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DESCRIPCION
Células microbianas, métodos de produccién de las mismas y usos de las mismas
ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a células de Megasphaera elsdenii, a métodos de produccién de células de M. elsdenii,
a aditivos para piensos y a composiciones que comprenden las células, y a usos que implican la administracién de las
células a animales, que incluyen, por ejemplo, para mejorar el rendimiento del crecimiento y/o la salud. La presente
invencién también se refiere a células microbianas, que incluyen, pero no se limitan a, bacterias aerobias, bacterias
anaerobias y células de levadura, y a métodos de produccion de células microbianas, aditivos para piensos y
composiciones que comprenden las células microbianas, y a usos que implican la administracién de las células
microbianas a animales, que incluyen, por ejemplo, para mejorar el rendimiento del crecimiento y/o la salud.

Antecedentes

Megasphaera elsdenii (es decir, M. elsdenii) es un diplococo gramnegativo inmovil que utiliza lactato como fuente de
carbono preferida y puede ayudar a para prevenir la acidosis, que es un trastorno digestivo comun que afecta a
millones de cabezas de ganado vacuno y lechero cada afio.

Cuando el ganado vacuno y otros rumiantes ingieren grandes cantidades de alimentos amilaceos (por ejemplo, granos
de cereal) o azlicares simples, microorganismos oportunistas en el estdmago pueden fermentar rapidamente estos
compuestos en acido lactico. El &cido lactico es un potente acido organico y puede conducir a acidosis lactica, que
puede alterar la actividad digestiva normal y provocar un gran dafio al revestimiento del tubo digestivo en los rumiantes.
Los animales afectados tienen un rendimiento inferior al 6ptimo. Y la forma mas aguda de la acidosis lactica puede
provocar un dafo irreversible a los aparatos digestivo y respiratorio de un animal, asi como elevadas tasas de
mortalidad.

M. elsdenii puede ayudar a controlar la acidosis lactica por la capacidad de las bacterias de convertir el acido lactico
en acidos grasos volatiles (AGV; por ejemplo, butirato, propionato y acetato), que son compuestos organicos inocuos.
Pero, las poblaciones de M. elsdenii en el tubo gastrointestinal de rumiantes estan frecuentemente a niveles
demasiado bajos como para prevenir el riesgo de la acidosis. Por consiguiente, se desarrollé un cultivo liquido de
células vivas de una cepa de M. elsdenii, Lactipro®, para aumentar la tasa de colonizacion de M. elsdenii en el tubo
gastrointestinal de rumiantes. Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.2 7.550.139. Sin embargo, existen
limitaciones practicas que han limitado el uso de productos que contienen M. elsdenii, que incluyen la dificultad de
mantener productos de M. elsdenii en condiciones anaerobias requeridas por el organismo y la dificultad de transportar
los productos de M. elsdenii desde la instalacion de produccién hasta el sitio de uso final en 14 dias, tiempo después
del cual disminuye significativamente la viabilidad de M. elsdenii en el producto.

Aunque la patente de EE. UU. n.% 4.138.498 trata, en general, la posible liofilizaciéon de M. elsdenii, no proporciona
ningin método de produccion de M. elsdenii liofilizado que pueda usar a escala comercial para vencer las limitaciones
comerciales existentes. Ademas, al menos un grupo informé recientemente que la liofilizacién microorganismos, que
incluyen anaerobios tales como M. elsdenii, no es comercialmente practica. Véase, por ejemplo, el documento de
patente WO 2017/015022. Teather et al. describen métodos de mantenimiento de cepas de laboratorio de bacterias
estrictamente anaerobias del rumen y Khan et al. describen el uso de antioxidantes para mantener las bacterias
intestinales humanas altamente sensibles al oxigeno Faecalibacterium prausnitzii vivas en el aire ambiente.

Por lo tanto, existe una necesidad de células de Megasphaera, tales como células de Megasphaera elsdenii, que
incluyen métodos de produccién de las mismas, que venzan las limitaciones existentes. También existe la necesidad
de otras células microbianas, tales como Bifidobacterium, tales como B. breve, Lactobacillus, tales como L. plantarum,
Bifidobacterium, tales como B. animalis subsp. lactis, Pediococcus, tales como P, acidilactici, Lactobacillus, tales como
L. casei, Bacillus, tales como B. subtilis, Saccharomyces, tales como S. boulardiiy S. cerevisiae, que incluyen métodos
de produccién de las mismas, que vencen las limitaciones existentes.

BREVE SUMARIO DE LA DIVULGACION

Segln un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método de produccién de células de Megasphaera elsdenii
liofilizadas, que comprende:

(a) preparar un cultivo liguido en condiciones anaerobias que comprende células de M. elsdenii y un medio de
crecimiento que comprende al menos dos fuentes de carbono seleccionadas del grupo que consiste en: caseina,
lactato, dextrosa, fructosa, fructano, glucosa, sacarosa, lactosa, maltosa, acetato, glicerol, manitol, sacarosa, xilosa,
melaza, fucosa, glucosamina, dextrano, una grasa, un aceite, glicerol, acetato sodico, arabinosa, proteina de soja,
proteina soluble, rafinosa, amilosa, almidén, y combinaciones de los mismos, en donde el volumen de cultivo liquido
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es entre aproximadamente 2 litros y aproximadamente 75.000 litros, (b) extraer las células en condiciones anaerobias,
(c) afiadir al menos un crioprotector a las células extraidas, (d) congelar las células, (e) liofilizar las células, y (f) en
donde aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g de células de M. elsdenii son viables después
de la liofilizacion.

En una realizacién, las al menos dos fuentes de carbono consisten en aproximadamente 50-90 % de una primera
fuente de carbono y aproximadamente 10-50 % de una segunda fuente de carbono, en donde la segunda fuente de
carbono es diferente de la primera fuente de carbono, y en donde el 100 % de las al menos dos fuentes de carbono
consiste en la primera fuente de carbono y la segunda fuente de carbono.

En una realizacién, la extraccién comprende al menos una técnica seleccionada del grupo que consiste en:
centrifugacion, filtracion, dialisis, 6smosis inversa y combinaciones de los mismos, opcionalmente en donde la filtracién
comprende filtracién de flujo tangencial, y/o en donde el cultivo comprende un liquido, y en donde la extraccién
comprende retirar aproximadamente del 60 % a aproximadamente el 100 % del liquido, en donde la extracciéon de las
células en condiciones anaerobias ocurre antes de que el cultivo entre en la fase estacionaria y/o en donde la
congelacién es a una temperatura de aproximadamente -80 °C a aproximadamente -210 °C.

En una realizacion, la congelacién comprende poner en contacto un recipiente que comprende las células de M.
elsdenii con nitrégeno liquido, y/o en donde la congelacién comprende poner en contacto las células con nitrégeno
liquido, y/o en donde la congelacién es a una temperatura de aproximadamente -196 °C y produce sedimentos
congelados que comprenden las células, y en donde el diametro de los sedimentos congelados es aproximadamente
0,0254 mm (0,001 pulgadas) a aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas), y/o en donde el pH del cultivo de M. elsdenii
antes de la extraccion es entre aproximadamente 4,5 y aproximadamente 7,0.

En una realizacién, aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 1 x 10’2 UFC/g de las células de M. elsdenii
liofilizadas son viables después del almacenamiento a una temperatura de aproximadamente 25 °C durante al menos
2 semanas, o en donde aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 1 x 102 UFC/g de las células de M. elsdenii
liofilizadas son viables después del almacenamiento a aproximadamente 4 °C durante mas de 1 mes.

En una realizacién, el al menos un crioprotector se proporciona presente en una cantidad de aproximadamente el 1 %
a aproximadamente el 20 % (p/v) del cultivo.

En una realizacion, el volumen de cultivo liquido es al menos aproximadamente 50 litros.
En una realizacién, las células en el cultivo consisten en células de M. elsdenii.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS/FIGURAS

La FIG. 1 muestra el efecto de la temperatura de almacenamiento sobre la viabilidad de cultivos liquidos de
NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii durante un periodo de 28 dias en términos de rendimiento de células
de M. elsdenii en unidades formadoras de colonias por mililitro ("UFC/mI") en escala logaritmica ("log10").

La FIG. 2 muestra la viabilidad de cultivos liquidos de NCIMB 41125 de M. elsdenii despuésde 0, 7, 14,21y
28 dias de almacenamiento a temperatura ambiente en términos de rendimiento de células de M. elsdenii
en UFC/ml en escala de log10.

La FIG. 3 muestra un esquema de un sistema de filtracién de flujo tangencial ("FFT"}.

La FIG. 4 muestra el rendimiento de células de M. elsdenii en UFC/mI de concentrado en el eje y en escala
de log10 después del procesamiento a través del sistema de FFT. El eje x indica una reduccién de volumen
del 70 %, 80 % 0 90 % por el sistema. "Diana" se refiere a la recuperacion teérica de células de M. elsdenii
después del procesamiento de FFT. "Conc." se refiere a la recuperacién real de células de M. elsdenii en el
concentrado, que es el volumen de células concentradas que quedan después de las reducciones de volumen
indicadas.

