana tal como se determina in vitro.
Estas bacterias se seleccionaron adicionalmente para determinar su capacidad para bloquear la adhesién/invasion
de las células epiteliales de cerdo intestinal (IPEC) por patégenos in vitro y su susceptibilidad a los antibidticos.

[0164] Ciertas cepas se sometieron a ensayo para la gama de sustrato y especificidad y su capacidad para suprimir
la inflamacién en las células IPEC in vitro. De estos, se identificaron catorce de laboratorio (5 L. johnsonii, 6 L. reuteri
y 3 de L. plantarum) con propiedades favorables. Dos de estas cepas [GGDK266 y GGDK31] se prepararon en el
bulto para evaluacién in vivo en lechones destetados de nueva emision. Otros candidatos potencialmente
importantes estaban presentes entre este conjunto de 14 LAB.

[0165] Las pequefias pérdidas en la viabilidad fueron evidentes en el secado y el almacenamiento de LAB se seca
en la leche desnatada en polvo de congelacién. Una combinacion de leche desnatada en polvo y azicares simples
fue ligeramente mas eficaz, pero dificil de mantener. Preparativos a granel de GGDK266 y GGDK31 se liofilizaron y
se almacenan en este medio.

[0166] Se obtuvieron cinco cultivos acondicionados de calor de LAB. Sin embargo, las propiedades bioldgicas in
vitro y el potencial probidtico de tres cepas se vieron afectados adversamente por el tratamiento térmico. Sin
embargo, dos de las bacterias retuvieron las propiedades biolégicas de las formas no tratadas por calor nativas.

[0167] EIl tratamiento oral de ratones con LAB cerdo (L. reuteri o L. mucosas) redujo en gran medida la
patogenicidad de S. enteritidis en formas agudas (raton C57BI/6) y cronicas (ratén C3H/HeN) de salmonelosis.

[0168] Los datos indican que LAB de cerdos criados organicamente tienen un potencial considerable como fuente de
probidticos novelos y potentes.

[0169] Los estudios realizados por el solicitante implicaron aislar un gran nimero de LAB de cerdos criados
organicamente y la deteccion de cepas de LAB probidticas potentes mediante la evaluacion de su potencia biolégica
y modo de accién, tanto in vitro como in vivo.

[0170] Mas especificamente, se llevaron a cabo experimentos para establecer cultivos de LAB derivados de heces
de cerdos organicamente criados. Las cepas de LAB fueron seleccionados para la actividad anti-microbiana contra
un numero de patdgenos en vitro. Se llevaron a cabo experimentos para determinar si las cepas de LAB podrian
bloquear la unién de patdgenos a las células epiteliales de cerdo in vitro. También se realizaron estudios para
evaluar la capacidad de LAB para bloquear las respuestas inflamatorias en las células epiteliales de cerdo in vitro.
Las cepas que muestran un buen perfil bioactivo in vitro se seleccionaron y se cultivaron en grandes cantidades para
un estudio a gran escala in vivo.
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[0171] Se describen mas detalles sobre las técnicas experimentales en la seccion de ejemplos que se acompafan.
En resumen, las cepas de LAB se aislaron y cultivaron a partir de heces de cerdos utilizando medios microbiolégicos
selectivos. Colonias bacterianas individuales se aislaron y se analizaron las secuencias de genes de ARNr 16S para
permitir la identificacién genotipica de cepas bacterianas. La caracteristica fenotipica de probioticos potenciales se
determiné adn mas tras la medicion de la adherencia, las actividades anti-bacterianas y anti-inflamatorias, la
susceptibilidad a los antibiéticos y, finalmente, calentar la estabilidad. La actividad anti-bacteriana de medios
acondicionados derivados de LAB se evalu6 usando ensayos bien de difusion para determinar la actividad de matar
contra los patdgenos entéricos Salmonela enteritidis y E. coli K88. También se evalud la capacidad de cepas LAB
para bloquear o interferir con adherencial/invasion S. enteritidis y E. coli K88 de cerdo epitelial (IPEC), como era su
capacidad para suprimir la inflamaciéon en las células IPEC inducidas por 12-O-Tetradecaboilforbol-13-acetato
[PMA]. Ademas, las propiedades metabolicas de cepas de laboratorio (APl CH 50 kit) y su susceptibilidad a los
antibioticos, se determind. Se establecio un sistema de clasificacion, basado en anotar las propiedades bioldgicas de
LAB y se utiliza para la seleccion de cepas de LAB candidatos para la evaluacion probidtica in vivo.

[0172] Se describen mas detalles sobre los resultados de los experimentos anteriores en los ejemplos adjuntos.

[0173] ElI LAB (436 selecciones de colonias individuales) aislado de heces de los cerdos criados organicamente eran
predominantemente L. johnsonii o relacionados con L. johnsoniiy L. reuteri o L. reuteri- relacionados con pequefios
numeros de L. relacionados con plantarum y cepas no cultivadas. Esto representd una gama mucho mas estrecha
de LAB porcina asociada a la reportada por otros (Martin et al, 2009; Yun et al, 2009; Lahteinen et al, 2010; Yao et
al, 2011). Sin embargo, en comparacién con cerdos criados convencionalmente/intensivamente, cerdos criados
organicamente en el exterior tenian altos niveles de LAB y funciéon inmune mas desarrollada intestinal (Mulder et al,
2009). Los datos actuales indican que cepas bacterianas L. johnsonii 'y L. reuteri son de particular importancia en el
desarrollo adecuado del intestino y el sistema inmune en los cerdos jovenes. Ademas, la inclusion de otras bacterias
de acido lactico derivadas de la tripa o heces de cerdos criados organicamente, en particular, Lactobacillus
delbrueckii y Lactobacillus amylovorous puede mejorar las propiedades homeostaticas inmunes de Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus johnsonii.

[0174] Todos las sustancias aisladas producidas de cerdo LAB que podrian matar o interferir con el crecimiento de
S. enteritidis en un ensayo de difusién de pocillo y la mayoria mataron o suprimieron el crecimiento de E. coli K88.
La potencia de las actividades anti-microbianas variaron enormemente entre las colonias individuales,
independientemente de si eran L. reuteri, L. johnsonii o L. plantarum. No hubo correlacién general entre la potencia
anti-salmonela y anti-E.coli K88 de cada uno de los LAB. LAB son conocidos para producir una gama de factores
activos, incluyendo acidos organicos, pequefios compuestos anti-microbianos y péptidos anti-bacterianos (Cintas et
al, 2001). La naturaleza de estas sustancias anti-microbianas producidas por LAB de cerdos criados organicamente
no se ha establecido.

[0175] Treinta y tres cepas de LAB de cerdo, seleccionadas sobre la base de la actividad anti-patdgena, se
ensayaron para la capacidad de bloquear la unién/invasion de células IPEC por S. enteritidis y E. coli K88. Todos
ellos fueron capaces de reducir drasticamente la fijacion/invasion de células IPEC por salmonela. La mayoria
también podria bloquear E. coli K88. Al igual que matar patdgenos, no hubo correlacion general entre las habilidades
del LAB para bloquear la Salmonela y E. coli K88. Sin desear estar ligado por la teoria, se cree que el LAB puede
limitar el acceso de patdgenos a la capa epitelial mediante la ocupacion de sitios de uniéon en la monocapa de
células o por produccion de factores que interfieren con la unién del patdgeno a las células epiteliales, tales como el
bloqueo de sitios de union de adhesinas de superficie (Ljungh y Wadstrom, 2006; Blandino et al, 2008; Williams,
2010).

LAB de cerdo también puede bloquear o suprimir expresion de genes inflamatorios (interleucina-8, ILO-8) activada
en células IPEC por PMA. Cultivos individuales variaron en gran medida en su capacidad de afectar a la inflamacion,
pero cinco cepas (RINH vial 29, 30, 31 86 y 266) tenian propiedades antiinflamatorias potentes. Se sabe que ciertas
cepas de LAB tienen inmuno-moduladores o propiedades anti-inflamatorias (Cotter et al, 2005; Blandino et al, 2008;
Ohashi y Ushida, 2009; Elmadfa et al, 2010; Liu et al, 2010). Los mecanismos implicados siguen sin estar claros,
pero es probable que implican la modulacién de los sistemas de sefalizacién molecular por factores bioactivos
producidos por el LAB.

[0176] La resistencia a antibidticos es un problema creciente y puede extenderse entre las bacterias por la
transferencia de genes (Korhonen et al, 2007; Gousia et al, 2011; Nicolau, 2011). Idealmente, los probidticos
candidatos deben tener poca o ninguna resistencia a los antibidticos para reducir al minimo el riesgo de
transferencia de genes de resistencia a la flora de acogida. LAB de cerdo (33 cepas) fueron seleccionados para la
resistencia a 10 antibidticos individuales. Una cepa (RINH vial 266) era susceptible a todos los antibioticos
ensayados. La mayoria eran susceptibles a la ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina,
tetraciclina y vancomicina. Sin embargo, la mayoria exhibieron resistencia a metronizadol, acido nalidixico y en un
grado menor a la kanamicina. Esta relativamente baja incidencia de resistencia a los antibidticos entre estos aislados
LAB puede estar vinculada con el medio ambiente en el que los lechones de origen se criaron [criados
organicamente fuera de la puerta] (Mulder et al, 2009).

[0177] L. johnsonii, L. reuteri y L. plantarum, como se esperaba, mostraron perfiles de reaccion de sustrato general
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de la cepa especifica, cuando se ensayaron usando un kit CH API 50. Sin embargo, la mayoria de las cepas de
genotipo mostraron diferencias finas en su reactividad de sustrato. Esto indicé que eran cepas individuales unicas
del genotipo.

[0178] Sobre la base de sus actividades bioldgicas in vitro, catorce LAB [relacionado con 4 L. plantarum, relacionado
con 3 L. johnsoniiy 1 L. reuteri] fueron identificados por tener potencial para las pruebas in vivo. Dos de estas cepas
de LAB [GGDK266 y GGDK31] se prepararon a granel. Curiosamente, 7 de los catorce LAB (viales RINH 85, 86,
131, 230, 255, 266) se habian aislado a partir de agares selectivos de LAB suplementados con fracciones de
carbohidratos del calostro porcino. El perfil de crecimiento y bioactividad de LAB es, en parte, dependiente del
sustrato de hidrato de carbono en el que se cultiva (Gopal et al, 2001; Tzortzis et al, 2004), los presentes datos
pueden indicar que algunos de los LAB estan adaptado por huesped y requieren ciertos hidratos de carbo asociados
por cerdo para el crecimiento o la bioactividad éptima.

Es ventajoso si el LAB puede soportar liofilizacion para permitir su manipulacion y procesamiento como probidticos.
Sin embargo, su viabilidad se puede reducir en gran medida durante la congelacion y el secado (Tomas et al, 2009;
Strasser et al, 2009; Reddy et al, 2009). Leche desnatada en polvo, solo o en combinacién con azucares simples, se
utiliza a menudo como un crio-protector para preservar la viabilidad de las bacterias (Tomas et al, 2009; Strasser et
al, 2009). En el presente estudio, pequefias pérdidas en la viabilidad fueron evidentes en el secado y el
almacenamiento de LAB de cerdo solo en polvo de leche desnatada. La sacarosa o lactosa en combinacién con
leche desnatada en polvo fue ligeramente mas protectora. Sin embargo, el producto era higroscépico y dificil de
almacenar o manejar. Por ello se decidié secar y almacenar LAB de cerdo en la leche desnatada en polvo.

[0179] Piensos suplementarios para animales se dan a menudo en forma de granulos, cuya produccién implica altas
temperaturas (De Angelis et al, 2006). LAB que se afiaden a los alimentos para animales, por lo tanto deben tener
un grado significativo de estabilidad térmica para minimizar la pérdida de viabilidad durante el procesamiento. En el
presente estudio, cinco LAB fueron objeto de calentamiento tres veces durante 15 minutos a 70°C. Todas las
bacterias que se recuperaron después del tercer tratamiento térmico eran viables y en la mayoria de los casos
crecieron a tasas similares a las formas nativas de las bacterias. Dos de las bacterias retuvieron las propiedades
biolégicas de las formas nativas no tratadas por calor. Sin embargo, una de las cepas tratadas con calor habian
perdido la capacidad de bloquear la unién del patégeno a las células epiteliales in vitro y otra habia reducido en gran
medida la actividad de bloqueo. Una cepa adicional era incapaz de bloquear la inflamacion inducida por PMA en
células epiteliales in vitro, aunque la forma nativa era un potente supresor de la inflamacién. El tratamiento térmico
puede pues afectar diferencialmente las propiedades biologicas de LAB individual. Esto necesita ser tenido en
cuenta cuando se considera la inclusidon de LAB en alimentos para animales granulados.

[0180] Los experimentos demostraron que la patogenicidad de S. enteritidis fue atenuada si los ratones fueron co-
tratados con LAB derivado de cerdos criados organicamente. El vial RINH 323 (L. Mucosae) reduce en gran medida
la capacidad de S. enteritidis para invadir, extender y proliferar en los tejidos sistémicos en salmonelosis aguda
(ratén C57BI/6) y cronica (ratdon C3H/Hen). Ademas, vial RINH 31 [GGDK31], vial RINH 32, vial RINH 46 o vial RINH
47 (todo el L. reuteri) redujo la colonizacion del intestino grueso, invasion y propagacion sistémica y proliferacion en
ratones C3H/HeN por S. enteritidis. En general, vial RINH 31 [GGDK31] y vial RINH 32 fueron los mas eficaces en
este modelo cronico de la salmonelosis. Estos LAB tiene potencial como nuevos probiéticos para promover la salud
intestinal o aumentar la resistencia a la infeccion in vivo.

[0181] La infeccidn por salmonela es un proceso multifactorial (Naughton y Grant, 2005). S. enteritidis coloniza todo
el tracto gastro-intestinal, mueve a través de la capa de moco y se adhiere a la mucosa. El intestino grueso actua
como un depdsito para el patdgeno, pero la invasion es principalmente a través de las células M, presentes en los
parches del ileon de Peyer. La mayoria de salmonela invadida disemind a los ganglios linfaticos mesentéricos y
luego hacia el higado y el bazo (Naughton y Grant, 2005). Sin pretender imponer ninguna teoria, se cree que LAB
podria estar bloqueando la salmonela en las diversas etapas de la infeccion (Cintas et al, 2001; Cotter et al, 2005;
Ohashi y Ushida, 2009). Al competir por los nutrientes, causando la muerte del agente patégeno o el bloqueo de
sitios de union, LAB podria limitar el nimero de la salmonela en el gran depdsito delgado. LAB también puede
impedir la adhesion a células de la mucosa del ileon, de una manera similar a la observada aqui con células IPEC-
J2 y con células Caco-2 (Neeser et al, 2000) y de este modo limitar la invasion. Alternativamente, LAB puede
modular directamente las respuestas del huésped a la infeccién, en particular, la supresiéon de la inflamacion. Al
limitar el dafio intestinal y preservar la integridad de barrera (Smith et al, 2008; Schreiber et al, 2009), se reduciria en
gran medida la capacidad de la salmonela de invadir y diseminar.

[0182] La presente invencion se describe adicionalmente a modo de ejemplo no limitativo, y con referencia a las
figuras siguientes no limitantes, en las que:

La Figura 1 muestra un ensayo de actividad antibacteriana de medio acondicionado a partir de bacterias de acido
lactico.

Las Figuras 2a y b muestran actividad inhibidora frente a S. enteritidis S1400 (expresado como area de la

inhibicién en un ensayo de difusion en pocillo) de medio condicionado de las LAB individuales cultivadas a partir
de heces de los cerdos criados organicamente.
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Las Figuras 3a y b muestran actividad inhibidora frente a E. coli K88 (expresado como area de la inhibiciéon en un
ensayo de difusion en pocillo) de medio condicionado de LAB individuales cultivados a partir de heces de los
cerdos criados organicamente.

Las Figuras 3c y d muestran la actividad inhibidora (expresada como zona de inhibicion en un ensayo de difusion
en pocillo) de medio condicionado de LAB individuales cultivados a partir de heces de los cerdos criados
organicamente.

Las Figuras 4a, b, ¢ muestran la inhibicion de la adhesion de (a) S. enteritidis S1400; y (b) E. coli K88 a las
células IPEC en cultivo por LAB cultivadas a partir de heces de los cerdos criados organicamente; (c)
comparacion entre la inhibicion de S. enteritidis S1400 y (b) E. coli K88.

La Figura 5 muestra un ensayo de la susceptibilidad a los antibidticos de bacterias de acido lactico utilizando
discos impregnados con una cantidad definida de un antibiético.

La Figura 6 muestra una evaluacion de perfil de sustrato de LAB utilizando un API CH 50 kit [49 sustratos, color
palido indic6 que la reaccion positiva, excepto 25, donde la reaccion positiva es de color negro, color oscuro no
indica reaccion].

La Figura 7 muestra la ACt (a), relacién (b) y cambio de veces (c) para expresion génica IL-8 en células IPEC
tratadas con PMA y LAB de cerdo.

La Figura 8 muestra la estabilidad de LAB de cerdo después de la liofilizacion en la leche desnatada en polvo
(SKP, (100 g/l), SKP + lactosa (ambos 100 g/l), SKP + sacarosa (ambos 100 g/I) o SKP (200 g/l).

La Figura 9 muestra la estabilidad de LAB aislado a tratamiento térmico (a), la relacion (b) y cambio de veces (c)
para expresion génica IL-8 en células IPEC tratadas con PMA y LAB de cerdo ingenuo o tratados con calor; (d) la
susceptibilidad a los antibiéticos de vial RINH 31 nativo y tratado con calor.

La Figura 10 muestra un protocolo para el estudio de ratones C3H/HeN para evaluar la eficacia de vial 323 (L.
mucosae) para contrarrestar infeccion por salmonela en vivo.

Las Figuras 11a-c muestran la distribucion de S. enteritidis S1400 en los tejidos a los 10 dias post-infeccion en
ratones C3H/HeN que habian o no habian sido co-tratados con 323 (L. mucosae, LM).

Las Figuras 12a-b muestran el peso del bazo (mg/100 g BW) y mieloperoxidasa intestinal (ileal) (ug) a los 10 dias
post-infeccion en ratones C3H/HeN que habian o no habian sido co-tratados con vial 323 (L. mucosae).

La Figura 13 muestra un protocolo para el estudio de ratén C57 BI/6 para evaluar la eficacia de vial 323 (L.
mucosae) para contrarrestar infeccion por salmonela aguda in vivo.

Las Figuras 14a-c muestran la distribucion de S. enteritidis S1400 en los tejidos a los 6 dias post-infeccion en
ratones C57BI/6 que habian o no habian sido co-tratados con vial RINH 323.

La Figura 15 muestra el peso del bazo (mg/100 g BW) a los 6 dias post-infeccion en ratones C57BI/6 que habian
0 no habian sido co-tratados con vial 323 (L. mucosae).

La Figura 16 muestra un protocolo para el estudio de ratones C3H/HeN para evaluar la eficacia de LAB
seleccionado de heces de cerdos criados organicamente para contrarrestar la infeccion por Salmonela in vivo.

Las Figuras 17a y b muestran excrecion de S. enteritidis en las heces a los 7-8 dias después de la infeccion por
los ratones C3H/HeN que habian o no habian sido co-tratados con LAB seleccionado.

Las Figuras 18a-b muestran la distribucion de S. enteritidis (Log10 CFU/g) en el ileon (a), ciego (b) y colon (c) a
los 10 dias después de la infeccion de los ratones C3H/HeN que habian o no habian sido co-tratados con LAB
seleccionado.

Las Figuras 19a-c muestran la distribucion de S. enteritidis (Log10 CFU/g) en los ganglios linfaticos mesentéricos
(a), el higado (b) y el bazo (c) a los 10 dias después de la infeccion de los ratones C3H/HeN que habian o no
habian sido co-tratados con LAB seleccionado.

La Figura 20 muestra el rendimiento de los cerdos alimentados con GGDK266 y GGDK31 frente a un control
(aumento de peso diario, DWG, en g/dia) para los dias 0-7, 7-14 y 0-14.

La Figura 21 muestra el analisis de la diversidad microbiana utilizando electroforesis desnaturalizante en
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gradiente de gel (DGGE; Ensayo 1). DGGE utilizando cebadores universales no reveld diferencias en la
diversidad microbiana general entre los tratamientos y el placebo. Bandas en el gel se visualizaron mediante
tincion con plata.

La Figura 22 muestra el analisis de la diversidad microbiana mediante DGGE. DGGE utilizando cebadores
especificos a bacterias de acido lactico (LAB) reveld diferencias significativas en la diversidad LAB entre el
tratamiento con GGDK266 y placebo en ambas muestras cecales y ileales. Bandas en el gel se visualizaron
mediante tincién con plata.

La Figura 23 muestra el analisis de la diversidad microbiana mediante DGGE. DGGE utilizando cebadores
especificos a bacterias de acido lactico (LAB) reveld diferencias significativas en la diversidad LAB entre el
tratamiento con GGDK266 y placebo en muestras ileales. Bandas en el gel se visualizaron mediante tincion con
plata.

La Figura 24 muestra el analisis de la diversidad microbiana mediante DGGE. DGGE utilizando cebadores
especificos a bacterias de acido lactico (LAB) reveld diferencias significativas en la diversidad LAB entre el
tratamiento con GGDK266 y placebo en muestras cecales. Bandas en el gel se visualizaron mediante tincion con
plata.

La Figura 25 muestra los procesos bioldgicos de ontologia de genes significativamente regulados hacia abajo por
la administracion oral de GGDK266.

La Figura 26 muestra los cambios en la respuesta y la respuesta inmune a los estimulos en animales tratados
con GGDK266 frente a los animales tratados con placebo (por ciento de genes frente a una gama de diferentes
anotaciones GO).

La Figura 27 muestra los procesos bioldgicos de genes de ontologia enriquecidos significativamente por la
administracion oral de GGDK266.

EJEMPLOS
Materiales y métodos

[0183] Materiales: Muestras de heces de cerdo recogidas durante el curso del estudio de cerdos criados en el
exterior e interior (Mulder et al, 2009) se utilizaron en estos estudios. La coleccién de cultivo se basa principalmente
en LAB recogidas a partir de muestras congeladas 411, 412 y 416, que eran de cerdos criados al aire libre con
niveles particularmente altos de LAB en sus heces. Premezcla de caldo MRS, agar y vancomicina, los paquetes de
gas anaerobio y el indicador y discos de antibidticos se adquirieron de Oxoid, catalizador anaerobio de Fisher
Scientific y cisteina-HCL, verde de bromocresol y leche desnatada en polvo de Sigma-Aldrich. Fracciones de
carbohidratos de calostro de cerdo se prepararon como parte del programa de SMART 163 de D. Kelly. Kits de
extraccion de ADN se adquirieron de MP Biomedicals y reactivos de PCR y kits de limpieza de Promega. Kits de API
CH 50 fueron adquiridos de Biomerieux UK Ltd.

[0184] Medios estandares: caldo MRS y agar MRS se prepararon de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Agar LAMVAB se preparé de acuerdo con el método de Jackson et al. (2002). Las placas de agar se prepararon
inmediatamente antes del uso. El caldo MRS se decanté (10 ml por tubo) en tubos de Hungate estériles en
condiciones anaerdbicas y se almacend a temperatura ambiente.

[0185] Medios de carbohidratos suplementados: Precipitado de sulfato de amonio SMART 163 de calostro de
cerdo: precipitado a 0, 20, 25, 30, 35, 45, 50, 55 0 65% de saturacién o soluble a 65% de saturacién se pesaron en
proporcion a las cantidades recuperadas a partir de 15 ml o 50 ml de calostro. Fracciones de carbohidratos fueron
dispersadas en 15 ml de MRS o agar LAMVAB, celebrada en 45°C, y luego las placas individuales se vertieron para
cada fraccion. También se dispersaron en caldo MRS (50 ml) y el caldo suplementado decantado a ocho (6 ml/tubo)
tubos de Hungate estériles en condiciones anaerdbicas.

[0186] Animales: Ratones hembra C3H/HeN y C57BI/6 (5-6 semanas de edad) fueron adquiridos de Harlan UK. Se
alojaron como grupos o pares en jaulas estandar dentro de aisladores flexifilm con filtros HEPA situados en una
instalacion de contencion de clase 2. Tenian acceso libre a un pienso para roedores de alta calidad y agua
desionizada estéril en todo momento y se les permitié aclimatarse durante 7 a 10 dias antes del comienzo de los
experimentos. El Instituto Rowett de Nutricion y Salud (RINH) esta sujeto a la Ley de Animales del Reino Unido
(Procedimientos Cientificos) de 1986. Estudios en el presente documento se llevaron a cabo bajo los auspicios de
una Licencia de Proyecto del Ministerio del Interior aprobada por personal con la necesaria Licencia Personal del
Ministerio del Interior (como se define y se establece en la Ley de Animales del Reino Unido (Procedimientos
Cientificos) de 1986), y fueron revisados y aprobados por el Comité de Revisién Etica RINH.

Métodos
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[0187] Cultivo de LAB: En estudios iniciales, una pequefia cantidad de heces congeladas (100 mg) se disperso6 en
1 ml de diluyente de recuperacién maxima (MRD). Se hicieron otras dos diluciones de diez veces secuenciales. Las
tres suspensiones se sembraron en estrias sobre MRS o placas de agar LAMVAB. En estudios posteriores, la
muestra de heces se dispers6 en 5 ml de MRD, diluido adicionalmente (1:40) en MRD y 0,5 ml de esta dilucion
distribuido por la superficie de MRS o placas de agar LAMVAB con o sin hidratos de carbono de calostro de cerdo
suplementarios. En todos los casos, las placas se incubaron en un recipiente anaerdbico durante 72 horas a 37°C.
Distintas colonias se recogieron (al menos 8 por placa) de las placas de agar y se sembraron en tubos de Hungate
que contienen caldo MRS o donde caldo MRS apropiado que contiene hidratos de carbono de cerdos de calostro.
Los tubos se incubaron durante 48 horas a 37°C.

[0188] Deposito congelado: Una alicuota (0,7 ml) de cada cultivo se extrajo con una jeringa y aguja estériles y se
dispensan en un tubo de plastico que se purgd con CO; y contenia 0,3 ml de glicerol y 2 mg de L-cisteina. El tubo se
cerré6 herméticamente con un tapén de plastico, con la etiqueta, el contenido se mezclaron, se congelaron y se
almacenaron a -80°C.

[0189] Medio acondicionado: El cultivo restante se transfiri6 a un tubo de centrifuga Corning de 15 ml, se
centrifugaron a 1000 g x 5 min a temperatura ambiente, el sobrenadante se decantd, se dividié en alicuotas y se
congeld. Los granulos se extrajeron inmediatamente para el analisis de genes 16S ARNr o se congelaron.

[0190] Analisis del gen 16S ARNr (Clarridge, 2004): EI ADN bacteriano se extrajo utilizando un kit de Spin
FastDNA® para suelo en conjuncion con un sistema de cordén de batidor Fastprep 120, de acuerdo con el protocolo
suministrado con el kit. PCR se llevo a cabo (mezcla de reaccion: tampén, 10 yl. ANTPs (2 mM), 5 ul. 27F cebador
(20 pmol/ pl), 2 pl. 1492R cebador (20 pmol/ pl) 2 yl polimerasa Go Taq Flexi, 0,5 ul. MgClI2, 5 ul. H20, 23,5 pl y 2 pl
de ADN extraido) usando MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler se ejecutan a través de 35 ciclos de 95°C
durante 3 minutos, 95°C durante 30 segundos, 57°C durante 30 segundos y 72°C durante dos minutos. Cebador:
27F (FO1) AGAGTTTGATCCTGGCTCAG; 1492R (RP2) ACGGCTACCTTGTTACGACTT. El producto de limpieza
PCR se realiza con un Gel Wizard®SV vy kit de limpieza PCR (Promega), que se utiliza de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Productos 16S de PCR se secuenciaron utilizando analizadores genéticos totalmente
automatizados basados en tecnologia de electroforesis capilar (Seccion Gendmica, RINH, UoA) usando los
cebadores inversos y delanteros 519R y 926F. Las cepas bacterianas fueron identificadas por comparacion de
secuencias con secuencias conocidas de ADN bacteriano utilizando BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

[0191] Actividad antibacteriana: Agar XLD se prepard segun las instrucciones del fabricante y se enfrié a 45°C.
Salmonella enteritidis S1400 se afadié a agar XLD [1 ml de una dilucién 1: 1000 de un cultivo nocturno de
Salmonela en 200 ml de agar XLD para dar el equivalente de 106 CFU/ml]. El agar se vierte en placas de petriy se
deja fraguar. Las placas fueron marcadas en 4 cuadrantes y un pocillo de aproximadamente 5 mm cortado en cada
cuadrante. Una parte alicuota (60 pl) de medios acondicionados o caldo MRS se afiadio a los pocillos. Las placas se
cubrieron y se incubaron durante 16 horas a 37°C. Fueron fotografiados con una camara digital. Las imagenes
transferidas a Photoshop, y el diametro del pocillo y zona de inhibicion se determinaron usando la herramienta de
medicion. Los valores se calcularon y se almacenaron en una hoja de calculo de Excel. El mismo procedimiento se
utilizé con Escherichia coli K88, excepto que se usé agar MacConkey No 3.

[0192] Susceptibilidad a los antibiéticos: LAB de cerdo [0,5 ml de una dilucién 1: 100 de un cultivo de una noche]
se extendié sobre la superficie de una placa de agar MRS [90mm] y se seco. Las placas fueron marcadas en 4
cuadrantes y en cada cuadrante se colocd un disco que contiene antibidtico [ampicilina, 10 pg. Cefotaxima, 30 pg.
Cloranfenicol, 10 pg. Eritromicina, 15 pg. Gentamicina, 10 pg. Kanamicina, 30 pg. Metronizadol, 50 pg. Acido
nalidixico, 30 pg. Tetraciclina, 30 pg. Vancomicina, 30 ug]. Las placas se cubrieron, se colocaron en un frasco
anaerobico y se incubaron durante 24 horas a 37°C. Fueron fotografiados con una camara digital. Las imagenes se
transfirieron a Photoshop, y se determind el diametro de la zona de inhibicion usando la herramienta de medida. Los
valores se calcularon y se almacenaron en una hoja de calculo de Excel.

[0193] Prevencion de la adhesion/invasion por salmonela in vitro: Monocapas de células IPEC-J2 se cultivaron
a 3 dias post-confluencia en placas de 24 pocillos y se sincronizaron por la adiciéon de medios DTS 24 horas antes
de uso. Se centrifugaron cultivos de una noche de LAB de cerdo (10 ml) [1000g x 5 min a temperatura ambiente] y
las bacterias se resuspendieron en 1 ml de solucion salina tamponada con fosfato [PBS]. Una parte alicuota (50 ul)
de LAB se anadio a los pocillos. Las placas se incubaron durante 2 horas a 37°C, 5% de CO3, 95% de humedad. Un
cultivo de una noche de Salmonella enterica serovar Enteritidis S1400 [S. enteritidis S1400] fue sub-cultivado (0,5 ml
en 10 ml) en un medio de Luria Bertani (LB) y se incubaron aerébicamente durante 23 horas a 37°C hasta que se
alcanzo una densidad 6ptica (560 nm) de 0,8. Esto dio una concentracion equivalente a 1x108 CFU/ml. El cultivo se
centrifugd [1000g x 5 min a temperatura ambiente], las bacterias se resuspendieron en 10 ml de PBS. Una parte
alicuota (50 pl) a los pocillos de células IPEC-J2. Pocillos tratados con PBS se utilizaron como controles. Las placas
se incubaron durante otras 2 horas a 37°C, 5% de CO, 95% de humedad. Las monocapas de células IPEC-J2 se
lavaron 5 veces con HBSS. Se afiadié una solucion (0,5 ml) de PBS que contenia Triton-X100 (10 ml/litro) a cada
pocillo, la monocapa se rasp6 y se dispersd. Salmonela viable se estim6 en placas de agar XLD [incubada durante
24 horas a 37°C] por el método de Miles y Misra [Robertson et al, 2003]. LAB se determinaron por el mismo
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procedimiento [incubados anaerébicamente durante 48 horas a 37°C].

[0194] Inhibicion de las respuestas inflamatorias: Monocapas de células IPEC-J2 se cultivaron a 3 dias post-
confluencia en placas de 24 pocillos y se sincronizaron por la adicion de medios DTS 24 horas antes de uso. Se
centrifugaron cultivos de una noche de LAB de cerdo (10 ml) [1000g x 5 min a temperatura ambiente] y las bacterias
se resuspendieron en 1 ml de PBS. Una parte alicuota (50 pl) se afiadié de LAB a cada pocillo [3 pocillos para cada
muestra] junto con 220 ng de 12-O-Tetradecaboilforbol-13-acetato [PMA] por pocillo. PMA o PBS solo sirvieron
como controles. Las placas se incubaron durante 2 horas a 37°C, 5% de CO,, 95% de humedad. Los medios de
cultivo se retiraron de los platos y las células se lavaron dos veces con PBS. Se afadié tampén RLT (0,5 ml) que
contiene mercaptoetanol a cada pocillo, las células se rasparon y se transfirieron a un tubo eppendorf [por cada
raspado de muestra se combinaron 3 pocillos]. La extraccion de ARN se realizé utilizando RNeasy® Mini kit de
acuerdo con los protocolos del fabricante y la transcripcion inversa con una alta capacidad de cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). PCR de tiempo real se realizé en un sistema de PCR de tiempo real 7500
Fast operativo con el sistema 7500 Fast v 1.4.0 version de software de deteccion de secuencia 1.4 (Applied
Biosystems). Los cebadores para IL-8 y TNF-a porcinos [IPEC-J2, SY100604186-096 IL-8-2 inversa, SY100604186-
090 TNF1 a inversa, SY100604186-095 IL-8 2 delante, SY100604186-089 TNFa1 delante, y SY100604186-093] se
prepararon por Sigma Aldrich. La mezcla de reaccion fue: 10 uyl Power Sybergreen Master mix, 2,5 yl de cebador
directo, 2,5 yl de cebador inverso y 5 yl de ADNc, el PCR de tiempo real fue se ejecutd a continuacion de acuerdo
con el protocolo estandar 7500 [95°C, 10 min, 1 ciclo. 95°C, 15 seg, 40 ciclos. 60°C, 1 min, 40 ciclos. 95°C, 15 seg, 1
ciclo. 60°C, 1 min, 1 ciclo. 95°C, 15 seg, 1 ciclo. 60°C, 15 seg, 1 ciclo]. La expresion de IL-8 y genes TNF-a se
analizaron y se compararon con el gen "de mantenimiento" B-actina. Para la comparacion, los valores se dan como
la relacion de IL-8 y TNF-a por -actina o factor de cambio.

[0195] Por ejemplo:

a. Calcular ACt (2H) para IL-8 [Ct IL-8 menos Ct -accion]
b. Calcular ACt (2H) para PMA [Ct PMA menos Ct 3-actina]
c. Dividir ACt (IL-8) con ACt (PMA)

d. Redondear valor al nUmero entero

[0196] Reactividad de sustrato: Se determind la reactividad de carbohidratos de LAB individual usando un kit API
CH 50 (Biomerieux UK Ltd). Los ensayos se realizaron segun las instrucciones y las reacciones del fabricante se
registraron después de la incubacién durante 24 y 48 horas a 37°C. Hay 50 capsulas en una placa API CH 50. Estas
contienen diversos sustratos potenciales y controles negativos. La gama de sustratos es la siguiente: monosacaridos
16" Monosacaridoslalcoholes 4, disacaridos 8, trisacaridos 2, polisacaridos 3, alcoholes 6, Otros 7. Para cada grupo
de sustrato, se cuenta el nimero de reacciones positivas. Esto se divide por el maximo posible para dar el rango
para ese grupo de sustrato. La suma de todas las puntuaciones de sustrato da la clasificacion general para la
bacteria. Alta clasificacion indica el amplio espectro de reactividad de sustrato tratamiento térmico de LAB: Una
pequefa cantidad de heces congeladas (100 mg) se dispersé en 5 ml de diluyente de recuperaciéon maxima (MRD).
El sedimento se dejo sedimentar y la capa superior se decantdé en tubos eppendorf (1 ml/tubo). Los tubos se
calentaron a 50°C, 60°C o 70°C durante 10 min. Una alicuota (0,4 ml) de cada uno se sembré6 en agar MRS y se
incubaron en un recipiente anaerébico durante 72 horas a 37°C. Se detectaron un pequefio nimero de colonias
después de calentarse a 70°C. Distintas colonias se seleccionaron, se sembraron en tubos de Hungate que
contienen caldo MRS y se incubaron durante 48 horas a 37°C.

[0197] En un segundo estudio, una pequefia cantidad de heces congeladas (100 mg) se dispersé en 5 ml de
diluyente de recuperacion maxima (MRD). El sedimento se dejo sedimentar y la capa superior se decant6 en tubos
eppendorf (1 ml/tubo). Los tubos se calentaron a 50°C durante 20 min, 50°C durante 20 min mas 60°C durante 20
min o 50°C durante 20 min mas 60°C durante 20 min mas 70°C durante 20 min. Una alicuota (0,5 ml) de cada uno
se sembro en agar MRS y se incubaron en un recipiente anaerébico durante 48 horas a 37°C. Se detectaron un
pequefio numero de colonias, interceptado, se sembraron en tubos de Hungate que contienen caldo MRS y se
incubaron durante 48 horas a 37°C.

[0198] En el tercer estudio, se centrifugd un cultivo de una noche (10 ml) de LAB de cerdo aislado (1000g x 5 min a
temperatura ambiente), el sedimento se resuspendio en caldo MRS fresco (10 ml)). Una alicuota (1 ml) se calenté a
70°C durante 15 min y después se sembr6 (0,5 ml) en MRS agar y se incubd en un recipiente anaerdbico durante 48
horas a 37°C. Se detectd un pequefio numero de colonias, interceptado, se sembraron en tubos de Hungate que
contienen caldo MRS y se incubaron durante 48 horas a 37°C. Este cultivo se centrifugd, se volvié a suspender en
caldo MRS, se calenté de nuevo a 70°C durante 15 min, se sembraron en agar MRS, se incubaron en un recipiente
anaerobico durante 48 horas a 37°C, se seleccionaron, se sembraron en tubos de Hungate que contienen MRS
caldo y se incubaron durante 48 horas a 37°C. Como antes, este cultivo se centrifugd, se resuspendio en caldo
MRS, se recalent6é a 70°C durante 15 min, se plaque6 (0,5 ml) en agar MRS, se incubd en un recipiente anaerdbico
durante 48 horas a 37°C, se interceptd, se sembr6 en tubos de Hungate que contienen caldo MRS y se incubd
durante 48 horas a 37°C.

[0199] Estabilidad de las bacterias liofilizadas: Se centrifugaron cultivos de una noche de LAB (1000 gx 5 min a
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temperatura ambiente. Los sedimentos se resuspendieron en 2 ml de PBS estéril y se volvieron a centrifugar. Los
sedimentos posteriores fueron luego resuspendidos en 5 ml de solucion de congelacion [leche desgrasada
desnatada en polvo (SKP), 100 g/l; SKP + lactosa, ambos 100 g/l; SKP + sacarosa, ambos 100 g/l; o SKP, 200 g/I].
Las muestras se congelaron a -20°C (2-3 horas) y después se almacenaron a -80°C durante la noche. Se liofilizaron
durante 48 horas y el material seco se almacené a temperatura ambiente. Bacterias viables en las muestras se
determinaron a 0 y aproximadamente 40 y 80 dias después de finalizacion de liofilizacién. Se sembraron en agar
MRS y se incubaron anaerobicamente durante 48 horas a 37°C.