La FIG. 5 muestra la pérdida de células tras la congelacion de células a -80 °C o en nitrégeno liquido (NLiq)
y la liofilizacion de células usando un ciclo lento (38 horas a 135 mTorr) o rapido (18,5 horas a 250 mTorr).
Las células fueron de concentrados después del 70 %, 80 % o 90 % de reduccién de volumen con FFT de
cultivos que tienen 8 % de maltodextrina/15 % de leche desnatada (M/LD) u 8 % de trehalosa/15 % de leche
desnatada (T/LD) como crioprotectores.

La FIG. 6 muestra el rendimiento de células de NCIMB 41125 de M. elsdenii después de un ayuno inicial
(nitrogeno liquido) o congelacion lenta (-20 °C) seguido de liofilizacion (en presencia de 15 % de
maltodextrinay 0 % 0 7,5 % de trehalosa.
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La FIG. 7 muestra la pérdida de células observada en células de NCIMB 41125 de M. elsdenii congeladas
con o sin 4 % de trehalosa 0 7,5 % de leche desnatada a -80 °C o en nitrégeno liquido (NLiq).

La FIG. 8 muestra la pérdida de células observada en muestras liofilizadas obtenidas del concentrado de
90 % de reduccién de volumen, mezcladas con 8 % de trehalosa/15 % de leche desnatada (T/LD) u 8 % de
maltodextrina/15 % de leche desnatada (M/LD), congeladas a -80 °C o en nitrégeno liquido (NLiq), y
liofilizadas usando el ciclo rapido y conservadas a temperatura ambiente o 4 °C en condiciones anaerobias
durante hasta 24 semanas.

La FIG. 9 muestra la pérdida de células observada en muestras liofilizadas obtenidas del concentrado de
90 % de reduccién de volumen, mezcladas con 8 % de trehalosa/15 % de lecha desnatada (T/LD) u 8 % de
maltodextrina/15 % de lecha desnatada (M/LD), congeladas a -80 °C o en nitrégeno liquido (NLiq), y
liofilizadas usando el ciclo rapido y conservadas a temperatura ambiente o 4 °C en condiciones anaerobias
durante 24 semanas. Las barras sin un superindice comun son estadisticamente diferentes, P < 0,02.

La FIG. 10 muestra curvas de crecimiento realizadas en producto no liofilizado o liofilizado rehidratado
obtenido del concentrado de 90 % de reduccion de volumen, mezcladas con 8 % de trehalosa/15 % de leche
desnatada (T/LD} u 8 % de maltodextrina/15 % de leche desnatada (M/LD), congeladas en nitrégeno liquido
(NLiq) y liofilizadas usando el ciclo rapido después de 12, 16, 20 o0 24 semanas de almacenamiento en
condiciones anaerobias a 4 0 25 °C. La densidad 6ptica (DO) se muestra a 600 nanémetros (nm) como se
mide desde 0 horas hasta 20 horas. Lineas amarillas = no liofilizado, lineas rojas = T/LD, lineas azules =
M/LD, lineas de puntos = conservadas a 4 °C y lineas sélidas = conservadas a 25 °C.

La FIG. 11 muestra M. elsdenii en UFC por gramo ("UFC/g") en escala de log10 de viales liofilizados
conservados a 4 °C durante hasta 11 meses. Cada punto de datos corresponde al rendimiento promedio de
3 viales de 2 series de liofilizacion diferentes (6 viales en total).

La FIG. 12 muestra la concentracion de M. elsdenii (UFC/cabeza/dia) en producto liofilizado administrado
diariamente como un tratamiento de cobertura (es decir, un tratamiento afiadido a un pienso animal
mezclando el tratamiento en el pienso o poniendo el tratamiento encima del pienso). La semana de muestreo
se muestra en el eje x, efecto de muestreo, P < 0,0001. La linea horizontal sélida representa la concentracion
diana de M. elsdenii (UFC/cabeza/dia) a administrar diariamente.

La FIG. 13 muestra la concentracion de M. elsdenii en maiz molido cubierto con producto liofilizado y expuesto
durante 0 a 4 horas a condiciones atmosféricas en el laboratorio a temperatura ambiente sin exposicién
directa al sol (dentro) o fuera a temperaturas diarias promedio de hasta 95 °F con exposicion directa al sol
(fuera). Efecto combinado del tiempo de exposicién y las condiciones de almacenamiento, P = 0,0007; efecto
del tiempo de exposicién, P < 0,0001; efecto de las condiciones de almacenamiento, P < 0,0001.

La FIG. 14 muestra la concentracién de endotoxinas (UE/ml} en muestras de liquido del rumen (medido como
un indicador de la lisis bacteriana en el rumen) obtenidas 26 horas después de la primera alimentacién para
cada grupo: Grupo de control (no recibié M. elsdenii), grupo no liofilizado (recibié 50 ml de cultivo liquido de
M. elsdenii que contiene 10'9 UFC de M. elsdenii), grupo rehidratado (recibié cultivo liofilizado que se
rehidratdé inmediatamente antes de la administracion, que contiene 10'° UFC de M. elsdenii) y grupo de
cobertura (recibi6 cultivo liofilizado que se rehidratdé inmediatamente antes de la administracién, que contiene
109 UFC de M. elsdenii, y también recibio producto de M. elsdenii liofilizado incorporado como una cobertura
que contiene 108 UFC de M. elsdenii). Efecto de tratamiento, P = 0,3462.

La FIG. 15 muestra el pH ruminal medido en intervalos de 1 hora para cada grupo: Grupo de control (no
recibio M. elsdenii), grupo no liofilizado (recibié 50 ml de cultivo liquido de M. elsdenii que contenia 10'® UFC
de M. elsdenii), grupo rehidratado (recibi6é cultivo liofilizado que se rehidraté inmediatamente antes de la
administracién, que contenia 101 UFC de M. elsdenii) y grupo de cobertura (recibié cultivo liofilizado que se
rehidratd inmediatamente antes de la administracion, que contenia 10'° UFC de M. elsdenii, y recibio producto
de M. elsdenii liofilizado incorporado como una cobertura diaria que contenia 102 UFC de M. elsdenii). Efecto
combinado del tratamiento y el dia, P < 0,001, efecto del tratamiento, P < 0,001, efecto del dia, P < 0,001.
Error estandar de la media (EEM) = 0,041.

La FIG. 16 muestra los cambios en la densidad 6ptica a 600 nm de un medio de lactato semidefinido inoculado
con liquido ruminal para cada grupo: Grupo de control (no recibié M. elsdenii), grupo no liofilizado (recibi6é 50
ml de cultivo liquido de M. elsdenii que contenia 10'° UFC de M. elsdenii), grupo rehidratado (recibié cultivo
liofilizado que se rehidraté inmediatamente antes de la administracion, que contenia 10 UFC de M. elsdenii)
y grupo de cobertura (recibié cultivo liofilizado que se rehidraté inmediatamente antes de la administracion,
que contenia 10'° UFC de M. elsdenii, y también recibié producto de M. elsdenii liofilizado incorporado como
un abonado en cobertura diario que contenia 102 UFC de M. elsdenii). Efecto combinado del tratamiento y el
tiempo, P < 0,02; efecto del tratamiento, P < 0,01; efecto del tiempo, P <0,01. EEM = 0,04.
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La FIG. 17 muestra los cambios en la concentracién de L-lactato (mM) de un medio de lactato semidefinido
inoculado con microbios ruminales mixtos para cada grupo: Grupo de control (no recibié M. elsdenii), grupo
no liofilizado (recibié 50 ml de cultivo liquido de M. elsdenii que contenia 10'9 UFC de M. elsdenii), grupo
rehidratado (recibié cultivo liofilizado que se rehidraté inmediatamente antes de la administracion, que
contenia 10" UFC de M. elsdenii) y grupo de cobertura (recibio cultivo liofilizado que se rehidratd
inmediatamente antes de la administracion, que contenia 10'® UFC de M. elsdenii, y también recibid producto
liofilizado de M. elsdenii incorporado como una cobertura que contenfa 108 UFC de M. elsdenii). 2P° barras
con diferentes superindices son estadisticamente diferentes entre si, P < 0,05.

La FIG. 18 muestra la actividad de fitasa en células de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii. El eje x
muestra de células tomadas de cultivos de células de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii desde el inicio
del cultivo ("0" horas) y en intervalos de 2 horas a partir de aqui, es decir, "2", "4", "6" y "8" horas después del
inicio del cultivo. La actividad de fitasa se muestra en el eje y como la cantidad de fésforo inorganico liberado
de los sedimentos de células de las muestras en micromoles por minuto ("umoles de P liberado/min"). La
actividad de fitasa en células cultivadas en medios que contienen fosfato inorganico (KH2POa4) se muestra en
gris claro, mientras que la actividad de fitasa en células cultivadas en medios que contiene fitasa se muestra
en gris oscuro.

La FIG. 19 muestra el efecto de Megasphaera elsdenii en la concentracion de Salmonella en muestras
cecales de pollitos de engorde de 15 dias. El gje x indica el tratamiento sin Megasphaera elsdenii ("Control"),
acceso libre a voluntad a bebederos que contienen Megasphaera elsdenii liquido ("A voluntad"),
Megasphaera elsdenii liofilizado diario ("Liofilizado"}, 0 una sonda nasogastrica oral de Megasphaera elsdenii
liquido en el dia 0. El eje y indica la concentracion de Salmonella en unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mI) en la escala de log10 para los grupos de tratamiento.

La FIG. 20 muestra la prevalencia de Salmonella en muestras cecales de pollitos de engorde de 15 dias. El
eje x muestra los grupos de tratamiento. El eje y indica el porcentaje de muestras cecales que fueron positivas
para Salmonella.