[0200] Preparacion a granel de GGDK31 y GGDK266: Dos lotes de 500 ml de caldo MRS se prepararon en
botellas con tapa de rosca de vidrio de 500 ml, se autoclavaron y se dejaron enfriar a temperatura ambiente (en la
proximidad de la llama de gas), mientras que se lavaron con CO,. Se afiadieron cuatro ml de un cultivo de 24 horas
de GGDK31 o GGDK266 a cada una de botellas de MRS y las tapas ligeramente cerradas. Las botellas se
colocaron en un frasco anaerobico y se incubaron a 37°C durante 24 horas. El cultivo se centrifugd [1000g x 5 min a
temperatura ambiente] en 6 tubos de 50 ml de centrifuga estériles. El sobrenadante se descarto, los tubos se
rellenaron con el cultivo y se recentrifugaron hasta que todas las bacterias habian sido recuperadas. Cada uno de
los 6 tubos contenian cantidades casi iguales de las bacterias. Las bacterias en cada tubo se resuspendieron en 40
ml de PBS estéril, se volvié a centrifugar y el sobrenadante se descartd. Bacterias en cada tubo se resuspendieron
en 20 ml de SKM (100 g/l), se congelaron a -20°C (2-3 horas) y luego durante la noche a -80°C, se liofilizaron
durante 48-72 horas y se almacenaron a 4°C. Para evaluar bacterias viables en la muestra, un tubo de material
liofilizado se resuspendié en 20 ml de caldo MRS, se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas, se
diluyeron, se plaquearon en agar MRS y se incubaron anaerobicamente durante 48 horas a 37°C.

[0201] L. mucosae in vivo Estudio 1: Dieciséis (6 semanas) ratones C3H/HeN hembra viejos se dosificaron con un
cultivo de una noche de vial 323 (L. mucosae; 50 yl; >109 CFU) en el dia -7, -4, -2 y 0 y después diariamente hasta
el dia 9. A otros 16 ratones (de control) se les dio medios. En el dia 0, a ocho ratones (tratados con L. mucosae) y
ocho ratones de control, se les dio, mediante sonda nasogastrica, una dosis Unica de Salmonela enteritidis S1400
(50 pl; = 108 CFU). Ademas, a ocho ratones (tratados con L. mucosae) y a ocho ratones de control se les dio una
dosis unica de medio de cultivo. El peso corporal y la puntuacién de la salud fueron monitorizados post-infeccion por
salmonela dos veces al dia. Los ratones fueron sacrificados (sobredosis de isoflurano y exanguinacion) y se
diseccionaron a los 10 dias después de la infeccion de salmonela. Estdmago, porciones representativas de yeyuno e
ileon, ciego, mas contenidos, colon ademas de contenidos, el bazo y el higado y un rifién y el ganglio linfatico
mesentérico se recogieron bajo condiciones casi asépticas para microbiologia. Porciones representativas de yeyuno
superior, yeyuno medio, ileon, ciego y colon ascendente y descendente se colocaron en formalina tamponada neutra
o ARN-mas tarde y se almacenaron para el analisis futuro.

[0202] L. mucosae in vivo Estudio 2: Cinco ratones C57BI/6 (de 6 semanas de edad) se dosificaron con un cultivo
de una noche de vial 323 (L. mucosae; 50 ul; >109 CFU) en el dia -7, - 4, -2 y 0 y después diariamente hasta el dia
5. Otros 5 ratones recibieron medios. En el dia 0, se les dio a los diez ratones, mediante alimentacién forzada, una
sola dosis de Salmonela enteritidis S1400 (50 ul; = 107CFU). Los ratones fueron sacrificados y disecados en el dia
6, de acuerdo con el procedimiento para el estudio 1.

[0203] Cerdo novelo de LAB in vivo: Cuatro ratones C3H/HeN hembra (de 6 semanas de edad) se dosificaron con
un cultivo durante la noche de vial RINH 31 (L. reuteri; 50 pl; >109 CFU), cuatro con vial RINH 32 (L. reuteri). Cuatro
con vial 323 (L. mucosae), cuatro con vial RINH 46 (L. reuteri), cuatro con vial RINH 47 (L. reuteri) y ocho con MRS.
Esto se hizo en el dia -6, -4, -2 y 0 y diariamente a partir de entonces hasta el dia 9. En el dia 0, se les dio a todos
los ratones tratados con lactobacilos y cuatro ratones de control, mediante sonda nasogastrica, una dosis Unica de
Salmonella enteritidis S1400 (50 pl; = 108 CFU). Ademas, a los cuatro ratones de control restantes se les dio una
dosis Unica de medio de cultivo. Los ratones se sacrificaron y se diseccionaron el dia 10, de acuerdo con el
procedimiento para el estudio 1. Microbiologia: Los tejidos se homogeneizaron [1: 100 p/v] en MRD usando un
homogeneizador de tejido Janke-Kunkel Ultra-Turrax T25 a 20.000 rpm durante 30 segundos, como eran contenidos
yeyuno e ileon. Hasta ocho diluciones secuenciales (1:10 v/v) de los homogeneizados primarios se hicieron, se
plaquearon sobre agar XLD y MacConkey N° 3 agar y se incubaron durante la noche a 37°C. Los recuentos viables
se calcularon como antes [Robertson et al, 2003].

[0204] Analisis estadistico: Cuando los datos apropiados se evaluaron inicialmente mediante analisis
unidireccional de la varianza (ANOVA) con respecto a los resultados del tratamiento. Si ANOVA indic6 que no habia
diferencias significativas (p <0,05) entre todos los grupos, los datos se analizaron por prueba de comparaciones
multiples de Tukey-Kramer o la prueba de comparaciones multiples de Kruskal-Wallis segun sea apropiado. Esto se
realizé mediante el paquete estadistico Instat (GraphPad Software Inc, San Diego, EE.UU.).

[0205] Sobre la base de las salidas de las pruebas de comparacion multiple, promedios en tablas o graficos fueron
marcados con letras en superindice. Medios que diferian significativamente entre si (p <0,05) se asignaron letras de
superindice distintas. Medios que no difirieron significativamente entre si se asignaron superindices comunes.

Resultados
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1. Aislamiento de LAB

[0206] Las heces de los lechones criados organicamente se sembraron sobre agares selectivos y se incubaron en
condiciones anaerobias. De todos los estudios, un total de 436 colonias individuales de bacterias de acido lactico
[LAB] fueron seleccionadas, sembradas en caldo MRS y se incubaron en condiciones anaerobias. A cada cultivo se
le da un numero vial RINH Unico y una parte alicuota se congel6 en medios MRS que contenian 30% de glicerol y L-
cisteina (~ 2 mg/ml) y se almacend a -80°C. El analisis de genes 16S ARNr estaba hecho y cepas bacterianas
fueron identificadas por comparacion de secuencias con las secuencias de ADN bacterianas conocidas (Tabla 1).

[0207] La mayoria de las colonias de LAB cultivadas fueron L. johnsonii y cepas relacionadas con L. johnsonii [L.
johnsonii, L. johnsonii/gasseri, L. johnsonii/taiwanensis] (240/436) y L. reuteri o relacionados con L. reuteri [L. reuteri,
L. reuteri/pontis, L. reuteri/vaginalis, L. reuteri/acidophilus (169/436)]. Hubo 7 colonias L. plantarum/pentosus, otras
19 especies y 5 cepas no cultivadas.

2. Actividad anti-salmonela in vitro

[0208] Los medios acondicionados a partir de LAB aislado se cribaron para la actividad anti-bacteriana contra
Salmonela enteritidis S1400 usando un ensayo de difusion de pocillos (Figura 1).

Los medios acondicionados a partir de colonias individuales de LAB variaron en gran medida en su actividad frente a
S. enteritidis (Figuras 2a). Esto no fue dependiente de la cepa. La gama de actividades anti-salmonela entre L.
johnsonii fue similar a la entre L. reuteri. Sobre una base arbitraria, los cultivos se separaron en grupos sobre la base
de su capacidad para inhibir la salmonela in vitro (Figura 2b). El Grupo 1 tenia <20000 unidades de inhibicion, el
Grupo 2 20.000-40.000 unidades de inhibiciéon, un Grupo 3 4-60000 unidades de inhibicién, Grupo 4 6-80000
unidades de inhibicion, Grupo 5 80000-100000 unidades de inhibicion y Grupo 6 >>100000 unidades de inhibicion
(Figura 2b). Grupo 1 compuesto de 14 cepas (3,4% del total), el grupo 2 de 95 cepas (22,8%), Grupo 3 de 99 cepas
(23,7%), Grupo 4 de 99 cepas (23,7%), Grupo 5 de 86 cepas (20,6 %) y el Grupo 6 de 24 cepas (5,8%). El ultimo
grupo compuesto por diecisiete L. johnsonii y relacionados con L. johnsonii, seis L. reuteri o cepas relacionadas con
L. reuteriy una cepa no cultivada.

3. Actividad K88 anti-E. coli in vitro

[0209] Los medios acondicionados a partir de LAB también fueron seleccionados para actividad K88 anti-
Escherichia coli por el ensayo de difusién en pocillo. Actividad contra E. coli K88, como con salmonela, variaba en
gran medida entre las colonias individuales de LAB (Figura 3a). La gama y la variacién en la actividad fue similar
entre el L. johnsoniiy cepas L. reuteri. En general, no hubo correlacion directa entre actividades anti-salmonela y anti
E. coli K88 para cualquier LAB individual (Figura 3c, 3d). Sin embargo una de las diez cepas de E. coli K88 grupo 5
(Figura 3b), siete tenian actividades relativamente altas contra ambos patégenos, dos tenian alta actividad contra E.
coli K88 pero la actividad moderada contra la salmonela y era activa principalmente contra E. coli K88.

4. Seleccion inicial del candidato LAB

[0210] Se identificaron treinta y tres cepas de realizar mas pruebas in vitro (Tabla 2). Estas comprendian 18 L.
johnsonii y cepas relacionadas con L. johnsonii, 11 L. reuteri o relacionados con L. reuterila 'y 4 L. plantarum y cepas
relacionadas con L. plantarum (Tabla 2a).

5. Adjunto/invasion de células epiteliales de intestino de cerdo [IPEC-J2]

[0211] La capacidad de LAB para bloquear la adhesién/invasion de células IPEC por S. enteritidis y E. coli se evalud
K88 (Figura 4a, 4b, 4c). El LAB candidato redujo en gran medida unién e invasion de células IPEC por la salmonela.
La mayoria eran también muy eficaces contra E. coli K88. Sin embargo, 3 de las cepas tenian solamente efectos
limitados sobre la adhesién/invasién de células IPEC por E. coli K88.

6. Susceptibilidad de LAB a los antibioticos.

[0212] La susceptibilidad del candidato LAB a un rango de antibiéticos se evalué (Tabla 4, Figura 5). Todas menos
una cepa (vial RINH 266) mostraron algun grado de resistencia a los antibidticos individuales. Todos eran
susceptibles a la ampicilina (10 pg), cefotaxima (30 ug) y cloranfenicol (10 ug). La mayoria eran susceptibles a la
eritromicina (15 pg), gentamicina (10 ug), tetraciclina (30 ug) y vancomicina (30 pg). La mayoria de las cepas fueron
resistentes a metronizadol (50 ug) y acido nalidixico (30 ug) y en menor medida a la kanamicina (30 ug). 23

7. Seleccion refinada de candidato LAB

[0213] Se identificaron veintitrés altas cepas de clasificacion para la prueba adicional in vitro.

8. Especificidad de sustrato de LAB
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[0214] Los LAB candidatos se cribaron para la reactividad del sustrato usando un kit APl CH 50 (Tabla 5, 6, Figura
6). L. johnsonii, L. reuteri y L. plantarum exhibieron perfiles de reaccion de sustrato general de la cepa especifica.
Ademas, la mayoria de las cepas de cada genotipo mostraron diferencias finas en su reactividad de sustrato,
indicativo de que eran cepas individuales Unicas.

9. Supresion de la inflamacion en células epiteliales intestinales de cerdo [IPEC-J2]

[0215] La capacidad de LAB candidato para bloquear o suprimir las respuestas inflamatorias desencadenadas en
células IPEC por 12-O-Tetradecaboilforbol-13-acetato [PMA] fue probado (Figura 7; Tabla 7). Las cepas candidatas
variaron en gran medida en su capacidad para bloquear la interleucina-8 (IL-8) de expresion génica provocada por
PMA. Cinco cepas (vial RINH 29, 30, 31 86 y 266) tenian efectos antiinflamatorios potentes.

10. Seleccion final del candidato LAB

[0216] Se identificaron catorce cepas que tienen matanza y actividades contra Salmonela y el bloqueo de E. coli
K88, susceptibilidad a la reactividad de hidratos de carbono antibiéticos y la capacidad para suprimir la inflamacion in
vitro. Siete de estos eran particularmente preferidos. El ultimo conjunto comprendié 4 relacionados con L. plantarum,
3 relacionados con L. johnsonii y uno de L. reuteri. Dos de estas cepas de LAB [GGDK266 y GGDK31] se
prepararon a granel para la evaluacion en un ensayo con lechones recién destetados (Tabla 8).

11. Liofilizacion y almacenamiento de LAB

[0217] La supervivencia y viabilidad de laboratorio después de liofilizacién en leche desnatada en polvo [SKP], SKP
plus lactosa o SKP mas sacarosa fue evaluado (Figura 8). Las pequefias pérdidas en la viabilidad fueron evidentes
en el almacenamiento durante 42 y 84 dias a temperatura ambiente de las muestras secas en SKP. Esto fue menos
marcado cuando la leche en polvo desnatada y azucares se utilizan en combinacion. Sin embargo, las 24 ultimas
preparaciones tendian a ser higroscopicas y dificiles de mantener. Por lo tanto, preparaciones a granel del
GGDK266 y GGDK31 se prepararon por secado de las bacterias en la leche desnatada en polvo [100 g/l] (Tabla 8).

12. Estudios de termotratamiento

[0218] Las suspensiones de heces de los cerdos criados ecolégicamente fueron tratados durante periodos variables
de tiempo a 50-70°C térmico, se plaquearon en agar MRS, las colonias se seleccionaron y se cultivaron en caldo
MRS [vial RINH 417-506]. Los tipos de cepas recuperadas fueron variables y especies de clostridium formaron una
alta proporcion, las cepas aisladas se mantuvieron sensibles al calor.

[0219] Cultivos aislados de LAB fueron objeto de calentamiento tres veces durante 15 minutos a 70°C Figura 9).
Bacterias viables se disminuyeron en 3-4 6rdenes de registro después del tratamiento térmico la primera vez. Sin
embargo, las bacterias sobrevivientes tenian un grado de resistencia al calor. Con una excepcion, las pérdidas de
bacterias viables eran bajas cuando las bacterias fueron recultivadas y reclimatizadas otras dos veces.

[0220] ElI tratamiento térmico tres veces a 70°C altero las actividades bioldgicas de las cepas de la Figura 9. El vial
RINH 521 (vial 255 tratado térmicamente) no fue capaz de bloquear la uniéon de patdgenos a las células IPEC y la
capacidad de vial RINH 520 (vial 230 tratado térmicamente) para impedir la adhesidon se redujo. La capacidad de vial
RINH 517 (vial 31 tratado térmicamente) para abolir respuestas inflamatorias desencadenadas en células IPEC fue
abolida. En contraste, las propiedades biolégicas de vial RINH 518 (vial 85 tratado térmicamente) y vial RINH 519
(vial 86 tratado térmicamente) eran similares a las de las cepas nativas.

13. Estudios de infeccion de ratones
13.1 L. mucosae (vial RINH 323)

[0221] Ratones C3H/HeN desarrollan una infeccion persistente pero no letal, intestinal y sistémica, que tiene
muchas caracteristicas de la forma principal de la salmonelosis humana, cuando fueron estimulados con altos
niveles de Salmonella enteritidis S1400. En contraste, los ratones C57BL/6 desarrollan una infeccién severa
principalmente sistémica, una reminiscencia de la infecciéon aguda en los seres humanos, cuando fueron estimulados
con el mismo patégeno. Para evaluar la capacidad de L. mucosae (vial 323) para mejorar la salmonelosis, C3H/HeN
y ratones C57BL/6 fueron tratados con L. mucosae antes y después de la estimulacion con Salmonella enteritidis
(Figuras 10, 13). Los ratones se sacrificaron y se diseccionaron 6 (C57BI/6) o 10 (C3H/HeN) dias después de la
infeccion.

[0222] Tejidos sistémicos: El tratamiento oral con L. mucosae limit6 la capacidad de S. enteritidis para causar la
infeccion sistémica tanto en ratones C3H/HeN como C57BI/6 (Figura 11a-c; 14a-c). Se detectaron altos nimeros de
salmonela viable en el nédulo linfatico mesentérico, el higado y el bazo de los ratones. En contraste, los numeros
presentes en estos tejidos se redujeron en gran medida si los ratones habian sido co-tratados con vial RINH 323 (L.
Mucosae). Infeccion por salmonela causé agrandamiento del bazo (Figura 12a; 15). Esta respuesta de los tejidos se
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redujo significativamente en los ratones tratados con tanto vial RINH 323 (L. mucosae) como salmonela.

[0223] Intestino: Mieloperoxidasa intestinal [MPQO], un marcador para los neutrdfilos, se determind en ratones
C3H/HeN tratados con salmonela o salmonela mas vial RINH 323 (L. Mucosae). MPO en el intestino se incremento
en gran medida por la infeccidon por salmonela, debido al reclutamiento de neutréfilos a la parte de intestino de la
respuesta del huésped a la infeccion (Figura 12b), Co-tratamiento con vial RINH 323 (L. mucosae) redujo la actividad
MPO en el intestino de ratones de salmonela infectados, lo que indica que las respuestas inflamatorias intestinales a
la infeccion se redujeron en estos animales.

13.2 LAB de cerdo novelo

[0224] Se seleccionaron cuatro LAB: vial RINH 31, vial RINH 32, vial RINH 46 y vial RINH 47 (Todo el L. reuteri;
LR31, LR 32, LR 36 y LR47 respectivamente). Para evaluar su eficacia para mejorar una infeccion por patogenos,
ratones C3H/HeN fueron tratados con estos LAB o vial RINH 323 (L. mucosae, LM] antes y después de la
estimulacion con Salmonella enteritidis (Figura 16). Los ratones se sacrificaron y se diseccionaron 10 dias después
de la infeccion. Se redujo la excrecion fecal de S. enteritidis, si los ratones habian sido co-tratados con LAB (Figura
17a, b). LR31 y LR32 tendian a tener los mayores efectos en las salidas de salmonela fecal.

[0225] Intestino: El tratamiento con LR31, LR32, LM, LR46 o LR47 redujo significativamente el nimero de
salmonella en el ciego (Figura 18a). Ademas, LR31, LR32, LR47 y LR46 pero no LM rebajé numeros de salmonela
en el colon (Figura 18b). Las reducciones tendieron a ser mayores con LR31 y LR32. En contraste con el intestino
grueso, el laboratorio no tuvo efectos significativos sobre los nimeros de la salmonela en el intestino delgado.

[0226] Tejidos sistémicos: El tratamiento con LR31, LR32, LM, LR46 o LR47 redujo en gran medida los numeros
de salmonela detectados en el bazo y el higado (Figuras 19a-c). Las reducciones fueron mas marcadas con LR31 y
LR32 con LM, LR46 o LR47. Numeros de salmonela en el nédulo linfatico mesentérico se redujeron después del
tratamiento con LR31, LR32 y LR46 pero no con LM o LR47.

Discusion

[0227] Las cepas de LAB aisladas (total de 436 selecciones de colonias individuales) a partir de heces de los cerdos
criados organicamente fueron predominantemente L. reuteri, L. johnsonii, L. gasseri, L. pentosus, cepas con un
pequefio numero de L. plantarum, L. acidophilus, L. vaginalis, un solo L. mucosae y varias cepas no cultivadas. La
mayoria de las sustancias LAB producidas que podrian inhibir el crecimiento de S. enteritidis y/o E. coli K88 in vitro.
La potencia de estos efectos anti-patégenos varié6 mucho entre las cepas bacterianas individuales. Una proporcion
de LAB tenia alta actividad contra S. enteritidis pero baja actividad frente a E. coli K88 y viceversa, pero la mayoria
tenia actividades similares contra ambos patégenos.

[0228] Se seleccionaron treinta y tres cepas sobre la base de la potencia antimicrobiana tal como se determina in
vitro. Estas bacterias se seleccionaron adicionalmente para determinar su capacidad para bloquear la
adhesioén/invasion de las células epiteliales de cerdo intestinal (IPEC) por patdégenos in vitro y su susceptibilidad a
los antibidticos.

[0229] Veinte y tres cepas se sometieron a ensayo para la gama de sustrato y especificidad y su capacidad para
suprimir inflamacion en células IPEC in vitro. De estos, se identificaron catorce LAB (5 L. johnsonii, 6 L. reuteriy 3 L.
plantarum) con propiedades particularmente favorables.

[0230] Dos cepas de LAB [GGDK266 y GGDK31 se prepararon a granel para evaluacion in vivo en lechones recién
destetados. Otras cepas candidatos potencialmente importantes estaban presentes en este conjunto de 14 LAB.

[0231] También se evalud la supervivencia y viabilidad de laboratorio después de la liofilizacién en varias soluciones.
Las pequefas pérdidas en la viabilidad fueron evidentes en el almacenamiento prolongado de las muestras secas
con leche desnatada en polvo. Esto fue menos marcado cuando se utilizaron leche en polvo desnatada y azucares.
Sin embargo, las ultimas preparaciones eran higroscopicas y eran dificiles de mantener. Por lo tanto, se decidio
utilizar una suspension de leche desnatada en polvo para el liofilizacion y el almacenamiento de LAB. Las
preparaciones a granel del GGDK266 y GGDK31 se liofilizaron en este medio.

[0232] La estabilidad de calor es una caracteristica util para LAB para ser utilizado en alimentos de origen animal
sedimentados. Se obtuvieron cinco cepas viables acondicionadas de calor de aislado LAB de cerdo. Sin embargo,
las propiedades bioldgicas in vitro y el potencial probiotico de tres de las cepas se vieron afectadas adversamente
por el tratamiento térmico. Sin embargo, dos de las bacterias retuvieron las propiedades bioldgicas de sus formas no
tratadas por calor nativas.

[0233] Cinco LAB de cerdo (L. Reuteri [4] o L. mucosae [1]) se ensayaron para la capacidad de mejorar la

salmonelosis in vivo. El tratamiento de ratones con estos LAB reduce en gran medida la patogenicidad de S.
enteritidis.
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14. Evaluacion de la administracion oral de cepas probiéticas organicas de lactobacilos en la modulacién de
la microbiota intestinal y el rendimiento de los cebadoros lechones destetados

[0234] Ensayos in vivo se llevaron a cabo en lechones destetados tempranamente para probar el efecto de dos
cepas probidticas de acuerdo con la invencién, Cepas de lactobacilos GGDK266 y GGDK31.

Diseio del ensayo

Animales:
[0235]
e 24 lechones grandes - blancos x redon
e Recién destetados (21 dias de edad, = 7 - 8 kg), nacidos en una granja local
e Ponderados luego distribuidos por igual entre los diferentes grupos
e 3 tratamientos experimentales (n = 8):
A - Dieta basal + Placebo
B - Dieta basal + GDDK probidtico 266 - dosis 10x 102
C - Dieta basal + GDDK probiético 31- dosis 10x 102
e Periodo de observacion: 14 dias
Dieta:

[0236] Las dietas basadas en la cebada, el trigo y la harina de soja
» Composicion de pienso (%):

Cebada 36,5
Trigo 21
SBM 48 19
Maiz 10
Aceite de soja 4
Azucar 4
Proteina de Patata 2
Premezcla 3,5

* pienso ad libitum en forma de granulado

Muestras de tejido y medidas

[0237]
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Muestreo: Dia 0 Masacre de 6 lechones "naive" para la
recoleccion de la recoleccion individual de
ciego de heces (si es posible)

Dia7 Coleccion  individual de heces durante
medicién de peso
Dia 14 Masacre de 24 lechones para coleccion de:
Contenido (59g): Tejidos (10 cm):
- Gastrico - Yeyuno
- Yeyuno - lleon
- lleon - Ciego
- Ciego - Nodos linfaticos
(nivel de ileon distal)
Almacenamiento: Todas las muestras se pesaron, se congelaron
en nitrégeno liquido y se almacenaron a -
80°C.
Rendimiento: (1°" Ganancia diaria de peso (GDP), consumo de alimento (Fl) y la tasa de
paso) conversion alimenticia (FCR)
Analisis: (2° paso) » Determinacion del perfil de la microbiota en las diferentes muestras de

contenido intestinal por la electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante de técnica molecular de microbiologia (DGGE).

* El analisis molecular del gen de datos de expresion utilizando
ensayos de expresion génica de affymetrix de cerdo para determinar
los patrones de modulacién de genes.

* Determinacion de marcadores de inmunidad en los tejidos intestinales

[0238] Analisis microbiano mediante desnaturalizacion en gel de gradiente de electroforesis DGGE (Ensayo
1

Metodologia DGGE

[0239] Se extrae el ADN de muestras fecales o de tejidos que utilizan el kit de giro MP Bio FastDNA™ para muestra
de suelo - 116560000. EI ADN se amplifica entonces usando cebadores Muyzer, ya que es imprescindible el uso de
cebadores con una abrazadera GC a ejecutarse en la gel. Para las muestras de lactobacilos, se utilizaron cebadores
de lactobacilos especializados con una abrazadera de GC.

Grupo Cebador | Secuencia de cebador (5'-3") Amplicon Temperatura Gradiente
diana Tamario de recocido | DGGE (%)
(pb) (C)
Todas las | MF MR- | ATTACCGCGGCTGCTGG GC- | 233 55 35-70
Bacterias | GCa clamp-
CCTACGGGAGGCAGCAG

LAB Lac1 AGCAGTAGGGAATCTTCC A

Lac2- Abrazadera GC- | 327 55 30-50

GCe ATTYCACCGCTACACATG®
Anotaciones:
@ La abrazadera GC es el siguiente:
CGCCCGCCGCGCGLCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG
cY=CoT

[0240] Programa de PCR:

Hora Temperatura Ciclos
5 minutos 94°C 1

30 segundos 94°C

30 segundos 55°C 35

2 minutos 72°C

10 minutos 72°C 1

[0241] DGGE es una técnica de analisis genético en el que productos de PCR amplificados se separan por los
desnaturalizantes de formamida y urea dentro del gel, basado en la secuencia genética por tan poco como una Unica
diferencia de base. DGGE se puede utilizar para visualizar las diferencias en la diversidad microbiana entre
muestras. ADN obtenido a partir de una gama de muestras se puede utilizar en DGGE por ejemplo, tejido y
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muestras fecales. Bandas en el gel se visualizaron mediante tincién con plata.

Andlisis molecular y perfiles de expresion de genes de los tejidos del cerdo

Extraccion de ARN y analisis de microensayos affymetrix

[0242] Se aisl6 ARN de los dos tejidos animales y las células cultivadas para su uso en GeneChips de Affymetrix.
Para el tejido animal, aproximadamente 200 mg de muestra de tejido fue eliminado de RNAIlater (Ambion) y se lisé
en Trizol (Invitrogen) usando un homogeneizador Polytron. El tejido se homogeneizé adicionalmente haciendo pasar
el lisado a través de una jeringa equipada con una aguja 19G 3-5 veces. Las muestras se incubaron durante 5 min a
TA para permitir la disociacion completa de los complejos de nucleoproteinas. Entonces, cloroformo, isopropanol y
pasos de etanol se realizaron segun instrucciones del fabricante. Brevemente, se afiadié 0,2 ml de cloroformo por 1
ml de Trizol, se agitd en vortex y se incubd a TA durante 5 min. Las muestras se centrifugaron a 12.000 xg durante
15 min a 4°C. La fase acuosa resultante se transfirié a un tubo fresco, y el ARN se precipitd por la adicion de 0,5 ml
de isopropanol por 1 ml de Trizol. Los tubos se agitaron vigorosamente a mano durante 10 s, se incubaron a 4°C
durante 10 min y se centrifugaron a 12.000 xg durante 10 min a 4°C. El precipitado de ARN se lavé con etanol
helado al 75%, la adicién de al menos 1 ml de etanol al 75% por 1 ml de Trizol. Las muestras se agitaron con vortex
y se centrifugaron a 7400 xg durante 5 min a 4°C. Después de secarse por aire el sedimento de ARN resultante, el
ARN se resuspendié en hasta 100 pL de agua libre de RNasa L. EI ARN total se extrajo adicionalmente con el kit
RNeasy (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, incluyendo una etapa de digestion de RNasa |
libre de ADNasa (Qiagen).

[0243] Las células cultivadas se homogeneizaron mediante la adicion de 350 pl de tampén RLT + 1% B-
mercaptoetanol. Las células se rasparon de las placas de cultivo con una punta de filtro y se homogeneizaron mas
pasando el lisado a través de una jeringa equipada con una aguja 19G 3-5 veces. El lisado de células se procesa
adicionalmente usando el kit RNeasy (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, incluyendo una etapa
de digestion de ADNasa libre de RNasa | (Qiagen).

[0244] La concentraciéon de ARN y la integridad se comprobd usando un instrumento Nanodrop y/o Agilent
Bioanalyzer, y el ARN purificado se almacend a -70°C.

[0245] 250 ng de ARN se proceso para Affymetrix GeneChips utilizando el GeneChip 3' IVT Express Kit (Affymetrix)
segun las instrucciones del fabricante. La calidad de ARNa se determina por Agilent 2100 Bioanalyzer. La
hibridacion con la genoma del ratén GeneChip 430 2.0 y GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix) en
una estacion de fluidos 450 GeneChip (Affymetrix) se llevd a cabo en el Institute of Medical Sciences Microarray
Core Facility (Universidad de Aberdeen, Reino Unido). Fichas fueron escaneadas con un escaner Affymetrix
GeneChip 3000 (Affymetrix). Analisis de la calidad de imagenes se realizdé usando Gene Chip de software operativo
(GCOS) (Affymetrix). Un analisis mas detallado de la calidad, la normalizacion (gcRMA), analisis estadistico y
generacion de mapa de calor se realizé6 con los paquetes de software disponibles libremente R (http://www.r-
project.org) y Bioconductor (http://www.bioconductor.org). Microensayos de datos se presentaron al National Center
for Biotechnology Information (NCBI) Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo).

Resultados

Rendimiento de los cerdos alimentados con GGDK266 y GGDK31 probidticos

[0246] Los resultados para los cerdos alimentados con GGDK266 y GGDK31 probidticos se muestran en la Figura
20.

[0247] DWG (ganancia diaria de peso), Fl (ingesta de alimentos) y FCR (relacion de conversion del pienso) se
muestran a continuacion:

GGDK266 DWG Fl FCR
D0-D7 +++ (%) + +
D7-D14 = + +
D0-D14 + + +

[0248] Los lechones alimentados con GGDK266 exhibieron ganancia de peso diaria mejorada significativamente
(DWG) durante el post-destete de la primera semana en relacion con GGDK31 y lechones alimentados con placebo.

Andlisis de la diversidad microbiana mediante DGGE (Ensayo 1)

[0249] DGGE utilizando cebadores universales no revel6 diferencias en la diversidad microbiana general entre los
tratamientos y el placebo (véase la Figura 21).
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[0250] DGGE utilizando cebadores especificos a bacterias de acido lactico (LAB) revel6 diferencias significativas en
la diversidad LAB entre el tratamiento con GGDK 266 y placebo en ambas muestras cecales e ileon (véase Figura
22).

[0251] DGGE utilizando cebadores especificos a LAB revelaron diferencias significativas en la diversidad LAB entre
el tratamiento con GGDK266 y placebo en muestras de ileon (véase Figura 23).

[0252] DGGE utilizando cebadores especificos a LAB revelaron diferencias significativas en la diversidad LAB entre
el tratamiento con 266 y placebo en muestras cecales (véase Figura 24).

[0253] En general, el analisis de la diversidad microbiana reveld la agrupacion significativa de la poblacion LAB en
los lechones alimentados GGDK266 que indican que las poblaciones de animales individuales en este tratamiento
tiene una microbiota similar y estable.

Analisis molecular de muestras de tejido ileal: Ensayos de cerdo Affymetrix

Regulado hacia abajo en GDK266 versus placebo

[0254] Analisis de ontologia de gen de gen expresado diferencialmente reveld que una reduccion significativa en los
procesos del sistema inmune y la activacion pro-inflamatoria en respuesta a la alimentacion de lechones jovenes con

GGDK266 probiotico en relacion con el placebo (véase la Figura 25).

[0255] Los resultados revelan que GGDK266 tenia un efecto muy especifico en el sistema inmune y los grupos
funcionales asociados con la respuesta a los estimulos (véase la Figura 26).

Regulado hacia arriba en GGDK266 versus placebo

[0256] En contraste con los efectos sobre el sistema inmune, GGDK266 promovid procesos metabdlicos
particularmente en relacion con nitrégeno (véase la Figura 27). Sin desear estar ligado por la teoria, se cree que
estos efectos podrian explicar la mejor DWG en los animales alimentados con GGDK266.

Principales genes expresados diferencialmente entre GGDK266 y placebo
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[0257]
affy.id Nombre del | Producto FC Valor p
gen
Ssc.645.1.S1 at CSTA Cistatina A 44,06 0,00000
Ssc.11608.1.A1_at | TIP_HUMAN Precursor de proteina inmunomoduladora | 28,92 0,00030
de células T
Ssc.10837.1.A1 at | ROBO1 Precursor de homologia 1 indirecto 13,35 0,00178
Ssc.8960.1.A1_at BPI Permeabilidad de bactericida-incremento | 11,65 0,00476
de precursor de proteina
Ssc.16234.1.S1 at | TCN1 Precursor de transcobalamina | 11,48 0,00023
Ssc.1411.1.S1_at THBS4 Precursor de tromboesporadina 4 8,92 0,00198
Ssc.837.1.A1_at BPI Permeabilidad de bactericida-incremento | 4,55 0,00573
de precursor de proteina
Ssc.30008.1.A1_at | ESR1 Receptor de estrégenos 4,48 0,00053
Ssc.13539.1.A1 at | PLAGL1 Proteina de dedo zinc PLAGL1 4,42 0,00881
Ssc.26324.1.S1_at | NP_981932 Proteina de deshalogenasa de | 4,26 0,00200
yodotirosina 1
Ssc.29413.1.A1_at | B3GALT2 UDP-Gal: betaGIcNAc beta 1,3 | 4,00 0,00046
galactosiltransferasa 2
Ssc.27410.1.S1 at | MYCN Proteina n-myc proto-oncogén 3,80 0,00261
Ssc.25176.1.A1 at | GOLPH4 Golgi fosfoproteina 4 3,80 0,00009
Ssc.15890.1.S1 at | VNN1 Precursor de panteteinasa 3,61 0,00271
Ssc.23427.1.A1_at | Citocromo Citocromo b561 3,29 0,01512
b561
Ssc.16186.1.S1_at | CD3e Superficie de células T CD3 glicoproteina | -2,62 0,00764
precursor de la cadena epsilon
Ssc.22676.1.S1 at | CXCR6 C-X-C de quimiocinas receptor de tipo 6 -2,63 0,01652
Ssc.15565.1.81 at | LCP2 Proteina citosodlica de linfocitos 2 -2,76 0,00024
Ssc.18652.1.S1 at | IL16 Precursor de interleucina-16 -2,97 0,01132
Ssc.181.1.S1_at TRGV9 Receptor de células T de cadena gamma | -3,04 0,01615
region V de precursor 1/2 PT-gamma
Ssc.23489.1.S1_at | CD8A Superficie de células T glicoproteina | -3,08 0,00071
precursor de la cadena alfa CD8
Ssc.428.6.S1_a_at | TCA_HUMAN | Region C de cadena alfa de receptor de | -3,15 0,00027
células T
affy.id Nombre del | Producto FC Valor p
gen
Ssc.10357.1.A1_at | FMN2 Formina 2 -3,46 0,00308
Ssc.27354.1.S1 at | STXBP5 Tomosina -3,88 0,02438
Ssc.28909.3.A1 at | TPH2 Triptéfano 5-hidroxilasa 2 -4,36 0,00717
Ssc.25976.1.S1 at | GZMH Precursor de granzima H -5,46 0,00179
Ssc.11070.1.S1 _at | IGHM Region C de cadena Ig alfa-1 -9,07 0,00115
Ssc.16566.1.S1 at | LCT Precursor de hidrolasa lactasa-florizina -11,31 0,00328
Ssc.13273.1.A1_at | GCNT3 Glucosaminilo (N-acetilo) transferasa 3, | -19,75 0,00016
tipo mucina
Ssc.11098.1.81_at | IFITM3 Proteina de transmembrana inducida por | -51,36 0,00044

interferén 3

[0258] Los datos de expresion génica revelaron que un numero de genes se incrementaron significativamente
incluyendo péptidos antimicrobianos (por ejemplo. CSTA, BP1) y genes inmunorreguladores (TIP). En contraste
GGDK266 redujo la expresion de un panel diverso de genes implicados en la inmunidad pro-inflamatoria (IFITM3, IL-

16).

Conclusiones

[0259]

Procesos celulares y metabdlicos, en particular en relacion con nitrégeno, se incrementan en los animales

tratados con GGDK266 en relacion con el placebo.

Procesos del sistema inmunolégico se regulan hacia abajo en animales tratados con GGDK266 en relacion
con el placebo. Ejemplos incluyen marcadores de células T CD3 y CD8, cadenas de receptor de células T,

quimioquinas/citoquinas y genes relacionados con IFN.
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e Animales administrados con GGDK266 exhibieron una poblaciéon estable de bacterias del acido lactico
reveladas por la agrupacion del perfil bacteriano del individuo inducida por la administracion de GGDK266
probiético.

e FCR y el rendimiento se han mejorado significativamente durante las primeras semanas de vida post-
destete.

e Esta mejora en el rendimiento del crecimiento correlacionado con la disminucion de la respuesta inmune
inflamatoria y el incremento en el procesamiento metabdlico especifico.

Tabla 1: Resumen de las colonias de bacterias seleccionadas a partir de cultivos de heces de cerdos criados
organicamente.

Numero total de selecciones de colonias cultivadas 443
Medios:

Agar LAMVAB 55
Agar LAMVAB + carbohidratos de calostro de cerdo 88
Agar MRS 29
Agar MRS + carbohidrato de calostro de cerdo 176
Agar MRS libre de glucosa + carbohidrato 57
Agar MRS después del tratamiento térmico de hasta 38
70°C

Cepas principales identificadas:
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus plantarum

[0260] Cinco LAB aislados se calentaron una vez, dos veces o tres veces a 70°C durante 15 min.
[0261] Bacterias supervivientes se recultivaron.