La FIG. 21 muestra la relacién entre la relacién entre pienso y aumento de peso (eje y) en pollitos de engorde
de 18 dias no tratados con Megasphaera ("Control") o tratados con Megasphaera elsdenii liofilizado
("Liofilizado"). La relacién entre pienso y aumento de peso es una relacion entre el pienso total consumido y
el peso total ganado.

La FIG. 22 muestra el pH en muestras cecales de caballos no tratados con Megasphaera elsdenii ("Control"},
una pocién oral de Megasphaera elsdenii ("Pocién") en el dia 1 de cada periodo de 7 dias de tratamiento, o
Megasphaera elsdenii liofilizado diario ("Liofilizado").

La FIG. 23 muestra el crecimiento de cepas de M. elsdenii (NCIMB 41125, ATCC 25940, NCIMB 702261,
NCIMB 702262 y NCIMB 702410) en medios semidefinidos que contienen 70 % de lactato y 30 % de glucosa.

La FIG. 24 muestra el crecimiento de cepas de M. elsdenii (NCIMB 41125, ATCC 25940, NCIMB 702261,
NCIMB 702262 y NCIMB 702410) en medios semidefinidos que contienen 60 % de lactato y 40 % de glucosa.

La FIG. 25 muestra el crecimiento de cepas de M. elsdenii (NCIMB 41125, ATCC 25940, NCIMB 702261,
NCIMB 702262 y NCIMB 702410) en medios semidefinidos que contienen 40 % de lactato y 60 % de glucosa.

La FIG. 26 muestra la estabilidad de M. elsdenii liofilizado encapsulado usando el método 2 y conservado a
temperatura ambiente en un entorno aerobio.

La FIG. 27 muestra la estabilidad de liofilizado M. elsdenii encapsulado usando el método 3 y conservado a
temperatura ambiente en un entorno aerobio.

La FIG. 28 muestra la concentracién de NCIMB 41125 de M. elsdenii (log10 UFC/bolsa) en producto liofilizado
conservado en una bolsa de Mylar con (M.e. + maltodextrina) o sin maltodextrina (M.e.) a 40 o 75 °F.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a células de Megasphaera elsdenii, a métodos de produccion de células de M. elsdenii,
a aditivos para piensos y a composiciones que comprenden las células, y a usos que implican la administracién de las
células a animales, que incluyen, por ejemplo, para mejorar el rendimiento del crecimiento y/o la salud, como se
muestra en las reivindicaciones adjuntas.

Terminologia
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A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que cominmente es entendido por un experto habitual en la técnica a la que pertenece la presente
invencién. En caso de conflicto, prevalecera la presente solicitud que incluye las definiciones. A menos que se requiera
de otro modo por el contexto, términos en singular deben incluir pluralidades y términos en plural deben incluir el
singular.

En la medida en que se utilicen encabezamientos de seccion, no se deben interpretar como necesariamente limitativos.

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "una", "el" y

"la" incluyen referencias en plural, a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "un

compuesto” o "al menos un compuesto” puede incluir una pluralidad de compuestos, que incluye mezclas de los
nwon nown nown

mismos. Los términos "un”, "una", "el", "la", "uno o mas" y "al menos uno", por ejemplo, se pueden usar indistintamente
en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente”, cuando se usa para modificar una cantidad
relacionada con la invencién, se refiere a la variacion en la cantidad numérica que puede ocurrir, por ejemplo, mediante
pruebas rutinarias y manipulacién; mediante error involuntario en dichas pruebas y manipulacion; mediante diferencias
en la fabricacién, fuente o pureza de los ingredientes empleados en la invencidn; y similares. Si se modifica o no por
el término "aproximadamente", las reivindicaciones incluyen equivalentes de las cantidades citadas. En algunas
realizaciones, el término "aproximadamente” significa mas o menos el 10 % del valor numérico informado.

En toda la presente solicitud, diversas realizaciones de la presente invencién se pueden presentar en un formato de
intervalo. Se debe entender que la descripcién en el formato de intervalo es simplemente por comodidad y brevedad
y no se debe interpretar como una limitacién inflexible del alcance de la invencién. Por consiguiente, se debe considerar
que la descripcién de un intervalo ha desvelado especificamente todos los posibles subintervalos, asi como valores
numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, se debe considerar que la descripcion de un intervalo, tal
como desde 1 hasta 6, ha desvelado especificamente subintervalos, tales como desde 1 hasta 2, desde 1 hasta 3,
desde 1 hasta 4, desde 1 hasta 5, desde 2 hasta 3, desde 2 hasta 4, desde 2 hasta 5, desde 2 hasta 6, desde 3 hasta
4, desde 3 hasta 5, desde 3 hasta 6, etc., asi como niimeros individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 3,
4,5y 6. Esto se aplica independientemente de la anchura del intervalo.

Los términos "comprende", "que comprende”, "incluye", "que incluye", "que tiene" y sus conjugados son
intercambiables y significan "que incluye, pero no se limita a". Se entiende que donde se describen aspectos en el
presente documento con el vocabulario "que comprende", también se proporcionan otros aspectos analogos descritos
en términos de "que consiste en" y/o "que consiste esencialmente en".

El término "que consiste en" significa "que incluye y limitado a".

El término "que consiste esencialmente en" significa el material especificado de una composicién, o las etapas
especificadas de un método, y los materiales o etapas adicionales que afectan materialmente las caracteristicas
béasicas del material o método.

El término "y/0" donde se usa en el presente documento se debe considerar como la divulgacién especifica de cada
una de las dos caracteristicas 0 componentes especificados con o sin el otro. Por lo tanto, el término "y/0", como se
usa en una frase, tal como "Ay/o B" en el presente documento, pretende incluir "Ay B", "A o B", "A" (solo} y "B" (solo).
Asimismo, el término "y/0" como se usa en una frase, tal como "A, B y/o C", pretende englobar cada uno de los
siguientes aspectos: A, B,y C;A,B,o0C;A0C;AoB;BoC;AyC;AyB; By C; A(solo); B (solo); y C (solo).

Los términos "cultivo", "para cultivar" y "cultivar", como se usan en el presente documento, significan incubar las células
en condiciones in vitro que permiten el crecimiento o divisién celular o mantener células en un estado vivo. El término
"un cultivo" también se puede usar en el presente documento para referirse a células incubadas en condiciones in vitro
(por ejemplo, células incubadas en un medio de crecimiento liquido).

El término "probibtico", como se usa en el presente documento, se refiere a uno 0 mas microorganismos vivos
(bacterias y/o levadura) y puede o puede no incluir otros ingredientes, que cuando se administran en cantidades
adecuadas, pueden conferir un beneficio a la salud, digestivo y/o al rendimiento en el animal o sujeto.

El término "producto microbiano de alimentacién directa", como se usa en el presente documento, se refiere a un
producto que contiene uno o mas microorganismos vivos (bacterias y/o levadura) y puede o puede no incluir otros
ingredientes, que se pueden administrar al animal o sujeto en mezclas de piensos, bolos y/o pastas orales, y cuando
se administran en cantidades adecuadas puede conferir beneficio a la salud en el animal o sujeto.

El término "aditivo para piensos", como se usa en el presente documento, se refiere a uno o mas ingredientes,
productos o sustancias (por ejemplo, células), usados solos o juntos, en nutricién (por ejemplo, para mejorar la calidad
de un alimento (por ejemplo, un pienso para animales), para mejorar el rendimiento de un animal y la salud, y/o para



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 558 T3

potenciar la digestibilidad de un alimento 0 materiales dentro de un alimento. Un aditivo para piensos puede ser, por
ejemplo, un probiético.

Los términos "medio de crecimiento” y "medio de cultivo", como se usan en el presente documento, se refieren a una
composicién sélida (por ejemplo, agar), semisélida (por ejemplo, agar) o liquida (por ejemplo, caldo) que contiene
componentes para soportar el crecimiento de células.

Los términos "extraccién” y "extraer", como se usan en el presente documento, se refieren a la recogida de células de
un cultivo, por ejemplo, recoger células en medios de crecimiento del cultivo, recoger células retirando una cantidad
de los medios de crecimiento de las células (por ejemplo, concentrando las células en un cultivo liquido o separando
las células del medio de crecimiento), o deteniendo el cultivo de las células. Los términos incluyen recoger o retirar un
volumen de liquido que comprende las células de un cultivo liquido, que incluye un volumen en el que se han
concentrado las células.

El término "aislado", como se usa en el presente documento, no refleja necesariamente el grado al que se ha purificado
un aislado, sino que indica el aislamiento o la separacién de una forma nativa o entorno nativo. Un aislado puede
incluir, pero no se limita a, un microorganismo aislado, una biomasa aislada o un cultivo aislado.

El término "cantidad eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere a una cantidad que logra un resultado
deseado.

Como se usa en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad clinicamente eficaz" se
refiere a una cantidad, que logra un resultado terapéutico deseado, que incluye, por ejemplo, una cantidad si se usa
sola o en combinacién con otros componentes. Un resultado terapéutico puede ser, por ejemplo, reduccién de los
sintomas, prolongacion de la supervivencia, mejora de la movilidad, y similares. Un resultado terapéutico no necesitar
ser una "cura".