En existencia

[0262]
5 LAB calentados una vez a 70°C
5 LAB calentados dos veces a 70°C
5 LAB calentados tres veces a 70°C

Tabla 2: cepas de LAB candidatos para el estudio adicional seleccionado sobre la base de matar a la
actividad en ensayos de difusion pocillos (cuenta 266 y 161 contienen LR)
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Matanza de patdgenos (unidades ) Ensayo de difusidn de pocillos

N? de vial RINH anti-SE anti-K35

85 LR 129886 60168
258 LJ 101477 54390
2866 LJ 101335 &0168
436 LJ 81656 85010
161 LP 77894 103346
12 LJ 162709 42877
16 LJ 117621 41365
29 LR 174471 45720
31 LR 116867 46907
a6 LR 98520 75147
230 LJ 85705 64340
256 LJ 44012 77459
314 LJ 103497 48836
361 LJ 100770 40254
17 LJ 144765 23072
30 LR 125463 36050
32 LR 168892 32572
258 LP 70724 68612
280 LP 781897 B8562
320 LJ GE350 Ta0dd
364 LJ 99137 35123
433 LJ 85083 31461
15 LP 77459 58669
218 LJ 62329 50416
220 LJ 68612 53834
356 LJ 72986 35302
363 LJ T9125 45555
131 LR 42223 44108
434 LR 10000 81656
166 LJ 17064 79621
431 LR 48657 31674
47 LR 20722 34633
4G LR 19867 34633

LJ. L. johnsonii. LR. L. reuteri. LP. L. Plantarum

Tabla 2a: Identificacion de las cepas candidato de LAB (secuencia del gen 16S ARNr) seleccionado sobre la
base de matar a la actividad en ensayos de difusion de pocillo (nota 266 y 161 contienen LR)

N® de vial RINH Secuencia delantera Secuencia inversa

&5 Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri

255 Lactobacillus johnsonii, taiwanensis, Lactobacillus johnsonii, gasseri
acidophilus

266 Lactobacillus johnsonii Lactobacillus johnsonii

436 lactobacillus johnsonii str. 466 lactobacillus johnsonii F18785

161 Lactobacillus plantarum, pentosus, Lactobacillus plantarum, pentosus
paraplantarum

12 Lactobacillus johnsonii, gasseri, Lactobacillus johnsonii, gasseri
taiwanensis
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(continuacion)

Secuencia delantera

Secuencia inversa

16

29

31
a6
230

256

314
361
17

30
32
258

260

320
364
433
15

218

220

356
363
13
434
166

431
47
46

Lactobacillus johnsonii, gassen,
taiwanensis

Lactobacillus reuteri, pontis, vaginalis,

frumenti

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus johnsonii, taiwanensis,
acidophilus

Lactobacillus johnsonii, taiwanensis,
acidophilus

lactobacillus johnsonii BRO315
lactobacillus johnsonii str. NCC2822
Lactobacillus johnsonii, gassen,
taiwanensis

Lactobacillus reuteri, pontis
Lactobacillus reuteri

Lactobacillus plantarum, pentosus,
helveticus

Lactobacillus plantarum, pentosus,
paraplantarum

lactobacillus johnsonii NCC2822
lactobacillus johnsonii 466
lactobacillus johnsonii str. CECT 2589
Lactobacillus plantarum, pentosus
Lactobacillus johnsonii, taiwanensis

Lactobacillus johnsonii, taiwanensis

lactobacillus johnsonii NCC2822
lactobacillus johnsonii 466
Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri NM39-1
Lactobacillus johnsonii, taiwanensis,
acidophilus

lactobacillus reuteri str.Probio-16
Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus johnsonii

uncultured bacterium
lactobacillus johnsonii F19785
Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus plantarum, pentosus,
paraplantarum

Lactobacillus pentosus, plantarum,
paraplantarum

Lactobacillus johnsonii F19785
lactobacillus johnsonii F10785
lactobacillus johnsonii F19785
Lactobacillus plantarum, pentosus
uncultured Firmicutes, Lactobacillus
johnsonii

uncultured Firmicutes, Lactobacillus
johnsonii

lactobacillus johnsonii F19785
lactobacillus johnsonii F10785
Lactobacillus reuteri

lactobacillus reuteri

Lactobacillus johnsonii

lactobacillus reuteri JCM 1112
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus reuteri

Tabla 3: Cepas candidato LAB para estudio adicional seleccionado sobre la base de matar actividad en
ensayos de difusion en pocillo y la capacidad para bloquear la adhesion de patégenos a las células IPEC

N° de vial Inhibicién de adherencia (%)
RINH
SE KSS

85 88.31 87.93
255 82.37 99.93
266 88.03 98.09
161 98.32 96.94
12 96.89 99.92
29 937 95.91
31 98.64 99.75
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(continuacion)

Inhibicién de adherencia (%)

81

82.47
85.07
84.56
96.44
87.74
78.89
96.37
90.22
79.68
99.99
87.68
91.53
85.61
82.13
79.19
95.5

91.04
927

82.15
94.78
99.97
9145
96.35
9047
83.51

99.98
99.92
99.44
99.66
99.91
99.86
82.45
86.5
88.79
94.2
96.23
45.38
86.49
99.93
78.12
99.52
96.03
78.6
4417
78.4
98.85
1
95.97
86.47
99.47
99.7

Tabla 4: Area de inhibicion de LAB por cantidades definidas de antibiético (unidades artibrarias)

ampicilina cefotaxima cloranfenicol eritromicina gentamicina kanamicina
metronizadol nal. acido de tetraciclina vancomicina

12
15
16
17
29
30
31
32
46
47
85
86
131
161
166
218
220
230

244011
277117
266033
387224
410335
292728
334789
404496
359232
328283
356114
250812
349955
338497
268783
209117
209371
254614

340402
311725
294166
400570
444193
335027
410966
402291
402588
410579
369916
381270
473065
412977
417393
271547
319970
335143

186699
204282
187805
235430
190293
77133

165904
247436
210421
185515
204992
183398
248521
258724
185508
148617
165815
164405

13151
214008
64681
277145
11451
208117
262226
350238
251461
270105
309439
250805
123562
261133
251607
0
34230
51078

0

0
17000
9193
0
31261
38221
71608
20550
30342
0
41858
82466
51991
61136
0
58814
65717

0

<o

Lm0 e e N vov Y oo K oo R o S o T o T o}

31264

29128

OO

OO0 0000000 00o0o00DOoOo oo

37668
0

0
50328
252497
187805
214037
261979
21382
211556
276800
16643
19354
20435
24606
88668
34636
36644

22581
0
105209
117741
11483
31402
24901
10691
25069
22231
3971
13355
7479
5542

0
122870
111666
41991
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(continuacion)

ampicilina cefotaxima cloranfenicol eritromicina gentamicina kanamicina
metronizadol nal. acido de tetraciclina vancomicina

255
256
258
260
266
314
356
361
363
364
431
433
434
436

330364
456892
401257
286400
287070
297067
291920
320695
275304
288514
339016
241710
198112
290458

392169
502325
271932
364573
322869
332853
339885
323713
308159
341651
380459
203588
261065
287331

217758
228531
185908
203796
108614
154830
203692
201886
193271
194320
226484
174124
172223
185812

59224
71258
233326
33393
247085
44115
62656
234140
44491
143978
311725
63381
68052
142842

56563 8486 0
93058 0 0
28608 0O 0
78821 78364 O
54008 3079 6437
0 0
10472 5880
0
86683
45880
74991
19138
6049
0

OO0 o000
OO OO OO0 00

OO OO0 00000

29872
20955
223143
21757
48286

24194

28212
18322
0

10965
60344
52279

0
42203
0
62792
107882
90258
8202
91863
181486
103995
26302
79034
45863
61810

Acido Nal., acido de naladixie

Tabla 5: Sustratos en capsulas de Kit APl CH 50

Sustratos en capsulas de kit APl CH 50

CoOoO~NOOPAWN -

glicerol
eritritol
D-arabinosa
L-arabinosa
D-ribosa
D-xilosa
L-xilosa
D-adonotol
Metilo- BD-xilopirandsido
10 D-galactosa

11 D-glucosa
12 D-fructosa

13 D-Mamose

14 L-sorbosa
15 L-ramosa

16 dulcitol

17 inositol

18 D-mamitol
19 D-sorbitol

20 Metilo-aD-manopiranésido
21 Metilo-aD-glucopiranosido
22 N-acetilglucosamina
23 amigdalina
24 arbutina

25 esculina citrato férrico

26 salicina

27 D-celobiosa

28 D-maltosa
29 D-lactosa (bovina)

30 D-melibiosa

31 D-SACCH se levantd

32 D-trehalosa

33 inulina
34 D-melecitosa
35 D-rafinosa
36 Amidon (almiddn)
37 glucégeno

poliol

poliol
monosacarido
monosacarido
monosacarido
monosacarido
monosacarido
alcohol

ciclico
monosacarido
monosacarido
monosacarido
monosacarido
monosacarido
monosacarido
monosacarido/alcohol
poliol

poliol
azUcar/alcohol
ciclico

ciclico
monosacarido
glicésido
glicésido

glucosido
disacarido
disacarido
disacarido
disacarido
disacarido
disacarido
polisacarido
trisacarido
trisacarido
polisacarido
polisacarido
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(continuacion)
Sustratos en capsulas de kit APl CH 50

38

40
41

43
44
45
46

48
49

xilitol

gentiobiosa

D-turanosa

D-lixosa

D-tagatosa

D-fucosa

L-fucosa

D-arabitol

L-arabitol

gluconato de potasio
2-cetogluconato de potasio
5-cetogluconato de potasio

monosacarido/alcohol
disacarido

disacarido
monosacarido
monosacarido
monosacarido
monosacarido
monosacarido/alcohol
monosacarido/alcohol
secuestrante
secuestrante
secuestrante
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Perfil del sustrato de LAB usando un kit API CH 50

Tabla 6
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Tabla 7: Cepas de LAB candidato seleccionadas sobre la base de la actividad de matar, la capacidad para
bloquear la adhesién de patogenos a las células IPEC, susceptibilidad a los antibiéticos, la reactividad del
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sustrato y su capacidad para suprimir la inflamacion (nota 266 y 161 contiene LR)

N° de Vial RINH Secuencia delantera Secuencia inversa

266 Lactobacillus johnsonii Lactobacillus johnsonii

31 Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri

258 Lactobacillus plantarum, pentosus, Lactobacillus plantarum, pentosus,
helveticus paraplantarum

260 Lactobacillus plantarum, pentosus, Lactobacillus pentosus, plantarum,
paraplantarum paraplantarum

255 Lactobacillus johnsonii, taiwanensis, Lactobacillusjohnsonii, gasseri
acidophilus

161 Lactobacillus plantarum, pentosus, Lactobacillus plantarum, pentosus
paraplantarum

256 Lactobacillus johnsaonii, taiwanensis, Lactobacillus johnsonii
acidophilus

86 Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri

85 Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri

32 Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri

230 Lactobacillus johnsonii, taiwanensis, Lactobacillus johnsonii
acidophilus

131 Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri

30 Lactobacillus reuteri, pontis Lactobacillus reuteri

364 lactobacillus johnsonii 466 lactobacillus johnsonii F10785

Tabla 8: Identidad para las cepas de LAB de cerdo seleccionadas para preparacion a granel (nota 266 y 161

contienen LR)

GGDK266
N° de | Cebador de | Bacterias identificadas | Cebador de | Bacterias identificadas
vial cédigo Seq 926F por BLAST codigo Seq 519R | por BLAST
RINH
266 S10CM218 Lactobacillus johnsonii | ST0CM171 Lactobacillus johnsonii
GGDK31
N° de | Cebador de | Bacterias identificadas | Cebador de | Bacterias identificadas
vial cédigo Seq 926F por BLAST codigo Seq 519R | por BLAST
RINH
31 S10BL123 Lactobacillus reuteri S10BL141 Lactobacillus reuteri
SEQ ID NO: 1

31 S10BL123 con 926F

GGTGGAGCATCTGGTTTAATTCGAAGCTACGCCAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAG
GCGTTCCCTTCGGGGACGCAATCACAGGTEGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGE
AACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTCAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGAAG
GTGGGGACGACGTCACATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGEACGGTACAACGAGTCGCAA
GUTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTARAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCOGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTT
TGTRACGCCCARAGTCGGTCGCCTAACCATTATGGAGGGAGCCGCCTAAGTGCGGGACAGATGACTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCTGTATTTTCTTGCGGTTGTTCCCCCOCONGGCGGGACTGCCTTACTCCTTTCACCNCCCGCGCCCCTGG
AGGGEGCCGEAACCCCCCTCCCAACCCCCCTAACCCACCTCCTTCCTTTTAACONGCT
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SEQID NO: 2

31 S10BL141 con 519R

GACTTTCTAGGTTGCATACCGTCACTGCGTGARCAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGC
CGRRCCCTICTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGT
AGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCG
TTRCCTTRCCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCARAGCCATCTTTCARACAAAAGCCATGTG
GACTTTCTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCCGCTCCGGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCA
CCCGTCCGCCACTCACTGLTCATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGACTTGC
ATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTOAGCCATGATCAAACTCTANGCGTCAGTTTTACGGTCTCGGCTCGTTTC
TCTGTTNTCTCACATCAACGTGCGTTACATTTGCGGTTTACGCATTGATTGTACTCCCTCCACATAGGTGGCGGCATACC
CTTCGYGCTCCTCTACTCATCTCGTTCATTACAACTCGCTTTGTTACCTTCCCGGTGGGGTTCTCTACCTCCTTCGTTTT
CTCTCACCTCATTCTCTCTCCCATCCTCTONCTTTCCTCTIGETC

SEQID NO: 3
161 S10BL282 con 926F

GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCACGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAG
ACGTTCCCTTCOGGGACATGOATACAGGTGGTGCATGGTTGTAGTCAGCTCGTCTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGE
AACCAGCGCAACCCTTGTTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
CTGGEGATCACGTCARATCATCATGCCCCTTGATGACCTGGGCTAGACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGLG
AACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTACGGATGTGTAGGCTGCAACTCGCCATACATGRAGTCG
CAATCCCTAGTRATCGCGGATACAGCATGCCGLGGTGAATACTGTTCCCGGGCCTATGTGACACACCGCCCGTCACACCA
TGAGCAGTTTGTAATCACCCACACAGTCGGTGGGGTAACCTTTATAGGAACCAGCCGCCTACAGTGCGGGACCGATGATT
ATGGGTCCACTCOTATCACTGTAACTTAAACCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATACGTTACCTGCAAC
CCTGAAGGGCGGAATCCCTCCAACGATTATCAAT

SEQID NO: 4
161 S10BL300 con 519R
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GIGGCTTTCTGGTTARATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAG
COGARACCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCG
TAGGACTITGGEGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCE
GTTACCCCACCATCTAGCTAATACGCCGOEGOACCATCCARAAGTCATAGCCGAAGCCATCTTTCAAGCTCGGACCATGE
SGTCCARGTTGTTATGCCGTATTAGCATCTGITTCCAGGTGTTATCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCACGTGTTACTC
ACCAGTTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGAT GAAGCACCAATCAATACCAAGTTCGTTCGACTTGCATGTATTA
GGCACGCLGOUAGCGTTCGTCGCTGAGCCATGATCARRCTACTAAAGGCCCCONATGCCTCCCACCCGCTTTGTTGCOGG
GGCCCCLCGTTCCCATACCCCTTTTGGACGTTTTCCAGCCCCTTGGCGGGCCCTGTACCTCCCCCCAGGGOGGGGAATGE
CTTRATTGUGTTNACCTTGCACCCOUTGAAGGGGCGGAATCCCTCCAACGATTACCT

SEQID NO: 5
255 S10BL504 con 926F

CGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTCGCATAACCTAAGAGATT
AGGTGTTCCCTTCGEGGACGCTGAGACAGGTGETGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTCACATGTTCGGTTAAGICCC
GCAACGAGCCCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTARTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGECATGACGTCAAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAGARTGGACGGTACAACGAGATA
GCGAACCTGOCAAGAGCTAAGCGGATCTCTTAMGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGC
TTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACTGCCGCGGTGARTACGTTCOCGGGCCTTGTACACACCGCCOGTCACACCA
TGAGAGTCTGTAACTCCCARAGTCGGTGGGATAACCTTCTATAGCGAGTGAGTCCOTTCGATGGGTAGGGACAAGATGAR
TGAGCGGTGARAGGTCOTTAAACCAAGGGTAGCAAGTAAGGATCCCTTTGGGGGTTTTATCTCCACGGGGGGEGTGTTTC
TITTCTGICTTTA

SEQID NO: 6
255 S10BL530 con 519R

ACTTTCTAGAGTTAGATGATACCGTTCAACATGACAGATGGCCACGTTTACTTACTCTCACTGACTACTGTTCTTICATC
TCACACRACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGAGCTTTGCGTCCCATTGIG
GRACATTCCCTACTGCTGLCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTGTGGCCGRTCAGTCTCTCAACTCGG
CTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCAAGAGTGATAGCCGAA
COATCTTTCACRACTCTARACATGCTTGTAGTGTTGTTATTCCGGTATTAACATTCTGTTTCCAGGTTCTTATTCOCAGC
TGATCTCGGGECAGGGTTTACCCCAACGTTGGTTTACCTICACCCCCGGTINCGGOCCGGETTCGNCCTTGGGTTAGTAC
TNACGATTCTGCTATTATATACGATGCGCTAGACGACCAGCCTAACACAAT TTCAATTTCGTNAAGTGTCGAGAGGNCCT
ACGGTCGTCOUGTTAACGTGTAGNCNATTTGGCTIATTTGTTAAGTT GTCCANCGGGCCACCGACCCCCAGGGCCCGGTT
GCTCCGEGTTTCCCCCATTGCAACGTCOLCAMGTGOGGARATTTOGAAAATACCCTTAACCAATGAAARAAACATA
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SEQID NO: 7
258 S10BL414 con 926F

GGTEGAGCATGTEGTTTARTTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCARATCTAAGAGATTAG
(CGTTCCCTTCGGGRACATOGATACAGGTGGTGCATGGRTTGTCCTCAGCTCOTGTCGTGAGATGTTGGGGTTARGTCCET
CAACGAGCCCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTCGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGEGATCACGTCARATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCG
ARCTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTRAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCCGTGARTACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGT
TTGTAACACCCARAGTCGGTGCGGGTAACCTTTTTAGGARACCAGCCCGCCCTAARGGGTGGGGRACAAGAATGAATTAA
GGGCGTTCAARAGTTCCGTTAAACCAARAGGGGTTAGCCCONGNTNNGANNNNNNNNNGAC

b =3

SEQID NO: 8
258 S10BL438 con 519R

CCTTTCTGGTTAATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTGTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCC
GAAACCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTA
GGAGTTIGGCCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCOGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATT GCCATGGTGAGCCGT
TACCCCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGACCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCATCTTTCAAGCTCGCACCATGLGG
TOCARGTTGTTATGCCGTATTAGCATCTGTTTCCAGGGTGTTATTCCCCCGCTTOGTGGGCAGGGTTTCCCACGTGTTAC
TCACCAGTTCGCCACTCACTCARATGTARATCATGATGCAAGCACCAATCARTACCAGAGTTCGTTCCACTTGCATGTAT
TAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCNGA

NCIMB 41846 GGDK31- Lactobacillus reuteri

SEQID NO: 10
S12KG200 GGDK 31-1 27F

TOCCTAATACATGCAAGTCGTACGLACTGGLCCAACTGATTGATGGTGCTTGLACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGA
GTGGCGGACGGETEAGTAALACGTAGGTAACCTGUCCCGGAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGLAT
AACAACAAAAGCCACATGGLTITIGTITGAAMGATGGLTTTGGCTATCACTCTGGGATGGACCTGLGGTGCATTAGLTAG
TTGGTAAGGTAACGGITTACCAAGGCGATGATGLATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGLCACAATGGAALTGAGACACG
GTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGLGLAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGA
AGAAGGGTTTCGGLTCGTAAAGCTCTGTTETIGGAGAAGAACGTGLGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTGACGGTATCCA
ACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGLCAGCAGLLGLGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCET
AAAGCOAGCGCAGGCGETTGCTTAGETCTRATGTGAAAGCCTTCOGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGAC
TTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTC
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SEQID NO: 11
S12KG201 GGDK 31-1519F

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

TCGGATTTATTGGGCOTAAAGCGAGCGLAGGCGGTTGCTTAGGTCTOATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGC
ATCGGAAACCGGGLGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGLETAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGRLTGTCTGGTCTGCAACTGACGLTGAGGLTCGAAAGCATGGG TAGCGAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGRAGCTAALGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGLAAGGTTGAAALTCAAAGGAATTGACGGGGGLLCGCACAAGCGGTGGAGCATGTE
GTTTAATTCOAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTCG
GGGACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCETCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTIGE G‘TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG
TCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA

SEQ ID NO: 12
S12KG202 GGDK 31-1926F

GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGT
TCCCTTCOGOGACGCAATGACAGGTGETGCATGGTCGTCGTCAGCTCOTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAALG
AGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTEG
GGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGUTACACACGTOCTACAATGOACGGTACAACGAGTCGCAAGLTC
GCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTRAATACGTTCCCGGGCCTTETACACACCGLCCGTCACACCATGGGAGTTTGTA
ACGCCCAAAGTCGGTGGCCTAACCATTATGGAGGGAGCCGLCTAAGGLGGCACAGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAG
GTAGCCGTA

SEQID NO: 13
S12KG203 GGDK 31-1926R

CTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGLACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTAC
GGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGACAGLCG
CCTTCGCCACTGETGTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGUTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAA

GTCGCCCEATITCCGATGCACTTCTTCGETTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACCTAAGCAACCGLCTGLGCTCRITTY
ACGCCCAATARATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGLTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTTCTGGT
TGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCT
TCACTCACGCGETGTTGCTCCATCAGGLTTGCGLCCATTGTGBAAGATTCCCTACTGUTGCCTCCCGTAGBAGTATGGAC
COTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAA
CTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTTCAAACAAAAGLCATGTGGCTTTTGTTET
TATGC
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SEQID NO: 14
S12KG204 GGDK 31-1519R

TTTCTGGTTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAA
ACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGA
GTATGGACCGTGTCTCAGTTICCATTGTGGLCGATCAGTCTCTCAACTCGGUTATGCATCATCBUCT TG TAAGCCGTTAC
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTITCAAACAARAGCCATGTGGLTT
TTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCCGCTCCGGGGLAGG TTACCTACGTGTTACTCACCCG
TCCGCCACTCALTGGTGATCCATCGTCAATCAGGTGLAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTACGALTTGLATGTY
ATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAAC

SEQID NO: 15
RP2 S12KG205 GGDK 31-1

CCOCCTTAGGCGECTCCCTICATAATGGTTAGGCCACCGACTTTGGGLGTTACAAACTCCCATGGTGTGACGGGLGGTET
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGLATGLTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGATTTCGTGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAGTCCGAALTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGCTT GCGACTCOTTGTACCG TCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGEGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGLAGTC
TCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACGACCATGLACCACCTGTCATTGCGTCCCCOGAAGGGAACGLCTTATCTCTAAGGTTAGCGCAAGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTICGAATTAAACCACATGCTCCACCGLTTGTGCGGGLCCCCGTCAATICCTTT
GAGTTTCCALCTTGCGGTCOTACTCCLCAGGCGGAGTECTTAATGLGTTAGCTCCGGCALTGAAGGGLGGAAALCLT
CCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGE

NCIMB 41847 GGDK161 - contiene tanto Lactobacillus plantarum como Lactobacillus reuteri

Lactobacillus plantarum

[0263]

SEQID NO: 16
S12KG218 GGDK 161-1 27F

GTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATITACATTTGAGTGAGTGGCGAA
CTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGLCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTT
GGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGLTTCGGCTATCACTTTTGGATGETCCCGCGGLGTATTAGCTAGATGGTGAG
GTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGLCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAAL
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCETGAGTGAAGAAGGGT
TTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCLGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGA

GCGCAGGCGGTTTTTIAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAALTGGGAAGCTTGAGTG
CAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGT :
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SEQ ID NO: 17
S12KG219 GGDK 161-1519F
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CGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCEETTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGL
ATCGGARACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGLGECTGTCTGGTCTGTAACTGACGLTGAGGCTCGAAAGTATG GG TAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCATACCGTAAALGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGLTGCAGCTAACGCATTAA
GCATTCCGLCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGLTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLICGCACAAGCGGTGGAGLATGTG
GTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGG
GGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCEGTCAGUTCGTGTCETCGAGATGTTGGGTTAAGTCCLGCAACGAGLGLAACT
CTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGLCOGGTGACAAACCGGA

SEQID NO: 18
S12KG220 GGDK 161-1 926F

TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTALGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGAC
GTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTEGTGCATGGTTGTCGTCAGLTCATGTCETGAGATGTTGGRTTAAGTCCLGCAA
CGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGLCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAAL
TCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGUTGCAALTCGCCTACATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCOCGGATCAGCATGLCGCGGTGAATACGTTCCCGEGLCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTG
TAACACCCAAAGTCGGTGGGETAACCTTTTAGGAACCAGCCGLCTAAGGTGGEACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAAC
AAGGTAGCCCGTA

SEQID NO: 19
S12KG221 GGDK 161-1 926R

ACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGECGGAAACCLTCCAACACTTAGCATTCATCGTTTA
COGTATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATACTTTCGAGCLTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCC
GCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCA
AGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTTCGETTGAGCCGAAGGUT TTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTGLGCTCGOTT
TACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGLGGLTGCTGGCACGTAGTTAGLCGTGGLTTTCIGG
TTAAATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTCTITAACAACAGAGTTITACGAGLCGAAACCCTIC
TTCACTCACGCGGCETTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGE
CCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGLTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTALCCCACCA
TCTAGCTAATACGCCGCGGGACCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCATCTTTCAAACTCGGACCATGLGGTCCAAGTTG
T
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SEQ ID NO: 20
S12KG222 GGDK 161-1 519R

GCTTTCTGGTTAAATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTICTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCG
AMACCCTTCTTCACTCACGCGGLGTTGCTCCATCAGACTITCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGLCTCCLGTAG

GAGTITGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTT
ACCCCACCATCTAGCTAATACGCCGLGGGACCATCCAAAAGTGATAGLCGAAGCCATCTTTCAAACTCGGACCATGCGGT
CCAAGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCACGTGTTACTCAC
CAGTTCGCCACTCACTCAAATCTAAATCATGATGCAAGCACCAATCAATACCAAAGTTCOTTCGACTTGCATGTATTAG
GCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTOAGCCAGATCAAACTCTAA

SEQID NO: 21
RP2 S12KG223 GGDK 161-1

CCACCTTAGGCGGCTGGTTCCTAAAAGGTTACCCCACCOACTTTGGRGTETTACAAACTCTCATGGTGTGALGRGLGETET
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGL
AGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTALTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCLGGTTTGTCACCGGCAGTC
TCACCAGAGTGCLOAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGLGGGACTTAACCCAACATITCACGA
CACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCCCCGAAGGGAALGTCTAATCTCTTAGATITGCATAGTATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGLTCCACCGCTTGTGLGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCLCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGLAGCALTGAAGGGCGGAAACCCTC
CAACACTTAGCATTCATCGTTTACGGTATGGACTACCAGGGTATCTA

NCIMB 41847 GGDK161-contiene tanto Lactobacillus plantarum como Lactobacillus reuteri Lactobacillus
reuteri

[0264]

SEQ ID NO: 22
S12KG309 cGGDK 161-1 27F
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ATGCTAGTCGTACGCACTGGUCCAACTGATTGATGETGCTTGCACCTGATTGACGAT
GGATCACCAGTGAGTGGLGGALGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGLCCCGGAGLGGEGGATAACATITGGAAACAGAT
GCTAATACCGCATAACAACAAAAGCCACATGGCTTTITGTTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTCTGGGATGGACCTGLG
GTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGLTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATG
GAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGRLAAGCCTGATGGAGCAAL
ACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGLTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTTCACGCA
GTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGLGTTATCCGE
ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCG
GAAACCGGGCGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAAL
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SEQID NO: 23
S12KG310 cGGDK 161-1 519F
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TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGLGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTG
CATCGGAAACCGGGCGACTTGAGTGLAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGETGGAATGCGTAGATATATGGAA
GAACACCAGTGGCGAAGGLGGLTGTCTGOTCTGCAACTGALGUTCGAGGLTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGLCCTTCAGTGCUGGAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGETGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCTACGLGAAGAACCTTALCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGLGTTCCCTTCG
GGGACGLAATGACAGGTGGTGLATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCOTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAL
CCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGLCGGTGACAAACLGGAGGAAGGTEGGRACGALG

TCAGATCATCATGLCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGETACAACGAGTCGLAAGCTCGCGAGAG

SEQID NO: 24
S12KG311 cGGDK 161-1 926F

GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGUGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGLGCTAACCTTAGAGATAAGGCG
TTCCCTTCGGGGACGCAATGACAGGTGETGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGACGACGTCAGATCATCATGLLCCTTATGACCTGGGLTACACACGTGLTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGLT
CGCOAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGE
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGLCCGTCACACCATGGGAGTTTGT
AALGCCCASAGTCGGETGGUCTAACCTTTATGGAGGGAGCLGLCTAAGGUGEGACAGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA
GGTAGCCGTA

SEQID NO: 25
S12KG312 cGGDK 161-1 926R

TCCLCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCLGGCACTGAAGGGLGGAAALLCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTALG
GLATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTITCGAGCCTCAGCGTCAGTTGLAGALCAGACAGLCEC
CTTCGCCALTGOTETTICTTCCATATATCTACGCATTCCACCGLTACACATG GAGTTCCACTGTCCTCITCTGCACTCAAG
TCGCCCGGTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACCTAAGCAACCECUTGLGUTCGLTTTA
CGLCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGUGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTICTGGTT
GGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGLCGAAACCCTTCTT
CACTCACGCGETGTTGCTCCATCAGGUTTGCGCLLATTGTEBAAGATTCCCTACTGCTGLCTCCCGTAGBAGTATGGALL
GTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAAL
TAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTTCAAALAAAAGCCATGTGGCTTTT
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SEQ ID NO: 26
S12KG313 cGGDK 161-1 519R

TITCTGGTTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAA
ACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGLTCCATCAGGUTTGLGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGUTGCCTCCCGTAGGA
GTATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGLCTTGGTAAGCCGTTAL
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTOATAGCCAAAGCCATCTTTCAAACAAAAGCCATGTGGCTT
TIGTTGTTATGLGGTATTAGCATCTGTITCCAAATGTTATCCCCCGLTCCO GGG CAGGTTACCTACGTGTTACTCACCEG
TCCGCCACTCACTGGTAATCCATCGTCAATCAGG TGLAAGCACCATCAATCAGTTGGGLCAGTGCGTACGACTTGCATS
TATTAGGCACACCGCCGGCETTCATCCTGAGCCATGATCAAAL

SEQ ID NO: 27
RP2 S12KG314 cGGDK 161-1

GCGGLTCCCTCCATAAAGGTTAGCGCCACCGALTTTGGGUGTTACAAACTCCCATGG TG TGACGGELG
GTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGLGOLATGCTOATCCGLGATTALTAGCGATTCCGACTTCRTETAGGCGAG
TTGCAGCCTACAGTCLGAACTGAGAACGGLTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGLGAGCTTGCGACTCGTTGTACCGTCCA
TTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGC
AGTCTCACTAGAGTGCCCAALTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGLGGGACTTAACCCAACATCTC

ALGACACGAGCTGALGACGACCATGCACCACCTGTCATIGCGTCCCCGAAGGLAACGCLTTATCTCTAAGGTTAGCGCAA
GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTICGAATTAAACCACATGCTCCACCGLTTGTGLGOGLLCCCGTCA
ATTCCTITOAGTITCAACCTTGCOGTCGTACTCCCCAGGUGGAGTGLTTAATGLGTTAGLTCCGGCALTGAAGGGCGGAA
ACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCAT

NCIMB 41848 GGDK255 - Lactobacillus reuteri
[0265]

SEQ ID NO: 28
S12KG237 GGDK 255-1 27F

GTGTGCCTAATACATGCAAGTCOTACGLACTGGCCCAACTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAG
TGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGLGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCG
CATAACAACAAAAGCCACATGGLTTTTIGTTTGAAAGATGGCTTIGGCTATCACTCTGGGATGGALCTGLGETGCATTAGT
TAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGLCACAATGGAACTGAGAC
ACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG GGUGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGLGTGAG
TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGLGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTGACGGTAT
CCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGLCAGCAGCCGLGETAATACGTAGGTGGUAAGLGTTATCCGGATITATTGGG
COTAAAGCGAGLGLAGGLGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGLATCGGAAACCGGGL
GACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACTAGTG
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SEQ ID NO: 29
S12KG238 GGDK 255-1 519F

TCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGLGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGL
ATCGGARACCOGGLGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGLGGCTGTCTGGTCTGCAACTGALGLTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAATAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCATECCGTAAACGATGAGTGLTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTICAGTGCCGRAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAALTCAAAGGAATTGACGEGGGLLCGCACAAGCGOTGLAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTCGG
GGACGCAATGACAGGTGGTGCATGETCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG TTAAGTCCCGCAACGAGLGLAALL
CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTBAGACTGCCGG TGACAAACCGGAGGAAGGTEGGGACGACG
TCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGLTACACACGTGCTAC

SEQ ID NO: 30
S12KG239 GGDK 255-1 926F

TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGLGAAGAALCTTACCAGGTCTTGACATCTTGLGCTAACCTTAGAGATAAGGC
GTTCCCTTCGGGGACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTIGCCAGCATTAAGTTGGGLACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGLTACACACGTGLTACAATGGACGGTACAACGAGTCGLAAGL
TCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGLTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCOLGGATCAGCATGLCGCGGTGAATACGTICCCGGGLCTTGTACACACCGLCCGTCACACCATOGGAGTTTG
TAACGCCCAAAGTCGGTGGLCTAACCTTTATGGAGGGAGCCGCCTAAGGCGGGACAGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA
AGGTAGCCGTA

SEQID NO: 31
512KG240 GGDK 255-1 926R

TACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTT
ACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATACTTTCOAGCCTCAGLGTCAGTTGCAGACCAGACAGL
CGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTC
AAGTCGCCCOGTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACCTAAGCAACCGCCTGCGCTCGLT
TTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTTCTG
GTTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTT
CTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGLTTGCGCCCATTGTGGAAGATTCCLTACTGLTGLCTCCCGTAGGAGTATGE
ACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGLTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACC
AACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTTCAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTG
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SEQ ID NO: 32
S12KG241 GGDK 255-1519R

TITCTGGTTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAA
ACCCTTCTTCACTCACGLGGTGTTGCTCCATCAGGLTTGLGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCLTCCCGTAGGA
GTATGGACCGTGTCTICAGTTCCATTGTGGCCOATCAGTCTCTCAACTLGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTAC
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTTCAAACAAAAGCCATGTGGLT
TITGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCCGLTCLGEGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACC
CETCCGCCACTCACTGGTGATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGECCAGTGCGTACGACTTGCAT
GTATTAGGCACACCGCCGGUGTCCATCCTGAGCCATGATCAAAC

SEQID NO: 33
RP2 512KG242 GGDK 255-1

CCGCCTTAGGCGGCTCCCTCCATAAAGG TTAGGLCACCGACTTTGGGCGTTACAAALTCCCATGGTGTCACGGGLGETGT
GTACAAGGCCCGHGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGLGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGLGAGTTGE
AGLCTACAGTCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCT TACTCT CGLGAGLTIGCGACTCGTTGTACCGTCCATIGT
AGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGETTTGTCACCGGCAGTC
TCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGLGUTCGTTGLGGGACTTAALCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGLGTCCCCGAAGGGAACGCCTTATCTCTAAGGTTAGCGCAAGATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGLTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGUGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGLGBAGTEUTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAA
CACCTAGCACTCATCGTT

NCIMB 41849 GGDK 258 - Lactobacillus plantarum

[0266]

SEQID NO: 34
S12KG267 GGDK 258-3 27F

GTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTLTGGTATTGATTGGTGCTIGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGLGAA
CTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTT
GGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGLTATCACTTTTGGATGGTCCCECGGLGTATTAGCTAGATGGTGAG
GTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGLCACATIGGGACTGAGACATGGCLCAAAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGLCGLGTGAGTGAAGAAGGGT
TTCGGCTCGTAAAACTUTGTIGTTARAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATITAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTIGTLCGGATITATIGGGLGTAAAGLGAG
CGCAGGCGETTTTITAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGC
AGAAGAGGACAGTGGAACTC
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SEQID NO: 35
S12KG268 GGDK 258-3 519F
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GOATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTITTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCAT
CGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAA
CACCAGTGGCGAAGGLGHCTGTCTGRTCTGTAACTGACGLTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAALAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGLTGCAGCTAACGCATTAAGC
ATTCCGCCTGGGEAGTACGGCCGLAAGGLTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGEGCCCGCACAAGCGGTGGAGLATGTGGT
TTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCEGGE
ACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCOTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGOGTTAAGTCCCGLAACGAGCGLAACCCT
TATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGETGAGALTGCLGGTRACARACCGGAGGAAGGTGGEGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC

SEQ ID NO: 36
S12KG269 GGDK 258-3 926F

GTGGAGCATETGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGA
COTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTETCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAG TTEGGCACTCTGGTGAGACTGCCEGTGACAAACCEGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGEGCTACACACGTGCTACAATGGATGG TACAACGAGTTGCGAA
CTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTT
GTAACACCCARAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAA
CAAGGTAGCCCGTA '

SEQ ID NO: 37
S12KG270 GGDK 258-3 926R

ACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGLGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCATICATCGTITA
CGGTATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATACTTTCGAGCLTCAGLGTCAGTTACAGACCAGACAGCC
GCCTTCGCCACTGGTOTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCA
AGTITCCCAGTITCCGATGCACTTICTTICGGTTGAGCCGAAGGUTTTCATATCAGACTTAAAARACCGCCTGCGCTCGLTT
TACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGLGGLTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGECTTTCTGG
TTAAATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCLCGARACCCTTC
TTCACTCACGLGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATIGTGGAAGATTCCCTACTGLTOCCTCCCGTAGGAGTTTGEG
COGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCOGCTACGTATCATTGCCATGGTEAGCCETTACCTCALCA
TCTAGCTAATACGCCGUGGGACCATCCAAAAGTGATAGCLGAAGCCATCTTTCAAACTCGGACCATGLGGTCCAAGTTG
TIATGCGGTATTAGCATCTIGTTIC
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SEQ ID NO: 38
S12KG271 GGDK 258-3 519R
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TTTCTGGTTAAATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAA
ACCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGLTGCCTCCCGTAGGA
GTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTOGCCEATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGLCATGGTGAGCCGTTAC
CTCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGACCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCATCTTTCAAACTCGGACCATGLGGTCC
AAGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCCGOTTCTEGGCAGGTTTCCCACGTGTTACTCACCAG
TTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGATGCAAGCACCAATCAATACCAGAGTTCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCAC
GCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAAC

SEQ ID NO: 39
RP2 512KG272 GGDK 258-3

CCACCTTAGGCGGCTGETTCCTAAAAGGTTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAALTCTCATGG TG TGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTCGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGEGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTICCTCLGGTTITETCACCGGLAGTC
TCACCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCA&CT GATAATAAGGGTTGCGCTCETTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCCCCGAAGGGAALGTCTAATCTCTTAGATTTEGCATAGTATG
TCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGLGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGLTTGTGCGLGCCCCCGTCAATTCLT
TTGAGTTTCAGCCTTGCGGLCGTACTCCCCAGGLGGAATGLUTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGLGGAAACCCTC
CAACACTTAGCATTCATCGTTTACGGTATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATACTTTCGAGCCTCAGE
GTCAGTTACAGACCAGACAGLCGCCT

NCIMB 41850 GGDK 266 - contiene tanto Lactobacillus johnsonii como Lactobacillus reuteri Lactobacillus
johnsonii

[0267]

SEQ ID NO: 40
S12KG273 GGDK 266-127F - repeticion
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GTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGATTTTAGTGCTTGCACTAAATGAAACTAGATACAAGLGAGC
GGCGGALGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGLCCAAGAGACTGGGATAACACCTOGAAACAGATGCTAATACCGGATAA
CAACACTAGACGCATGTCTAGAGTTTGAAAGATEGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGLGGTGCATTAGCTAGTTG
GTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGLCACATTGGGACTGAGACACGGLC
CAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCLGCETGAGTGAAGA
AGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTT
AGAAAGTCACGGCTAACTACGTGLCAGCAGCCGLGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGLGTAA
AGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGATGTGAAAGLCTTCGGCTCAACCGGAGAAT
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SEQID NO: #1
S12KG274 GGDK 266-1 519F

TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGLTCAACCGGAGAATTG
CATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTETAGLGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA
GAACACCAGTGGCGAAGGLGGLTCTCTGGTCTGCAACTGACGLTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGAT

ACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCECCTCTCAGTGCTGCAGITAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG GGG CCCELACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGOTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGTGTTCCCTTC
GGGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT

SEQ ID NO: 42
S12KG275 GGDK 266-1 926F - repeticion

GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGTG
TGTCCCTTCGGGGACGLUTGAGACAGGTGGTGCATGGLTGTCGTCAGCTCGTGTCE TEAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
COAGCGCAACCOTTGTCATTAGTTGUCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCLGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCATCATGLLCCTTATGACCTGGGLTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAAL
CTGLGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGLTGLAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCACGLCGLGETGAATACGTTCCCGGGLCTTGTACACACCGLCLGTCACACCATGAGAG
TCIGTA

SEQID NO: 43
S12KG276 GGDK 266-1926R

ACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGLAGCACTGAGAGGLGGAAACCTCCCAACACTTAGCACTCATCGTTTA
COGCATGGALTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGLAGACCAGAGAGCC
GCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGBAGTTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCA
AGTTCAACAGTITCTGATGLAATTCTCCGGTTGAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTATTGAACCGCCTGCACTCGLTT
TACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACLGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTTCTAA
GTAATTACCGTCAAATARAGGCCAGTTACTACCTCTATCTTTCTTCACTACCAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTC
TTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGE
CCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGLLGATCAGTCTCTCAALTCGGCTATGCATCATTGCCTTGETAAGCCGTTACCTTACCA
ACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCAAGAGTGATAGCAGAACCATCTTTCAAACTCTAGACATGCGTCTAGTGTIGT
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SEQID NO: 44
S12KG277 GGDK 266-1 519R

ACTTTCTAAGTAATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTACTACCTCTATCTTTICTTCACTACCAACAGAGCTTTACGAGCCG
AAACCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAG
GAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATTGCCTTGGTAAGCCGTT
ACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCAAGAGTGATAGCAGAACCATCTTTCAAACTCTAGACATGCGTCT
AGTGTTGTTATCCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATCCCAGTCTCTTGGGCAGGE TTACCCACGTETTACTCALCC
GTCCGCCGLTCECTTGTATCTAGTTTCATTTAGTGCAAGCACTAAAATCATCTAGGCAAGCTCGCTCGACTTGCATGTAT
TAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAALT

SEQID NO: 45
RP2 S12KG278 GGDK 266-1

CTACCTTAGACGGCTGACTCCTATAAAGGTTATCCCACCGGCTTTGGG TG TTACAGACTCTCATGGTGTGACGGGLGGTG
TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCOCGGLGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGLTTCG TG TAGGCGAGTTG
CAGCCTACAGTCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATCCECTTGCCTTCGCAGGTTCGCTTCTCGTTGTACCGTCCATTG

TAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
CTCATTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAATGACAAGGGTTGCGLTCGTTGCGGBACTTAALCCAACATCTCACG
ACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTCTCAGCGTCCCCGAAGGGAACACCTAATCTCTTAGGTTTGCACTGGAT
GTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCETTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCLCCCGTCAATTCC
TITGAGTTTCAACCTTGCGGTCETACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAGAGGCGGAAACCTC
CCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCA
GCGTCAGTTGCAGACCAGAGAGCLGLCCT

NCIMB 41850 GGDK 266-contiene tanto Lactobacillus johnsonii y Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri

[0268]

SEQ ID NO: 46
S12KG279 GGDK-266-2 27F

GTGTGCCTAATACATGCAAGTCOTACGCALTGGCCCAACTGATTGATGGETGCUTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAG
TGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACALGTAGGTAACCTGLCCLGGAGCGGEGGATAACATTTGGAAACAGATGLTAATALCG
CATAACAACAAAAGCCACATGGCTTTTGTTTGAAAGATGGLTTCGGCTATCACTCTGGGATGEACCTGLGGTGCATTAGC
TAGTTGGTAAGGTAALGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGLCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGAL
ACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGLAGTAGGGAATCTTCCACAATGEGGLGCAAGCCTGATGRAGCAACACCGLGTGAG
TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGLGTGAGAGTAACTGTTCACGCAGTEACGGTAT
CCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGLCGCGGTAATALGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATIGEE
CGTAAAGCGAGLCGCAGGLGRTTGLTTAGGTCTGATGTGAAAGCLTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACLGGGC

GACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTA
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SEQ ID NO: 47
S12KG280 GGDK-266-2 519F - repeticion
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CGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCA
TCGGAAACCGGGUGALTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGETGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA
ACACCAGTGGCGAAGGLGECTETCTGETCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGETAGCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCATGCLGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTLCGLCCTTCAGTGCLGGAGLTAACGCATTAAG
CACTCCGLLTGGGGAGTACGALCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGALGGGGGCCCGCACAAGLGGTGGAGCATETG
GTTTAATTCG

SEQ ID NO: 48
S12KG281 GGDK-266-2 926F - repeticion

GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGLGAAGAACCTTACCAGGTCITGACATCTTGCGCT, AACCTT. AGAGATAAGGCGT
TCCCTTCGGGGACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCOTGAGATEGTTGGGTTAAGTCLCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCLGG TGACAAACLGGAGGAAGGTGE
GGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGLTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGET
CGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGUTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATIGE
TAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGLGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC

SEQ ID NO: 49
S12KG282 GGDK-266-2 926R - repeticion

ACTCCCCAGGCGGAGTGUTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTA
CGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGLTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGACAGCC
GCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTLTTCTGCACTCA
AGTCGCCCOGTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACCTAAGCAACCGLCTGCGOTCGETT
TACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGLCACCTACGTATTACLG iiGGCT GCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTITCTGG
TTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTC
TTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGLCTTGCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGA
CCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGLCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTIGGTAAGCCETTACCTTACCA
ACTAGCTAATGCACCGCAGGT

SEQ ID NO: 50
S12KG283 GGDK-266-2 519R

TTTCTGGTTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAA
ACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCLATTGTGGAAGATTCCCTALTGCTGCCTCCLGTAGGA
GTATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGG TAAGCCGTTAL
CTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGTG ATAGCCAAAGCCATCTT]’ CAAACAAAAGCCATGTGGCTT
TTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCLCCCGCTCLCGGGGCAGGTTACCTACGTETTACTCACCLG
TCCGCCACTCACTGGTGATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGLCAGTGCGTACGACTTGLATGT
ATTAGGCACALCGCCGGLGTTCATCCTOAGCCATGATCAAALTCT
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SEQID NO: 51
S12KG284 GGDK-266-2 RP2

TCCCGCCTTAGGLGGCTCCCTCCATAATGGTTAGGCCACCGACTTTGGGLETTACAAACTCCCATGGTGTGACGGGLGET
GTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGALTTCATGTAGGCGAGTT
GCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAACGGLTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGCTIGCGACTCGTTGTACCGTCCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACLGGCAG
TCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGLGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTCCCCGAAGGGAACGCCTTATCTCTAAGGTTAGCGCAAGA
TGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGUTCCACCGCTTGTGCGGGCLCCCGTCAATTC
CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGLTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGLGGAAACCC
TCCAACACCTAGCACTCATCOTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTC
AGCGTCAGTTGCAGACCAGACAGCCGCCTTCGCLACTGGTG

NCIMB 41850 GGDK 266-contiene tanto Lactobacillus johnsonii como Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri

[0269]

SEQ ID NO: 52
S12KG381 27F

GTGTGCCTAATACATGCAAGTCGTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGGTGCTIGCALCTGATTGACGATGEATCACCAGTGAGTGGCGRALG
GOTGAGTAACACGTAGGTAACCTGLLCCGRAGLEGGGEATAACATTTGGAAACAGATGLTAATACCGLATAACAACAAAAGLCACATGELTTT
TGTTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTCTGGGATGGACCTGLGGTGLATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCAT
AGCCGAGTTRAGAGACTGATOBGCCACAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGLAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGEL

GCAAGCCTGATGGAGCAACALCGCOTGAGTGAAGAAGGGTTTCRGCTCRTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGLGTGAGAGTAACTGT
TCACGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTALGTGLCAGCAGCCGLGGTAATACGTAGGTGGCARGCGTTATCCOBATITAT
TGGGCETAAAGLGAGLGLAGGCGRTTGCTTAGGTCTGATGTGARAGCCTTCGGLTTAACCGAAGAAGTGCATCOGAAACCOBGLRACTTGAG
TGC

SEQ ID NO: 53

S12KG382 519F
TTATCCGGATTTATIGGGCGTAAAGCBAGCECAGGCGGTTGLTTAGGTCTGATGTGARAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGLATCGGAAAC
CGGGCAACTTGAGTGLAGAAGAGGACAGTGBAACTCCATGTGTAGCGG TGGAATGLGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCEAAGGLGE
CTGTCTGGTCTGCAACTRACGCTGAGGCTCOARAGCATGGETAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGLT
AGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCLGRAGLTAACGCATTAAGCACTCCELCTGGGGAGTACGACCGLAAGGTTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGEECCCECACAAGCOGTGLAGLATGTGOTTTAATICGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGLTAACCTT

AGAGATAAGGCGTCCCTTCOGGOACGLAATGACAGGTGGTGCATGGTCOTCGTCAGCTCGTGTCATGAGATGTIGGGTTAAGTCLLGCAACG
AGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGLLGRTGACAAACCGRAGGAAGGTEGGEACGACGTCA
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SEQ ID NO: 54
S12KG383 926F

GOTGRAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGLGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTCGGE
GACGCAATGACAGRTGOTGCATCGTCRTCETCAGCICOTRTCOTRAGATATTGRGTTAAGTCCOGCAACCAGLOLAACCCTTGTTACTAGTTG
CCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGOGRACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTG

GOCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGCTCGLGAGAGTAAGCTAATCTCTTARAGCCGTTCTCAGTTCAGACTGTAGG
CTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCECTAGTAATCGCOGATCAGCATGCCGLGGTGAATACRTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCLCETC
ACACCATGGGAGTTTGTAACGLCCAAAGTCGGTGGLCTAACCATTATGGAGGGAGCCACCTAAGGLGGRACAGATGACTGAGGTGAAGTCET
AACAAGGTAGCCGTA

SEQ ID NO: 55
S12KG384 926R

TACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTGAGCTCCOGCACTGAAGGGLGGAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATAT
ATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCGCCCGRTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTAAGCCGAAGG
CTTTCACATCAGACCTAAGCAACCGCCTOCOCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGRATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGLGGCTGCTGGCA
CGTAGTTAGCCGTGACTTTCTGGTTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCLGA
AACCCTTCTTCACTCACGLGGTGTTGCTCCATCAGGUTTGCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGLTGCCTCCCGTAGGAGTATGRACLETGTC
TCAGTTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCOGCTATGCATCATCOCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTC
CATCCCAGAGTGATAGCCAAAGCCATCTTTCARACAAAAGCC

SEQ ID NO: 56
S12KG385 519R

GTGACTTICTGGTTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTGCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCOAAMCCLTTCTTC
ACTCACGCGGTGTTACTCCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCOCGTAGGAGTATGGACCGTRTCTCAGTTCCATT
GTGRCCGATCAGTCTCTCAACTCRGCTATGEATCATCGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCLCAGAGT
GATAGCCAAAGCCATCTTTCAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTG TTATGLGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCLCCGLTCCEGG6E

AGGTTACCTACGTGTTACTCACCCRTCCGCCACTCACTGGTGATCCATCGTCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTAC
GACTTGCATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGCCATGATCAAAC
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SEQID NO: 57
S12KG386 RP2

TCCCGLACTTAGGCGGCTCCCTCCATAATGGTTAGGCCACCGACTITGEGLGTTACAAACTCCCATGGTGTGACGGGLGEGTGTGTACAAGGCC
CGOOAACGTATTCACCGLGGCATGLTGATCCGCGATTACTAGCGATTCLGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAAC
GGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGLTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTE TAGCACGTGTGTAGCCCAGG TCATAAGGGGUATGATGA
TCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGETTTGTCACCGGLAGTCTCACTAGAGTGLCCAACTTAATGCTGGLAACTAGTAACAAGGG TTGLGLTCG
TTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGALGACGACCATGCACCACCTGTCATTGLGTCCCCBAAGGGAALGLCTTATCTCTAAG
GTTAGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCOCETAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCALCGCTTRTGCGGEUCCUCETLAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGLGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGLACTEAAGGELGEAAACCCTCCAACACCTAGCACT
CATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGLTTTCGAGCC

NCIMB 42008 GGDK266a - L. johnsonii (muestra 4a)

[0270]

SEQ ID NO: 58
S12KG399 27F

GLGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGLCTAGATGATTTTAGTGCTTGCACTAAATGAAACTAGATACAAGCGAGCGGLGRACGGET
GAGTAACACGTGGATAACCTGCCCAAGAGACTGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGTCTAGAG
TITGARAGATEGTTCTGCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGLTTACCAAGGCAATGATGCATAGCC
GAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATIGEGACTGAGACACGGLCCAMETCCTACGGEAGETAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAA
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTAGTAACTGGLCTT
TATTTGACGGTAATTACTTAGARAGTCACRGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGLGTTGTCCGRATTTATIGGE
(GTAAAGCGAGTGCAGGCGGTICAATAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGUTCAACCOGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGLAG
AAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGRAATGCGTA

SEQ ID NO: 59
S12KG400 519F

TGTCCGGATTTATTGRGCGTAAAGCGAGTGLAGGCGGTTCAATAAGTCTGATGTGAAAGCCTICGGUTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAALT
GTTGAACTTGAGTGLAGAAGAGEAGAGTGGAACTCCATRTGTAGCEGTOLAATGLGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGLGGL
TCTCTGGTCTGLAACTGACGCTGAGGLTCAAAGCATGEGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTGGGAGGTTICCGCCTCTCAGTECTGCAGLTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGRAGTACBACCGLAAGGTTGASACTCAAAGGAAT
TGACGEGEGLCIGCACAAGLGETGOAGCATGTGETTTAATICGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAALCTAA
GAGATTAGGTGTTCCCTTCGGEGACGCTRAGACAGETGGTGLATGCTGTCRTCAGCTCGTOTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCECAACGA
GCGCAACCCTTRTCATTAGTTGECATCATTAAG TTGGGCACTCTAATGAGACTGLCOGTRACAAACCLGAGGAAGGTGOGGAT

SEQ ID NO: 60
S12KG401 926F
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GGTGGAGCATGTAGTTTAATICGAAGCAACCCOAAGAACCTTACCAGRTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGTGTTCCCTICGE
GGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTLGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGLAACGAGLGCAACCCTTGTCATTAGTT

GCCATCATTAAGTTGEGCACTCTAATGAGACTGCCGGTRACARACCGEAGGAAGGTGGGATCACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGLGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAMGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAG

GCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGLGGATCAGCACGLCGLGGTGAATACGTTCCCGGGLCTTGTACACACCGLLCG
TCACACCATGAGAGTCTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGATAACCTTTATAGRAGTCAGCCGTCTAAGGTAGGACAGATGATTAGGGTGAAGTC
GTAACAAGGTAG

SEQID NO: 61
S12KG402 926R

TACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAGAGGCGGAAACCTCCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGUTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGAGAGCCGLLTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATA
TCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCAACAGTTTCTGATGCAATTCTCCGGTTGAGCCGAAGGLT
TTCACATCAGACTTATTGAACCGCCTGCACTCGCTTTACGCCCAATARATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGLGGLTGLTGGCACG
TAGTTAGCCGTGACTTTCTAAGTAATTACCGTCAAATAAAGGCCAGTTACTACCTCTATCTTTCTTCACTACCAACAGAGLTTTACGAGCLGAAA

CCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGEAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGLLGTGTCTC
AGTCCCAATGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGLAGGTCCA
TCCAAGAGTGATAGCAGANCCATCTTTCAAACTCTAGACATGLGTCTAGTG

SEQ ID NO: 62
S12KG403 519R

GTGACTTTCTAAGTAATTACCGTCAAATAAAGGLCAGTTACTACCTCTATCTTTCTTCACTACCAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCA
CTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTETGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATG
TGGCCGATCAGTCTCTCAACTCRGCTATGCATCATIGCCTTGE TAAGCCGTTACCTTACCAACTAGLTAATGLACCGCAGGTCCATCCAAGAGTS
ATAGCAGAACCATCTTTCAAACTCTAGACATGCGTCTAGTGTTGTTATCCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTRTTATCCCAGTCTCTTORECAG

GTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTCGCTIGTATCTAGTTICATTTAGTGCAAGCACTARAATCATCTAGGCAAGCTCGLTCRACTTG

CATGTATTAGGCACGLLGCCAGCGTTCRTCCTGAGCCA

SEQ ID NO: 63
S12KG404 RP2

TCCTACACTTAGACGGCTGACTCCTATAAAGGTTATCCCACCGGLTTTGLGTGTTACAGACTCTCATGGTGTGACGGGLGGTGTGTACAAGGCC
COGGAACGTATICACCGLGGCGTECTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCE TG TAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCLGAALTGAGAAC
GGCTTTAAGAGATCCGCTTGCCTTCGCAGETTCGCTTCTCOTTGTACCGTCCATTIGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGG GGCATGATGA
CTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGRCAGTCTCATTAGAGTGLCCAACTTAATGATGGCAACTAATGACAAGGLTTGCGCTCG
TTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGLCATGCACCACCTGTCTCAGCGTCCCCGAAGGGAACACCTAATCITCTTAG
GTTTGCACTGOATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGLGTTECTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCLTT
TGAGTTTCAALLTTGUGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGLTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAGAG GLGGAAACCTCCCAACACTTAGCACTC
ATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGOTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGE
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SEQID NO: 64
NCIMB 42009 GGDK266b - L. reuteri (muestra 6a)
S12KG411 27F

GTGTGCCTAATACATGCAAGTCGTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGRTGCTTOCACCTAATIGACGATGGATCACCAGTGAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCGRAGCGRGGOATAACATTTGGAAACAGATGLTAATACCGCATAACAACAARAGCCACATGECTTT
TGTTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTCTGGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCAT

AGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGLAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGE

GCAAGCCTGATGGAGCAACACCGUGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTARAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACETGCGTGAGAGTAACTGT
TCACGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGOCAAGCGT

SEQ ID NO: 65
S12KG412 519F

TATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGLGGTIGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGLTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACT
GGGCGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATETGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACLAGTGGLGAAGGLGGC
TGTCTGETCTGCAACTGACGCTOAGGCTCGAAAGCATGGETAGCEAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTA
GGTGTTGGAGGGTTTCCGCCLTTCAGTGLCGGAGLTAACGCATTAAGCACTCCGLCTGGGGAGTACGACCGUAAGGTTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGEGCCCECACAAGCGGTGEAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGLGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAG
AGATAAGGCGTTCCCTTCOGGGACGCAATGACAGGTGGTGLATGRTCGTCOTCAGCTCGTGTCGTGAGATATTGGGTTAAGTCCCGLAACGA
GCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGLCGGTGACAAALLGGAGGA

SEQ ID NO: 66
S12KG413 926F

GTGGAGCATGTGGTTTAATICGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTCGGGG
ACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGRTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCCGCAACGAGLGCAACCCTTGTTACTAGTTGL
CAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGRTGACAMCCGGAGGAAGGTGEEGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGLTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGL
TGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGARTCGCTAGTAATCGCGOATCAGCATGLCGLGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGLCCGTC
ACACCATGGGAGTTTGTAACGCCCAAAGTCGGTGACCTAACCATTATGGAGGGAGCCGCCTAAGGCGGGACAGATGACTGRGETGAAGTCGT