Como se usa en el presente documento, "excipiente" se refiere a un componente, 0 mezcla de componentes, que se
usa para proporcionar caracteristicas deseables a un aditivo para piensos, alimento, 0 composicién como se desvela
en el presente documento. Un excipiente de la presente invencién se puede describir como un excipiente
"farmacéuticamente aceptable" cuando se afiade a una composicién farmacéutica, lo que significa que el excipiente
es un compuesto, material, composicién, sal y/o forma farmacéutica que es, dentro del alcance de criterio médico
sensato, adecuado para entrar en contacto con los tejidos de animales (es decir, seres humanos y animales no
humanos) sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, u otras complicaciones problematicas con respecto a
la duracion deseada del contacto proporcional a una relacién beneficio/riesgo razonable.

Los términos "tratar", "que trata" y "tratamiento” se refieren tanto al tratamiento terapéutico y las medidas profilacticas
o preventivas, en donde el objeto es prevenir o ralentizar (reducir) una condicién fisiolégica no deseada, enfermedad,
o trastorno, como a la obtencién de resultados beneficiosos o fisiolégicos deseadas (por ejemplo, resultados clinicos,
médicos y/o veterinarios). Para los fines de la presente invencion, resultados beneficiosos o deseados incluyen, pero
no se limitan a, alivio o eliminacién de los sintomas o signos asociados a una afeccion, enfermedad o trastorno;
reduccién del grado de una afeccidn, enfermedad o trastorno; estabilizacién de una afeccién, enfermedad o trastorno
(es decir, donde la afeccién, enfermedad o trastorno no empeora); retraso en la aparicién o progresién de la afeccion,
enfermedad o trastorno; mejora de la afeccién, enfermedad o trastorno; remisién (tanto parcial como total y tanto
detectable como indetectable) de la afeccién, enfermedad o trastorno; o refuerzo o mejora de una afeccién,
enfermedad o trastorno. El tratamiento incluye provocar una respuesta fisiolégicamente significativa sin excesivos
efectos secundarios. El tratamiento también incluye prolongar la supervivencia en comparacién con la supervivencia
esperada si no se recibe el tratamiento.

Como se usa en el presente documento, los términos "previenen”" y "prevenir" se refieren a retrasar parcial o
completamente la apariciéon de una infeccién, enfermedad, trastorno y/o afeccidn; retrasar parcial o completamente la
aparicibn de uno o mas signos, sintomas, caracteristicas o manifestaciones (por ejemplo, signos, sintomas,
caracteristicas o manifestaciones clinicas o fisiolégicas) de una infeccién, enfermedad, trastorno y/o afeccion
particular; retrasar parcial o0 completamente la progresion de una infeccion, una enfermedad, trastorno y/o afeccién
particular; y/o disminuir el riesgo de desarrollar una patologia asociada a la infeccion, la enfermedad, el trastorno y/o
la afeccion.

Como se usa en el presente documento, el término "rendimiento" se refiere a la cantidad de células vivas, o viables,
que incluye la cantidad en un volumen particular (por ejemplo, unidades formadoras de colonias por mililitro ("UFC/mI"}))
0 en un peso particular (por ejemplo, UFC por gramo ("UFC/g"}).

Como se usa en el presente documento, el término "viable" se refiere a un organismo u organismos vivos (por ejemplo,
una célula microbiana que esta viva o células microbianas que estan vivas). "Viabilidad" se refiere a la capacidad de
vivir, especialmente en ciertas condiciones.
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Como se usa en el presente documento, "purificar”, "purificado" y "purificacién" significa hacer sustancialmente puro
o claro de componentes no deseados, contaminacion de material, mezcla o imperfeccion.

Los términos "invencién" y "divulgacion” se pueden usar indistintamente cuando se describen o usan, por ejemplo, en
las expresiones "la presente invencién” o "la presente divulgacion”.

Los términos "animal" o "sujeto" se refieren a cualquier organismo que pertenezca al reino Animalia e incluye, sin
limitacion, animales acuaticos y animales terrestres, tales como peces; peces comerciales; peces ornamentales; larvas
de peces; bivalvos; moluscos; crustaceas; marisco; camarones; larvas de camarén; artemia; rotiferos; camaron de
salmuera; alimentadores filtradores; anfibios; reptiles; mamiferos; humanos; animales no humanos; animales
domésticos; animales de granja; animales de zooldgico; animales de deporte; reproductores; animales de carreras;
animales de exhibicion; animales clasicos; animales raros o en peligro de extincidon; animales de compafiia; mascotas,
tales como perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratones o caballos; primates como monos (por ejemplo, cebus, de
la India, verdes africanos, patas, cangrejeros y cercopitecos), simios, orangutanes, babuinos, gibones y chimpancés;
canidos, tales como perros y lobos; félidos, tales como gatos, leones y tigres; équidos, tales como caballos, ponis,
burros, mulas y cebras; animales de produccidn, tales como vacas, bufalos, bovidos, cerdos, aves de corral y ovejas;
ungulados, tales como ciervos vy jirafas; aviares (es decir, aves); aves de corral como pollos, gansos, patos, codornices,
pavos, palomas, emus, avestruces y cualquier otra ave usada como alimento de produccién o de granja, incluidos los
pollos de engorde, las reproductoras de pollos de engorde y las ponedoras; roedores, tales como ratones, ratas,
hamsteres y cobayas; etc. Un pienso para animales incluye, pero no se limita a, un pienso para acuicultura, un pienso
para animales domésticos, incluido un pienso para mascotas, un pienso para animales de zoolégico, un pienso para
animales de trabajo, un pienso para ganado y combinaciones de los mismos. Un alimento incluye pienso para animales
y alimentos para humanos.

Megasphaera elsdenii

En la invencién descrita en el presente documento se pueden usar células de Megasphaera elsdenii de cualquier cepa
o cualquier combinacion de cepas.

Se pueden seleccionar cepa o cepas de M. elsdenii de una coleccién de cultivos madre (por ejemplo, Coleccién
Americana de Cultivos Tipo ("ATCC®"), Coleccién Nacional de Bacterias Industriales, Alimentarias y Marinas
("NCIMB"), Coleccion Nacional de Cultivos Tipo ("NCTC"), coleccién de cultivos del Servicio Estadounidense para
Investigacion ("ARC") (es decir, "NRRL"}, coleccion de cultivos del Instituto Nacional de Salud Animal (NIAH)), o puede
ser una cepa que ha sido aislada de una fuente natural (por ejemplo, del tubo gastrointestinal de un rumiante).

Ejemplos de cepas de M. elsdenii que se pueden seleccionar de una coleccién de cultivos incluyen, pero no se limitan
a, las cepas listadas por los nimeros de depésito en la Tabla 1. También se indican designaciones alternativas de los
nimeros de depésito.

Tabla 1. Ejemplos de cepas de M. elsdenii y fuente de cada cepa.

?ATCC® 17752 159; NCIMB 702409, NCD0O2409

?ATCC® 17753 iT81; NCIMB 702410; NCDO2410

'NCIMB 702261 17-2; A12-2; NCDO2261

?NCIMB 702262 §S1 7-3; NCD0O2262 Heces de cerdo joven

................................................................................................................................................................................................................................................

NCIMB 702264 LC1 IN/A

NCIMB 702331 :LC1; NCD0O2263; NCD0O2264; NCDO2331; :N/A

N R RN RE R

iNCIMB 41125 Rumen de vaca lechera

?NCIMB 41787 {Rumen de vaca lechera

Heces adultas humanas

tRumen de vaca lechera

{Rumen de bovino

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii son de una cepa que tiene un nimero de deposito

seleccionado del grupo que consiste en: ATCC® 25940, ATCC® 17752, ATCC® 17753, NCIMB 702261, NCIMB 702262,
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NCIMB 702264, NCIMB 702331, NCIMB 702409, NCIMB 702410, NCIMB 41125, NCIMB 41787, NCIMB 41788, NRRL
18624, NIAH 1102, y combinaciones de los mismos, que incluyen cualquiera de las designaciones alternativas en la
Tabla 1.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii son una cepa aislada de un rumiante (por
ejemplo, una vaca). Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.2 7.550.139.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii son de una cepa aislada de un no rumiante (por
ejemplo, un humano).

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii son de una cepa seleccionada para la utilizacién
de lactato (por ejemplo, una cepa que utiliza lactato en presencia de azlcares), resistencia a antibiéticos ionéforos,
tasa de crecimiento relativamente alta, capacidad para producir predominantemente acetato, capacidad para proliferar
a valores de pH inferior a 5,0 y de tan solo 4,5, produccién de acidos grasos volatiles (AGV), actividad de fitasa y
combinaciones de los mismos. Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.? 7.550.139.

En algunas realizaciones de la divulgacion, una cepa seleccionada para la utilizaciéon de lactato utiliza lactato como
fuente de carbono preferida en presencia de un hidrato de carbono soluble (por ejemplo, glucosa y/o maltosa). La
utilizacién de lactato se puede determinar, por ejemplo, basandose en el crecimiento en un medio que contiene lactato
y que carece de hidratos de carbono solubles en comparacién con el mismo medio complementado con hidratos de
carbono solubles.

En algunas realizaciones de la divulgacién, las células de M. elsdenii son de una cepa con una elevada tasa de
crecimiento en comparacion con otras cepas. Las tasas de crecimiento de diferentes cepas se pueden determinar, por
ejemplo, cultivando las células en un medio liquido y monitorizando el aumento en la densidad 6ptica con el tiempo.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii son de una cepa capaz de producir AGY, que se
pueden determinar, por ejemplo, por cromatografia de gases. En algunas realizaciones de la divulgacién, el AGV es
un acido graso de 6 carbonos que es capaz de inhibir el crecimiento de Salmonella y/o Campylobacter. En algunas
realizaciones de la divulgacién, el AGV es acido caproico. En algunas realizaciones de la divulgacién, la Salmonella
es Salmonella enterica y/o Salmonella bongori. En algunas realizaciones de la divulgacién, el serotipo de la Salmonella
es Salmonella typhimurium yl/o entiritidis. En algunas realizaciones de la divulgacién, el Campylobacter es
Campylobacter jejuni o Campylobacter coli.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii son de una cepa con actividad de fitasa.

En algunas realizaciones de la divulgacién, las células de M. elsdenii son de la cepa NCIMB 41125 de Megasphaera
elsdenii. Esta cepa de Megasphaera elsdenii tiene una elevada tasa de crecimiento especifico (0,94
generaciones/hora), es capaz de crecer en un intervalo de pH de 4,5 a 6,5 o mas, usa D- y L-lactato como su sustrato
preferido, pero también tiene la capacidad de utilizar glucosa y otros hidratos de carbono, y tolera ion6foros.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii son de la cepa NCIMB 41787 de Megasphaera
elsdenii. En algunas realizaciones de la divulgacién, las células de M. elsdenii son de la cepa NCIMB 41788 de
Megasphaera elsdenii.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii son de la cepa ATCC® 25940 de Megasphaera
elsdenii.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii derivan de una cepa seleccionada de una
coleccién de cultivos madre o aislada de una fuente natural. Las células que "derivan" de una cepa pueden ser un
derivado natural o artificial tal como, por ejemplo, un subaislado, un mutante, variante, o cepa recombinante.
Preparacion de un cultivo que comprende células anaerobias, aerobias y/o de levadura

M. elsdenii es una bacteria anaerobia que se debe cultivar en condiciones anaerobias rigurosas para obtener el
maximo rendimiento y viabilidad.

En algunas realizaciones, un cultivo comprende células de M. elsdeniiy un medio de crecimiento.

En algunas realizaciones, el cultivo comprende una o mas cepas de células de M. elsdenii. En algunas realizaciones,
el cultivo comprende una Unica cepa de células de M. elsdenii. En algunas realizaciones, el cultivo consiste en una o
més cepas de células de M. elsdenii (es decir, las células en el cultivo consisten en células de M. elsdenii, por ejemplo,
una o mas cepas de células de M. elsdenii). En algunas realizaciones, el cultivo consiste en una Unica cepa de células
de M. elsdenii.

En algunas realizaciones de la divulgacion, un cultivo comprende células de Megasphaeray un medio de crecimiento.

9
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En algunas realizaciones de la divulgacion, un cultivo comprende células bacterianas anaerobias y un medio de
crecimiento. En algunas realizaciones de la divulgacién, el cultivo comprende células de Bifidobacterium, tales como
B. breve, células de Lactobacillus, tales como L. plantarum, células de Bifidobacterium, tales como B. animalis subsp.
lactis,, células de Pediococcus, tales como P. acidilactici, células de Lactobacillus, tales como L. caseiy un medio de
crecimiento.

En algunas realizaciones de la divulgacion, un cultivo comprende células bacterianas aerobias y un medio de
crecimiento. En algunas realizaciones de la divulgacién, un cultivo comprende células de Bacillus, tales como B. subtilis
y un medio de crecimiento.

En algunas realizaciones de la divulgacién, un cultivo comprende células de levadura y un medio de crecimiento. En
algunas realizaciones de la divulgacién, un cultivo comprende células de Sacaromyces, tales como S. boulardiiy S.
cerevisiae.

Se pueden usar diversos parametros de fermentacion para inocular, cultivar y extraer células microbianas, que incluyen
la fermentacién continua (es decir, cultivo continuo) o la fermentacion discontinua (es decir, cultivo discontinuo). Véase,
por ejemplo, la patente de EE. UU. n.2 7.550.139.

Los medios de crecimiento para las células microbianas pueden ser un sélido, semisélido o liquido. Un medio puede
contener nutrientes que proporcionan elementos esenciales y factores especificos que permiten el crecimiento. Se
conocen bien en la técnica una variedad de medios y variaciones microbiolégicos. Los medios se pueden afiadir a un
cultivo en cualquier momento, que incluye al comienzo del cultivo, durante el cultivo, o
intermitentemente/continuamente.

Ejemplos de medios de crecimiento incluyen, pero no se limitan a: (1) medios semidefinidos, que contienen peptona,
3 g/l; levadura, 3 g/l; disolucién de vitamina, 2 ml/l; disolucién de minerales, 25 ml/l; carmin de indigo (0,5 %), 1 g/,
12,5 % de L-cisteina, 2 gfl; 12,5 % de sulfuro de sodio, 2 g/l; y complementado con cualquiera de lactato de Na (lactato
semidefinido, SDL), glucosa (glucosa semidefinida, SDG) o maltosa (maltosa semidefinida, SDM); (2) medio de agar
clostridial reforzado modificado/caldo (prerreducido), que contiene peptona, 10 g/l; extracto bovino, 10 g/l; extracto de
levadura, 3 gfl; dextrosa 5 g/l; NaCl, 5 g/l; almidén soluble, 1 g/l; HCI de L-cisteina, 0,5 g/l; acetato sédico, 3 g/l; y
resazurina (0,025 %), 4 ml/l; (3) agar con triptona y soja/caldo con sangre ovina desfibrinada; (4) medio semidefinido
sin liquido de rumen, que contiene lactato de Na (70 %), 10 g/l; peptona, 2 g/l; KH2PO4 1 gfl; (NH4)2S04 3 g/l;, MgSOa
7H20 0,2 g/l; CaCl2.2H20 0,06 g/l; vitaminas (clorhidrato de piridoxol, 4 mg/l; piridoxamina, 4 mg/l; riboflavina, 4 mgf,
cloruro de tiaminio, 4 mg/l; nicotinamida, 4 mg/l; D-pantotenato de Ca, 4 mg/l; &cido 4-aminobenzoico, 0,2 mg/l, biotina,
0,2 mg/l, acido félico, 0,1 mg/l y cianocobalamina, 0,02 mg/l); Na2S.9H20, 0,25 g/l; cisteina, 0,25 g/l; antiespumante,
0,07 ml/l y monensina, 10 mg/l; y que se prepara afiadiendo el lactato de Na y la disolucion de minerales a un frasco
de reserva y esterilizando en autoclave durante 60 minutos; disolviendo la peptona en 300 ml de H20 destilada y
esterilizando en autoclave por separado; esterilizacion en filtro de la disolucion de vitamina y dos agentes reductores
de antemano; tras la esterilizacién en autoclave, gasificar el frasco de reserva con gas anaerobio durante la noche;
afladir los otros constituyentes por separado después del enfriamiento; y ajustar el pH al valor deseado con HCI 5 N;
y (5) incubar el medio de lactato de liquido del rumen ("IRFL"), que contiene 400 ml de liquido del rumen clarificado e
incubado de ovejas alimentadas con alfalfa, 371 ml de agua destilada, 2 g de peptona, 15 g de agar, 100 ml de
disolucién al 10 % (p/v) de D,L-lactato de sodio, 100 ml de disolucién al 0,04 % (p/v) de purpura de bromocresol y 25
ml de disolucién de minerales que contiene 40 g/l de KH2PQ4; 120 g/l de (NH4)2SO4; 8 g/l de MgS04.7H20y 2,4 g/l de
CaCl2.2H20, donde se usa acido lactico (90 % p/v) para ajustar el pH a 5,5 antes de esterilizar en autoclave a 121°C
durante 25 minutos, a continuacién se enfria en un bafio de agua a 50 °C mientras se gasifica con una mezcla de
gases anaerobia, seguido de la adicién de dos mililitros de cada uno de Naz2S.9H20 (12,5 % p/v) y cisteina.HCIL.H20
(12,5 % p/v).