SEQ ID NO: 67
S12KG414 926R
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TACTCCCCAGGCRGAGTGCTTAATGLGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGLGGAAACCLTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGLATGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTICGAGCCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATA
TCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTICCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCGCLCGGTTTCLGATGCACTTCTTCGETTAAGCCGAAGGT
TTTCACATCAGACCTAAGCAACCGLCTGCGCTCOCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTELTGGCAL
GTAGTTAGCCGTGACTTTCTGGTTGGATACCGTCACTGLGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCLGAA
ACCCTTCTTCACTCACGLGGTATTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTE TGGAAGATTCCCTACTRCTGLCTCLCGTAGGAGTATGGALLGTGTCT

CAGTTCCATTGTGGCLGATCAGTCTCTCAACTCGGLTATGCATCATCGCC

SEQ ID NO: 68
S12KG415 519R

GTGACTTTCTGGTTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTICTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTC

ACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCOTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTCCATT
GTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGLCTTGGTAAGCCOTTACCTTACCAACTAGCTARTGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGT
GATAGCCAAAGCCATCTTTCAMCAARAGCCATGTGRCTTTTGTTGTTATGCGOTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCLLGUTCCGGGEC
AGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCOGCCACTCACTGGTGATCCATCGTCAATCAGG TGCAAGCACCATCAATCAGTTGEGCCAGTGCGTAC
GACTTGCATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCAT

SEQ ID NO: 69
S12KG416 RP2

TCCCGCCTTAGGCGGCTCCCTCCATAATGETTAGGCCACCGACTTTEGGCGTTACAAACTCCCATGG TG TGACGGGLGGTGTGTACAAGGLLL
GGGAACGTATTCACCGLGGCATGLTGATCCGLGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGLGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAACG
GCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCACGAGCTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTG TAGCCCAGG TCATAAGGGGCATGATGAT
CTGACGTCETCOLCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCLCAALTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGT
TGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGALGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTCCCCGAAGGGAALGCCTTATCTCTAAGG
TTAGCGCAAGATGTCAAGACCTGETAAGGTTCTTCGCETAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGLTTGTGUGGGLCCCCGTCAATTCCTTT
GAGTTTCAACCTTGCGGTCETACTCC

SEQID NO: 70
NCIMB 42010 GGDK161a - L.plantarum (muestra 7a)
S12KG417 27F

GTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGLATCATGATITACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACAC
GTEGGAAACCTECCCAGAAGLGEGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGEACCECATGETCCEAGTTTGAAAGA

TEGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGECOTATTAGCTACATGGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCLGACCTGA

GAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGLCCAAALTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGAT
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGAC
GGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTECCAGCAGCCOLGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTLCGGATTTATIGGGLGTAAAGL
GAGCGCAGGLGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGRAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGA

CAGTGGAACTCATGTGT
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SEQIDNO: 71
S12KG418 519F

TCCGGATTTATTGGGLGTAAAGCGAGCGCAGGCEGTTTTTTAAGTCT GATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACLGAAGAAGTGCATCGGAAACTGE
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGARATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGLGGLTG

TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGLTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTARALGATGAATGLTAAG
TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGLCTGEGGAGTACGGCCECAAGGUTGAAACTCAAAGGAATIG
ACGGEGEGCCCGCACAAGCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGLGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAG
ATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGETGCATGGTTGTCOTCAGCTCGTGTCOTGAGATGTIGGGTTAAGTCCCGLAACGAGCS
CABCCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGLCGGTGACAAALCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT
CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC

SEQ ID NO: 72
S12KG419 926F

GGTGGAGCATGTGETTTAATTCGAAGCTACGLGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGG
GACATGGATACAGGTGGTECATGETTGTCOTCAGCTCO TR TCRTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACCAGCGCAACCCTTATTATCAGTTG

CCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCLGGTOACAAACCGEAGGAAGGTOGGGATGACGTCAAATCATCATGLCCCTTATGALCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATIGTAGG
CTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGLLGLGGTGAATACGTTCLCGEGCCTTGTACACACCGLLCGTC
ACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGRTGGGGTAACCTTTTAGGAACCAGLCGLCTAAGGTGGGACAGATGATTACGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCCGTA

SEQID NO: 73
S12KG420 926R

GTACTCCCCAGGLOGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCEGAAALCCTCCAACACTTAGCATTCATCGTTTACGGTATGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTALCCATACTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGLCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATAT
ATCTACGCATTICACCGUTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGLACTTCTTCGGTTGAGCLGAAGGC
TITCACATCAGACTTAAAAAACCGLCTGCGCTCGLTTTACGCCCARTAAATCLGOACAACGCTTGLCACCTACGTATTACCGCGGLTGCTGGCAC
GTAGTTAGCCETGGCTTICTGETTAAATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTCTTTAACAACAGAG TTTTACGAGCCGAA
ACCCTTCTTCACTCACGLGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTECTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGECCGTGTCT
CAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCTCACCATCTAGCTAATACGCCGLGGGAC

CATCCAAAAGTGATA

SEQID NO: 74
S12KG421 519R
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TGECTTTCTGETTAAATACCOTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGATATGTTCTTCTITAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCAC
TCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCETCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGLTGCCTCCCETAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCLCAATGT

. GGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCLGTTACCTCACCATCTAGCTAATACGCCGCGGGACCATCTAAAAGTG
ATAGCCGAAGCCATCTTTCAAACTCGGACCATGCGGTCCAAGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTICCAGGTGTTATCCCCCGLTTCTGGGLA
GGTTTCCCACGTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCACTCAAATGTAAATCATGATGCAAGCACCAATCAATACCAGAGTICGTTCGACTTGLATGT
ATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCATGATCAAACTCTA

SEQID NO: 75
S12KG422 RP2

ACTTAGGCGGCTGGTTCCTAAAAGGTTACCCCACCGACTTTGGE TGTTACAAACTCTCATGGTGTGALGGGUGETGTGTACAAGGCLCGGGAA
COTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCOATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGLTTTA
AGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGLAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGLGCATGATGATTTGACG
TCATCCCCACCTTCCTCCOGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTGCCCAACTTAATGLTGGLAACTGATAATAAGGETTGCGLTCGTTGLGE
GACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCATGTCLLCGAAGGGAALGTCTAATCTCITAGATTTGE
ATAGTATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGLGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTECGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
TCAGCCTTGCEGCCGTACTCLCCAGGCOEAATGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGEGCGGAAACCLTCCA

NCIMB 42011 GGDK161b-L. reuteri (muestra 11a)

[0271]

SEQID NO: 76
S12KG441 27F

TAATACATGCAAGTCGTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTGGLGGACGGGTGAGT
AACACGTAGGTAACCTGCCCCOGAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACAAAAGCCACATGGC GTTTGA

AAGATGGCTTTGGCTATCACTCTGGGATGGACCTGLGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGUTTACCAAGGLGATGATGLATAGCLGAG
TTGAGAGACTGATCGGLLACAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGLGCAAGCC
TGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGUTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGCGTGAGAGTAALTGTTCALGCA
LTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGLTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGETAATACGTAGGTGGCAAGCGTGATLCGGATTTATTGGGLG
TAAAGCGAGCGCAGGUGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAGACGGGCGACTTGAGTGCA

SEQID NO: 77
S12KG442 519F

TTATCCGGATTTATTGGGLGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGLCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAAL
CGGGCGALTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGC GG TGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGLGAAGGLGG
CTGTCTGGTCTGCAACTEALGUTGAGGLTCEAAAGCATGGETAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGLCGTAAACGATGAGTGCT
AGGTGTTGGAGGGTTTCLGCLCTTCAGTGLCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGLCTGEGHAGTACGACCGLAAGGTTGAAACGCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGETEEAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTT
ANAAGGCGTCCCCTTCOGGEALTCAATGACAGGTGETGCATGGTT
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SEQID NO: 78
S12KG443 926F

GETGBAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAALCTTACCAGGTCTTGACATCTTIBCGCTAACCTTAGAGATAAGGLGTTCCCTTCGGE
GACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCOTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTG
CCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCLCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGUTACAATGGACGGTACAACGAGTLGCAAGCTCGUGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGG
CTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGLTAGTAATCGCGGATCAGCATGLCGCEGTGAATACGTTCUCGGGLUCTTGTACACACCGLLICGTC
ACACCATGGGAGTTTGTAACGCCCAAAGTCGETGGCCTAACCTTTATGGAGGGAGCCGCCTAAGGCGGGACAGATGACTGGGGTEAAGTCGT
AACAAGGTAG

SEQID NO: 79
S12KG444 926R
Sin resultado
SEQID NO: 80
S12KG445 519R

GTGACTTTCTGGTIGGATALCGTCACTECG TGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCT TTACGAGCLGAAACCCTTLTTC
ACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCLCATTIGTGGAAGATTCLCTACTGCTGLCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTCTCAGTTCCATT
GTGGCLGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAAGCLGTTACCTTACCAACTAGCTAATGLALCGCAGG TCLATCCCAGAGT
GATAGCCAAAGCCATCTTTCAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCLCCCGLTCCEGGEL
AGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTGGTAATCCATCGTCAATCAGGTGLAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGLGTAL
GACTTGCATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATECTGAGLCA ‘

SEQID NO: 81
S12KG446 RP2

CTCCCTCCATAAAGGTTAGGCCACCGACTTTGGGCGTTACAAACTCCCATGGTGTGACGGGLGETGTGTACAAGGLCCGGGAACGTATTCACC
GCGGLATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAACGGLTTTAAGAGATTAG

CTTACTCTCGCGAGCTTGLGACTCGTTETACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCLCCA
CCTTCCTCCGETTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAALTAGTAACAAGGGTTGLGCTCGTTGLGGGACTTAACC
CAACATCTCACGACALGAGCTCACGACGACCATECACCACCTGTCATTGLGTCCCCGAAGGBAALGCCTTATCTCTAAGGTTAGLGCAAGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGRTAGCTTCRAATTAAACCACATGLTCCACCGCTTGTGLGGGCCCCCATCAATTCCTTIGAGTTTCAACCTTG
GCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGLTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAA

NCIMB 42012 GGDK266¢c-L. reuteri (muestra 1a)

[0272]

SEQ ID NO: 82
S12KG381 27F

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2656 037 T3

GTGTGCCTAATACATGCAAGTCGTACGCACTGOCCCAACTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTGGLGGACG
GGTGAGTAACACGTAGGTAALCTGLLCCGGAGCGGELGATAALATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACAAAAGCCACATGGETTT
TGTTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTLTGGGATGGALCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCAT
AGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACALGGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG GAATCTTCCACAATGGGL
GCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTLATAAGCTCTGTIGTTGGAGAAGAACGTGCG TGAGAGTAACTGT
TCACGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAG TCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCUGCEGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTAT
TGGGCETAAAGUGAGCGLAGGCGRTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACTTGAG
TGC

SEQID NO: 83
S12KG382 519F

TTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCEGTTGUTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAAC
CGGGCAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAALTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTEECGAAGGLGG
CTGTCTGGTCTGCAALTGACGLTGAGGLTCOAAAGLATCGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGLCGTAAACGATGAGTGCT
AGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTICAGTGLLGGAGCTAALGLATTAAGCACTCCGLCTGGGGAGTACGACCGLAAGGTTGAAALTCAAAGGA
ATTGACGEGGGCCCGLACAAGLGGTERAGCATETGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGETCTTGACATCTTGCGCTAALLTT
AGAGATAAGGCGTCCCTTCGGGGACGCAATGACAGGTGETGCATGGTCGTCETCAGCTCGTGTCGTGAGATCTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGUCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGLCGETGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCA

SEQID NO: 84
S12KG383 926F

GGTGGAGCATGTGGTITAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTCCLTTCGGE
GACGCAATGACAGLTGGTGCATGETCETCGTCAGCTCGTETCETRAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGLGLAACCCTTGTTALTAGTTG
CCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGLCGETGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGALGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACLTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGCTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCETTCTCAGTTCGGACTGTAGG
CTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATECCGCGRTAGAATACGTTCLCGGGLCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGGAGTTTGTAACGCCCAAAGTCGGTGGLCTAACCATTATGGAGGGAGLLGCLTAAGGCGGGACAGATGACTGGGGTGAAGTCGT
AACAAGGTAGCCGTA

SEQID NO: 85
S12KG384 926R

TACTCCCCAGGUGGAGTGCTTAATGLGTGAGCTCCGGCACTGAAGGGCGEAAACCCTCLAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTA

CCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATECTTTCGAGCCTCAGCETCAGTIGCAGACCAGACAGCCGLCTTCGCCACTGETGTTCTTCCATAT
ATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCGLLCGGTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTAAGCCGAAGG

CTTTCACATCAGACCTAAGCAACCGCCTGLGCTCOCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGLCACCTACGTATTALCGLGGLTGUTGGCA
CGTAGTTAGCCGTGACTTTCTGETTGGATACCGTCACTGCGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTTCTTCTCCAACAACAGAGCTTTACGAGCCGA
AACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGLGLCCATIGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGACCGTGTC
TCAGTTCCATTGTGGCCGATCAGTCTCTCAALTCGGCTATGCATCATCGLCTTEETAAGCCGTTACCTTACCAALTAGLTAATGCACCGLAGGTC
CATCCCAGAGTGATAGCCAAAGUCATCTTTCAAACAAAAGLC

SEQ ID NO: 86
S12KG385 519R
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GTGACTTTCTGGTTGGATACCGTCACTGLGTGAACAGTTACTCTCACGCACGTGCTTCTCCAACAACAGAGCTITACGAGCLGAAACCCTTCTTC
ACTCACGUGGTGTTECTCCATCAGGCTTGCGLCCATTETGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATEGACCGTGTCTCAGTTCCATT
GTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTCGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCACCGCAGGTCCATCCCAGAGT
GATAGCCAAAGCCATCTTTCAAACAAAAGCCATGTGGCTTTTGTTGTTATGUGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCCGCTCCGEGET
AGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCACTGG TGATCCATCOTCAATCAGGTGLAAGCACCATCAATCAGTTGGGCCAGTGCGTAC
GACTTGCATGTATTAGGCACACCGCCGGCGTTCATCCTGAGLCATGATCAAAL

SEQID NO: 87
S12KG386 RP2

TCCCGCACTTAGGCGGCTCCCTCCATAATGETTAGGCCACCGACTTTGGGCGTTACAAACTCCCATGETGTGACCGGGLGGTGTGTACAAGGCD
CGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCEATTCCGACTTCGTEGTAGGLGAGTTGCAGCUTACAGTCCGAACTGAGAAC
GGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGCTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGA
TCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGG TTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAALTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGLGCTCG
TTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTCCCCGAAGGGAACGLCTTATCTCTAAG
GTTAGCGCAAGATGTCAAGALCTGGTAAGGTTCTTCGCATAGCTTCGAATTAAACCACATGUTCCACCGLTTGTGCGGGCCCCCETCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACT
CATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGLTTTCGAGCC
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Reivindicaciones
1. Una cepa bacteriana de acido lactico porcino que se selecciona de:

(i) NCIMB 41846;
(i) NCIMB 41847;
(i) NCIMB 41848;
(iv) NCIMB 41849;
(v) NCIMB 41850;
(vi) NCIMB 42008;
(vii) NCIMB 42009;
(viii) NCIMB 42010;
(ix) NCIMB 42011;
(x) NCIMB 42012;

y cualquier combinacion de dos o mas de los mismos.

2. Una composicion que comprende uno o mas de acido lactico las cepas bacterianas segun la reivindicaciéon 1y un
excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente.

3. Una composicion probidtica que comprende una o mas cepas bacterianas de acido lactico segun la reivindicacion
1.

4. Una o mas cepas bacterianas del acido lactico de acuerdo con la reivindicacién 1 para uso en medicina.
5. Una o mas cepas bacterianas de acido lactico para su uso segun la reivindicacion 4, en que una o mas cepas
bacterianas de acido lactico son para su uso en la mejora de la microbiota intestinal, y en que una o mas cepas

bacterianas de acido lactico exhiben actividad antimicrobiana contra E. coli y/o S. enteritidis.

6. Una o mas cepas bacterianas de acido lactico segun la reivindicacion 1 para uso en el tratamiento de un trastorno
intestinal en un sujeto.

7. Una o mas cepas bacterianas de acido lactico para uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en que el sujeto es un
mamifero, preferiblemente un humano.

8. Una o mas cepas bacterianas del acido lactico para uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en que el trastorno
intestinal es la salmonelosis, sindrome del intestino irritable (IBS), trastorno intestinal inflamatorio (IBD), dispepsia
funcional, estrefiimiento funcional, diarrea funcional (incluyendo diarrea asociada a antibiéticos, diarrea de viajero y
diarrea pediatrica), dolor abdominal funcional, distensién funcional, sindrome de dolor epigastrico, sindrome de
dificultad postprandial, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enterocolitis necrotizante, y combinaciones de los
mismos.

9. Un pienso que comprende una o mas cepas bacterianas de acuerdo con la reivindicacion 1.

10. Un producto alimenticio que comprende una o mas cepas bacterianas de acuerdo con la reivindicacion 1.

11. Un suplemento dietético que comprende una o mas cepas bacterianas de acuerdo con la reivindicacion 1.

12. Un aditivo alimentario que comprende una o mas cepas bacterianas de acuerdo con la reivindicacion 1.

13. Un proceso para producir un probiético, comprendiendo dicho proceso el cultivo de una cepa bacteriana de
acuerdo con la reivindicacion 1
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Grupo 1

Blanco

Agar XLD que contiene S. enteritidis S1400 [10° ufc/ml].

Aproximadamente pocillos de 5 mm cortados en agar

Una alicuota (60pl) de medios condicionales o caldo de MRS afiadidos a los
pocillos,

Placas incubadas aerdbicamente durante 16 horas a 37°C.

Imagen capturada y area de inhibicidon medida

Grupo 1 <20.000 unidades de inhibiciédn
Grupo 2 20.000-40.000 unidades de inhibicién
Grupo 3 4£0.000-60.000 unidades de inhibicién

Grupo 4 60.000-80.000 unidades de inhibicidn
Grupo 5 80.000-100.000 unidades de inhibicién
Grupo B >>100.000 unidades de inhibicién

Blanco

Muestra Diametro de Diametro de Area de

bacteriana circulo interno | circulo externo | inhibicidn

1 174 366 81.430

2 174 354 74,644

3 174 336 64.889 i —
Area interna Area externa

Area de inhibicién = [(xR?3) - (=R2)]

FIG. 1
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valores individuales
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FIG. 2a

Agrupacionas arbitrarias en base a actividad inhibitoria

180000.0 Grupo 1-<20000 units

160000.0 - Grupo 2 - 2000040000 unidades
s ) Grupo 3 - 40000-60000 unidades
é 140000.0 4 Grupe 4 - 60000-80000 unidades
2 Grupo 5 - 80000-100000 unidades
§ 12000001 Grupeo 6 - >100000 units
£ 1000000+
Z 80000.0-
€ 60000.0
s
< 40000.0 1

20000.0 -
0.0 :

T r— - T T 1
Grupo 1 Grupo 2 Grupo J Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

FIG. 2b
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valores individuales

140000
120000
100000
80000 -
60000 -
40000 -
20000 -
0 I~ DM O = O D = O — DD D D 5 I
TR oRESSNR ISR e QTN RERERR AR
FIG. 3a
Agrupaciones arbitrarias en base a actividad inhibitoria
100000 Grupe 1 - <20000 unidades
90000 4 Srupe 2 - 20000-40000 unidades
Grupo 3. 40000-60000 unidades
800004 Grupo 4 - 0000-80000 unidades n=115
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Actividad contra S. enteritidis
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Patdgeno enlazado (% de patégeno
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Salmonela enlazada (% de SE solo)
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Bacteria evaluada: lactobacillus plantarum
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Todos los tejidos
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S. enteritidis (ufc/g heces)
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