En algunas realizaciones de la divulgacién, el cultivo comprende un medio de crecimiento que comprende al menos
una fuente de carbono. En algunas realizaciones de la divulgacién, la al menos una fuente de carbono se selecciona
del grupo que consiste en: caseina, almidén (por ejemplo, almidén gelatinizado y/o almidén soluble), lactato (es decir,
acido lactico), dextrosa, fructosa, fructano, glucosa, sacarosa, lactosa, maltosa, acetato, glicerol, manitol, sorbitol,
sacarosa, xilosa, melaza, fucosa, glucosamina, dextrano, una grasa, un aceite, glicerol, acetato sédico, arabinosa,
proteina de soja, proteina soluble, rafinosa, amilosa, almidén, triptona, extracto de levadura y combinaciones de los
mismos.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el cultivo comprende un medio de crecimiento que comprende al menos
dos fuentes de carbono. En algunas realizaciones, las al menos dos fuentes de carbono se seleccionan del grupo que
consiste en: caseina, almidén (por ejemplo, almidén gelatinizado y/o almidén soluble), lactato (es decir, acido lactico),
dextrosa, fructosa, fructano, glucosa, sacarosa, lactosa, maltosa, acetato, glicerol, manitol, sorbitol, sacarosa, xilosa,
melaza, fucosa, glucosamina, dextrano, una grasa, un aceite, glicerol, acetato sodico, arabinosa, proteina de soja,
proteina soluble, rafinosa, amilosa, almiddn, triptona, extracto de levadura y combinaciones de los mismos.
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En algunas realizaciones de la divulgacién, las al menos dos fuentes de carbono consisten en aproximadamente el 1-
99 % de una primera fuente de carbono (por ejemplo, cualquier fuente de carbono descrita en el presente documento)
y aproximadamente 1-99 % de una segunda fuente de carbono (por ejemplo, cualquier fuente de carbono descrita en
el presente documento que es diferente de la primera fuente de carbono), en donde el 100 % de las al menos dos
fuentes de carbono consisten en la primera fuente de carbono y la segunda fuente de carbono. En algunas
realizaciones, las al menos dos fuentes de carbono consisten en aproximadamente el 50-60 % de la primera fuente
de carbono y aproximadamente el 40-50 % de la segunda fuente de carbono, aproximadamente el 50-70 % de la
primera fuente de carbono y aproximadamente el 30-50 % de la segunda fuente de carbono, aproximadamente el 50-
80 % de la primera fuente de carbono y aproximadamente el 20-50 % de la segunda fuente de carbono, o
aproximadamente el 50-90 % de la primera fuente de carbono y aproximadamente el 10-50 % de la segunda fuente
de carbono. En otras realizaciones, las al menos dos fuentes de carbono consisten en aproximadamente el 65-75 %
de la primera fuente de carbono y aproximadamente el 25-35 % de la segunda fuente de carbono. En algunas
realizaciones, la primera fuente de carbono es lactato.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii se cultivan a aproximadamente 39 °C a
aproximadamente 40 °C, at aproximadamente 35 °C, a aproximadamente 36 °C, a aproximadamente 37 °C, a
aproximadamente 38 °C, a aproximadamente 39 °C, o a aproximadamente 40 °C.

En algunas realizaciones de la divulgacién, las células microbianas se cultivan a aproximadamente 15°C a
aproximadamente 45 °C, a aproximadamente 20 °C a 40 °C, 25 °C a 35 °C, 30 °C a 39 °C. En algunas realizaciones
de la divulgacién, las células microbianas se cultivan a aproximadamente 30 °C, aproximadamente 31 °C,
aproximadamente 32 °C, aproximadamente 33°C, aproximadamente 34 °C, aproximadamente 35°C, at
aproximadamente 36 °C, a aproximadamente 37 °C, a aproximadamente 38 °C, a aproximadamente 39 °C, o a
aproximadamente 40 °C.

En algunas realizaciones de la divulgacién, las células microbianas se enfrian a aproximadamente 18 °C a
aproximadamente 25 °C para el almacenamiento.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el pH del cultivo que comprende las células de M. elsdenii (por ejemplo,
durante el cultivo y/o en el momento de la extraccién) es entre aproximadamente 4,5 y aproximadamente 7,0, entre
aproximadamente 4,5 aproximadamente 6,5, entre aproximadamente 4,5 aproximadamente 6,0, entre
aproximadamente 4,5 aproximadamente 5,5, entre aproximadamente 4,5 aproximadamente 5,0, entre
aproximadamente 4,6 aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 4,7 aproximadamente 6,8, entre
aproximadamente 4.8 aproximadamente 6,7, entre aproximadamente 4,9 aproximadamente 6,6, entre
aproximadamente 5,0 aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 5,0 aproximadamente 6,5, entre
aproximadamente 5,0 aproximadamente 6,0, entre aproximadamente 5,0 aproximadamente 5,5, entre
aproximadamente 5,1 aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 5,2 aproximadamente 6,8, entre
aproximadamente 5,3 aproximadamente 6,7, entre aproximadamente 5,4 aproximadamente 6,6, entre
aproximadamente 5,5 aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 5,5 aproximadamente 6,5, entre
aproximadamente 5,1 aproximadamente 6,4, entre aproximadamente 5,2 aproximadamente 6,3, entre
aproximadamente 5,3 aproximadamente 6,2, entre aproximadamente 5,4 aproximadamente 6,1, entre
aproximadamente 5,5 aproximadamente 6,0, entre aproximadamente 5,0 aproximadamente 6,1, entre
aproximadamente 5,0 aproximadamente 6,2, entre aproximadamente 5,0 aproximadamente 6,3, entre
aproximadamente 5,0 aproximadamente 6,4, entre aproximadamente 5,1 aproximadamente 6,5, entre
aproximadamente 5,2 aproximadamente 6,5, entre aproximadamente 5,3 y aproximadamente 6,5, o entre
aproximadamente 5,4 y aproximadamente 6,5.

N <<<<<<
MK

En algunas realizaciones de la divulgacion, el pH del cultivo que comprende las células microbianas (por ejemplo,
durante el cultivo y/o en el momento de la extraccién) es entre aproximadamente 4,0 y aproximadamente 9,0, entre
aproximadamente 4,5 y aproximadamente 8,5, entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 8,0, entre
aproximadamente 5,5 y aproximadamente 7,5, entre aproximadamente 6,0 y aproximadamente 7,0.

Para cultivar las células microbianas, se pueden usar fermentadores de diferentes tamafios y disefios que mantienen
las condiciones anaerobias. Un fermentador puede ser capaz, por ejemplo, de fermentar volimenes de cultivo
suficientes para la produccién comercial de células de M. elsdenii. En algunas realizaciones de la divulgacion, el
volumen de cultivo es aproximadamente 2 litros, aproximadamente 10 litros, aproximadamente 50 litros,
aproximadamente 100 litros, aproximadamente 150 litros, aproximadamente 200 litros, aproximadamente 250 litros,
aproximadamente 300 litros, aproximadamente 350 litros, aproximadamente 400 litros, aproximadamente 450 litros,
aproximadamente 500 litros, aproximadamente 600 litros, aproximadamente 800 litros, aproximadamente 1.000 litros,
aproximadamente 1.200 litros, aproximadamente 1.500 litros, aproximadamente 1.800 litros, aproximadamente 2.000
litros, aproximadamente 2.200 litros, aproximadamente 2.500 litros, aproximadamente 2.750 litros, aproximadamente
3.000 litros, aproximadamente 4.000 litros, aproximadamente 5.000 litros, aproximadamente 6.000 litros,
aproximadamente 7.000 litros, aproximadamente 8.000 litros, aproximadamente 9.000 litros, aproximadamente 10.000
litros, al menos aproximadamente 20.000 litros, al menos aproximadamente 50.000 litros, o al menos
aproximadamente 75.000 litros. En algunas realizaciones de la divulgacién, el volumen de fermentacién es
aproximadamente 2 litros a aproximadamente 75.000 litros, aproximadamente 250 litros a aproximadamente 750 litros,

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 558 T3

aproximadamente 300 litros a aproximadamente 800 litros, aproximadamente 350 litros a aproximadamente 850 litros,
aproximadamente 400 litros a aproximadamente 200 litros, aproximadamente 450 litros a aproximadamente 950 litros,
aproximadamente 500 litros a aproximadamente 1.000 litros, aproximadamente 750 litros a aproximadamente 1.250
litros, aproximadamente 1.000 litros a aproximadamente 2.000 litros, aproximadamente 2.000 litros a
aproximadamente 4.000 litros, aproximadamente 4.000 litros a aproximadamente 8.000 litros, aproximadamente 5.000
litros a aproximadamente 10.000 litros, aproximadamente 50 litros a aproximadamente 75.000 litros, aproximadamente
50 litros a aproximadamente 50.000 litros, aproximadamente 50 litros a aproximadamente 25.000 litros,
aproximadamente 50 litros a aproximadamente 20.000 litros, aproximadamente 50 litros a aproximadamente 15.000
litros, aproximadamente 50 litros a aproximadamente 10.000 litros, aproximadamente 100 litros a aproximadamente
10.000 litros, aproximadamente 100 litros a aproximadamente 5.000 litros, aproximadamente 100 litros a
aproximadamente 4.000 litros, aproximadamente 100 litros a aproximadamente 3.000 litros, aproximadamente 100
litros a aproximadamente 2.900 litros, aproximadamente 100 litros a aproximadamente 2.850 litros, aproximadamente
100 litros a aproximadamente 2.800 litros, aproximadamente 100 litros a aproximadamente 2.750 litros,
aproximadamente 2 litros, aproximadamente 10 litros, aproximadamente 50 litros, aproximadamente 100 litros,
aproximadamente 200 litros, aproximadamente 500 litros, aproximadamente 1.000 litros, aproximadamente 1.500
litros, aproximadamente 10.000 litros, aproximadamente 20.000 litros, aproximadamente 50.000 litros, o
aproximadamente 75.000 litros.

En algunas realizaciones de la divulgacion, un cultivo que comprende células de M. elsdenii también comprende otro
microorganismo (es decir, una célula microbiana que no es una célula de M. elsdenii). En algunas realizaciones de la
divulgacion, un cultivo comprende células de M. elsdenii y otro microorganismo que es un anaerobio estricto. En
algunas realizaciones de la divulgacién, el cultivo comprende células de M. elsdenii y otro microorganismo
seleccionado del grupo que consiste en: Lactobacillus, Megasphaera, Bifidobacterium, Escherichia, Enterococcus,
Bacillus, Propionibacterium, Streptococcus, Candida, Clostridium, Pediococcus, Aspergillus y Saccharomyces.

Células aerobias, anaerobias y de levaduras liofilizadas

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un método de produccién de células de Megasphaera elsdenii
liofilizadas.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células de M. elsdenii liofilizadas.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células de M. elsdenii liofilizadas producidas por un método
desvelado en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de produccién de células de Megasphaera liofilizadas.
En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células de Megasphaera liofilizadas.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células de Megasphaera liofilizadas producidas por un método
desvelado en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de produccion de células bacterianas anaerobias
liofilizadas.

En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a un método de produccion de células de Bifidobacterium liofilizadas,
tales como B. breve, células de Lactobacillus, tales como L. plantarum, células de Bifidobacterium, tales como B.
animalis subsp. lactis, células de Pediococcus, tales como P. acidilactici, células de Lactobacillus, tales como L. casei.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células bacterianas anaerobias liofilizadas.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células de Bifidobacterium liofilizadas, tales como B. breve, células
de Lactobacillus, tales como L. plantarum, células de Bifidobacterium, tales como B. animalis subsp. lactis, células de
Pediococcus, tales como P. acidilactici, células de Lactobacillus, tales como L. casei.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a bacterias anaerobias liofilizadas producidas por un método
desvelado en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células de Bifidobacterium liofilizadas, tales como B. breve, células
de Lactobacillus, tales como L. plantarum, células de Bifidobacterium, tales como B. animalis subsp. lactis, células de
Pediococcus, tales como P acidilactici, células de Lactobacillus, tales como L. casei producido por un método
desvelado en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a un método de produccion de células bacterianas aerobias
liofilizadas.
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En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de produccion de células de Bacillus liofilizadas, tales
como B. subtilis.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células bacterianas aerobias liofilizadas.
En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células de Bacillus liofilizadas, tales como B. subtilis.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células bacterianas aerobias liofilizadas producidas por un método
desvelado en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a células de Bacillus liofilizadas, tales como B. subtilis producidas
por un método desvelado en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de produccién de células de levadura liofilizadas.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de producciéon de células de Sacaromyces liofilizadas,
tales como S. boulardiiy S. cerevisiae.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células de levadura liofilizadas.
En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a liofilizado Sacaromyces, tales como S. boulardiiy S. cerevisiae.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a células de levadura liofilizadas producidas por un método
desvelado en el presente documento.

En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a células de Sacaromyces liofilizadas, tales como S. boulardiiy S.
cerevisiae producidas por un método desvelado en el presente documento.

En otro aspecto, un método de produccion de células de M. elsdenii liofilizadas comprende: preparar un cultivo que
comprende células de M. elsdenii y un medio de crecimiento; extraer las células; congelar las células; y liofilizar las
células, en donde se producen las células de M. elsdenii liofilizadas. En algunas realizaciones, el método se realiza
en el orden de preparar el cultivo, luego extraer las células (es decir, extraer las células cultivadas), luego congelar las
células (es decir, congelar las células recogidas) y luego liofilizar las células (es decir, liofilizar las células congeladas).

En algunas realizaciones, el método se realiza en condiciones anaerobias. En algunas realizaciones, el método
comprende preparar el cultivo, extraer las células, congelar las células, liofilizar las células, o combinaciones de los
mismos, en condiciones anaerobias.

El método puede comprender cualquiera de los métodos de preparacién de un cultivo como se describe en el presente
documento. Un cultivo del método también puede comprender cualquiera de las propiedades de un cultivo descritas
en el presente documento.

En algunas realizaciones, las células en el cultivo comprenden células de M. elsdenii. En algunas realizaciones, las
células en el cultivo consisten en células de M. elsdenii.

En algunas realizaciones, el medio de crecimiento comprende al menos dos fuentes de carbono seleccionadas del
grupo que consiste en: caseina, lactato (es decir, acido lactico), dextrosa, fructosa, fructano, glucosa, sacarosa,
lactosa, maltosa, acetato, glicerol, manitol, sacarosa, xilosa, melaza, fucosa, glucosamina, dextrano, una grasa, un
aceite, glicerol, acetato soédico, arabinosa, proteina de soja, proteina soluble, rafinosa, amilosa, almidén, y
combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende extraer las células 12 horas después de que el
cultivo haya terminado su fase de crecimiento exponencial y antes de que el cultivo haya empezado su fase de
crecimiento estacionario. El cultivo se puede enfriar hasta temperatura ambiente para detener el crecimiento en el
momento de la extraccion.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el cultivo comprende un liquido, y el método comprende extraer las células
de M. elsdenii (por ejemplo, células de M. elsdenii concentradas) con un porcentaje del liquido. En algunas
realizaciones de la divulgacion, el método comprende extraer las células con aproximadamente 1% a
aproximadamente 40 %, aproximadamente 1 % a aproximadamente 35 %, aproximadamente 1 % a aproximadamente
30 %, aproximadamente 1% a aproximadamente 25 %, aproximadamente 1% a aproximadamente 20 %,
aproximadamente 1 % a aproximadamente 15 %, aproximadamente 1 % a aproximadamente 10 %, aproximadamente
1% a aproximadamente 5%, aproximadamente 10 %, aproximadamente 9 %, aproximadamente 8 %,
aproximadamente 7 %, aproximadamente 6 %, aproximadamente 5 %, aproximadamente 4 %, aproximadamente 3 %,
aproximadamente 2 %, o aproximadamente 1 % del liquido. En algunas realizaciones de la divulgacion, el método
comprende extraer las células con menos de aproximadamente 40 %, menos de aproximadamente 35 %, menos de
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aproximadamente 30 %, menos de aproximadamente 25 %, menos de aproximadamente 20 %, menos de
aproximadamente 15 %, menos de aproximadamente 10 %, menos de aproximadamente 9 %, menos de
aproximadamente 8 %, menos de aproximadamente 7 %, menos de aproximadamente 6 %, menos de
aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 4 %, menos de aproximadamente 3 %, menos de
aproximadamente 2 %, 0 menos de aproximadamente 1 % del liquido.

En algunas realizaciones, el cultivo comprende un liquido, y el método comprende extraer las células de M. elsdenii
(por ejemplo, células de M. elsdenii concentradas) retirando un porcentaje del liquido. En algunas realizaciones de la
divulgacion, la extraccién de las células comprende retirar aproximadamente 50 % a aproximadamente 100 % del
liquido, aproximadamente 55 % a aproximadamente 100 %, aproximadamente 60 % a aproximadamente 100 %,
aproximadamente 65 % a aproximadamente 100 %, aproximadamente 70 % a aproximadamente 100 %,
aproximadamente 75% a aproximadamente 100 %, aproximadamente 80 % a aproximadamente 100 %,
aproximadamente 85 % a aproximadamente 100 %, aproximadamente 90 % a aproximadamente 100 %, ©0
aproximadamente 95 % a aproximadamente 100 % del liquido. En algunas realizaciones de la divulgacién, la
extraccion de las células comprende retirar al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 55 %, al
menos aproximadamente 60 %, al menos aproximadamente 65 %, al menos aproximadamente 70 %, al menos
aproximadamente 75 %, al menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 85 %, al menos
aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 91 %, al menos aproximadamente 92 %, al menos
aproximadamente 93 %, al menos aproximadamente 94 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 96 %, al menos aproximadamente 97 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos
aproximadamente 99 %, o al menos aproximadamente 100 % del liquido.

En algunas realizaciones, el método comprende extraer las células de M. elsdeniiconcentrando las células. En algunas
realizaciones, la extraccion de las células comprende concentrar las células por al menos una técnica seleccionada
del grupo que consiste en: centrifugacion, filtracion, dialisis, 6smosis inversa, y combinaciones de las mismos. En
algunas realizaciones de la divulgacion, la filtracién comprende filtracion en arcilla. En algunas realizaciones, la
filtracion comprende filtracion de flujo tangencial, también conocida como filtracién de flujo cruzado.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el pH del cultivo que comprende las células de M. elsdenii en el momento
de la extraccion es entre aproximadamente 4,5 y aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 4,5
aproximadamente 6,5, entre aproximadamente 4,5 aproximadamente 6,0, entre aproximadamente 4,5
aproximadamente 5,5, entre aproximadamente 4,5 aproximadamente 5,0, entre aproximadamente 4,6
aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 4,7 aproximadamente 6,8, entre aproximadamente 4,8
aproximadamente 6,7, entre aproximadamente 4,9 aproximadamente 6,6, entre aproximadamente 5,0
aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 5,0 aproximadamente 6,5, entre aproximadamente 5,0
aproximadamente 6,0, entre aproximadamente 5,0 aproximadamente 5,5, entre aproximadamente 5,1
aproximadamente 6,9, entre aproximadamente 5,2 aproximadamente 6,8, entre aproximadamente 5,3
aproximadamente 6,7, entre aproximadamente 5,4 aproximadamente 6,6, entre aproximadamente 5,5
aproximadamente 7,0, entre aproximadamente 5,5 aproximadamente 6,5, entre aproximadamente 5,1
aproximadamente 6,4, entre aproximadamente 5,2 aproximadamente 6,3, entre aproximadamente 5,3
aproximadamente 6,2, entre aproximadamente 5,4 aproximadamente 6,1, entre aproximadamente 5,5
aproximadamente 6,0, entre aproximadamente 5,0 aproximadamente 6,1, entre aproximadamente 5,0
aproximadamente 6,2, entre aproximadamente 5,0 aproximadamente 6,3, entre aproximadamente 5,0
aproximadamente 6,4, entre aproximadamente 5,1 aproximadamente 6,5, entre aproximadamente 5,2
aproximadamente 6,5, entre aproximadamente 5,3 y aproximadamente 6,5, o entre aproximadamente 5,4
aproximadamente 6,5.

MK
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En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende inocular medios de crecimiento en un fermentador
con un inéculo que comprende células de M. elsdenii para preparar un cultivo, e incubar el cultivo a una temperatura
de aproximadamente 39 °C hasta que el pH del cultivo sea aproximadamente 6,0. En algunas realizaciones de la
divulgacion, el inéculo que comprende células de M. elsdenii es un cultivo en matraz de células de M. elsdenii 0 una
porcion de las mismas. En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende inocular medios de
crecimiento en un fermentador con una relacién entre inéculo y medio de 1/50 a 1/4.000. En algunas realizaciones de
la divulgacién, la relacién entre inéculo y medio es 1/100.

En algunas realizaciones, el cultivo comprende ademas al menos un crioprotector. En algunas realizaciones de la
divulgacion, el al menos un crioprotector se selecciona del grupo que consiste en: fructosa, glucosa, sacarosa, leche
en polvo, leche de inicio, leche desnatada, trehalosa, maltodextrina, betaina, y combinaciones de los mismos. En
algunas realizaciones de la divulgacién, el al menos un crioprotector estd presente en una cantidad de
aproximadamente 1 % a aproximadamente 50 % (p/v) del cultivo, aproximadamente 1 % a aproximadamente 40 %
(p/v) del cultivo, aproximadamente 1% a aproximadamente 30 % (p/v) del cultivo, aproximadamente 1% a
aproximadamente 20 % (p/v) del cultivo, aproximadamente 1 % a aproximadamente 10 % (p/v) del cultivo,
aproximadamente 1 % a aproximadamente 5 % (p/v) del cultivo, aproximadamente 10 % a aproximadamente 20 %
(p/v) del cultivo, aproximadamente 15 % a aproximadamente 25 % (p/v) del cultivo, aproximadamente 20 % a
aproximadamente 30 % (p/v) del cultivo, aproximadamente 30 % a aproximadamente 40 % (p/v) del cultivo,
aproximadamente 40 % a aproximadamente 50 % (p/v) del cultivo, aproximadamente 60 % a aproximadamente 70 %
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(p/v) del cultivo, aproximadamente 70 % a aproximadamente 80 % (p/v) del cultivo. En algunas realizaciones de la
divulgacion, el crioprotector se afiade afiadiendo crioprotector en polvo directamente a las células de M. elsdenii
concentradas. En algunas realizaciones de la divulgacién, el crioprotector se afade afiadiendo una disolucién de
crioprotector directamente a las células de M. elsdenii concentradas en una relacién de 1/1, en una relacién de 1/5, o
en una relacién de 1/10.

En algunas realizaciones de la divulgacién, la congelacién de las células comprende situar las células en un congelador
0 poner en contacto las células con nieve carbénica, nitrégeno liquido, o una combinacién de los mismos. La
congelacion de las células incluye la congelaciéon de las células mientras que estan en el interior de un recipiente. El
contacto de las células incluye poner en contacto un recipiente que comprende las células con un medio para la
congelacién de las células. Un medio para la congelacion de las células incluye, pero no se limita a, un congelador, un
bafio de acetona-nieve carboénica, nitrégeno liquido, o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende la congelacién de las células a una temperatura de
aproximadamente -20 °C a aproximadamente -210 °C. En algunas realizaciones de la divulgacion, el método
comprende la congelacién de las células a una temperatura de aproximadamente -20 °C a aproximadamente -80 °C.
En algunas realizaciones, el método comprende la congelacion de las células a una temperatura de aproximadamente
-80 °C a aproximadamente -210 °C. En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende la congelacion
de las células a una temperatura de aproximadamente -20 °C a aproximadamente -196 °C. En algunas realizaciones
de la divulgacién, el método comprende la congelacién de las células a una temperatura de aproximadamente -80 °C
a aproximadamente -196 °C. En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende la congelacién de las
células a una temperatura de aproximadamente -20 °C. En algunas realizaciones de la divulgacién, el método
comprende la congelacién de las células a una temperatura de aproximadamente -80 °C. En algunas realizaciones, el
método comprende la congelacion de las células a una temperatura de aproximadamente -196 °C. En algunas
realizaciones, el método comprende la congelacion de las células poniendo en contacto las células con nitrégeno
liquido.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende la congelacién de las células en condiciones
anaerobias.

En algunas realizaciones, la congelacién produce sedimentos congelados que comprenden las células. Por ejemplo,
la congelacién se puede lograr usando un ultracongelador (por ejemplo, modelo 250-S01 Crygran, IFQ Inc.).

En algunas realizaciones de la divulgacion, el diametro de los sedimentos congelados es aproximadamente 0,0254
mm (0,001 pulgadas) a aproximadamente 25,4 mm (1,0 pulgada), aproximadamente 0,254 mm (0,01 pulgadas) a
aproximadamente 25,4 mm (1,0 pulgada), aproximadamente 2,54 mm (0,1 pulgadas) a aproximadamente 25,4 mm
(1,0 pulgada), aproximadamente 5,08 mm (0,2 pulgadas) a aproximadamente 25,4 mm (1,0 pulgada),
aproximadamente 7,62 mm (0,3 pulgadas) a aproximadamente 25,4 mm (1,0 pulgada), aproximadamente 10,16 mm
(0,4 pulgadas) a aproximadamente 25,4 mm (1,0 pulgada), aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas) a
aproximadamente 25,4 mm (1,0 pulgada), aproximadamente 15,24 mm (0,6 pulgadas) a aproximadamente 25,4 mm
(1,0 pulgada), aproximadamente 17,78 mm (0,7 pulgadas) a aproximadamente 25,4 mm (1,0 pulgada),
aproximadamente 20,32 mm (0,8 pulgadas) a aproximadamente 25,4 mm (1,0 pulgada), aproximadamente 22,86 mm
(0,9 pulgadas) a aproximadamente 25,4 mm (1,0 pulgada), aproximadamente 0,0254 mm (0,001 pulgadas) a
aproximadamente 22,86 mm (0,9 pulgadas), aproximadamente 0,254 mm (0,01 pulgadas) a aproximadamente 22,86
mm (0,9 pulgadas), aproximadamente 2,54 mm (0,1 pulgadas) a aproximadamente 22,86 mm (0,9 pulgadas),
aproximadamente 5,08 mm (0,2 pulgadas) a aproximadamente 22,86 mm (0,9 pulgadas), aproximadamente 7,62 mm
(0,3 pulgadas) a aproximadamente 22,86 mm (0,9 pulgadas), aproximadamente 10,16 mm (0,4 pulgadas) a
aproximadamente 22,86 mm (0,2 pulgadas), aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas) a aproximadamente 22,86 mm
(0,9 pulgadas), aproximadamente 1524 mm (0,6 pulgadas) a aproximadamente 22,86 mm (0,9 pulgadas),
aproximadamente 17,78 mm (0,7 pulgadas) a aproximadamente 22,86 mm (0,9 pulgadas), aproximadamente 20,32
mm (0,8 pulgadas) a aproximadamente 22,86 mm (0,9 pulgadas), aproximadamente 0,0254 mm (0,001 pulgadas) a
aproximadamente 20,32 mm (0,8 pulgadas), aproximadamente 0,254 mm (0,01 pulgadas) a aproximadamente 20,32
mm (0,8 pulgadas), aproximadamente 2,54 mm (0,1 pulgadas) a aproximadamente 20,32 mm (0,8 pulgadas),
aproximadamente 5,08 mm (0,2 pulgadas) a aproximadamente 20,32 mm (0,8 pulgadas), aproximadamente 7,62 mm
(0,3 pulgadas) a aproximadamente 20,32 mm (0,8 pulgadas), aproximadamente 10,16 mm (0,4 pulgadas) a
aproximadamente 20,32 mm (0,8 pulgadas), aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas) a aproximadamente 20,32 mm
(0,8 pulgadas), aproximadamente 1524 mm (0,6 pulgadas) a aproximadamente 20,32 mm (0,8 pulgadas),
aproximadamente 17,78 mm (0,7 pulgadas) a aproximadamente 20,32 mm (0,8 pulgadas), aproximadamente 0,0254
mm (0,001 pulgadas) a aproximadamente 17,78 mm (0,7 pulgadas), aproximadamente 0,254 mm (0,01 pulgadas) a
aproximadamente 17,78 mm (0,7 pulgadas), aproximadamente 2,54 mm (0,1 pulgadas) a aproximadamente 17,78 mm
(0,7 pulgadas), aproximadamente 5,08 mm (0,2 pulgadas) a aproximadamente 17,78 mm (0,7 pulgadas),
aproximadamente 7,62 mm (0,3 pulgadas) a aproximadamente 17,78 mm (0,7 pulgadas), aproximadamente 10,16 mm
(0,4 pulgadas) a aproximadamente 17,78 mm (0,7 pulgadas), aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas) a
aproximadamente 17,78 mm (0,7 pulgadas), aproximadamente 15,24 mm (0,6 pulgadas) a aproximadamente 17,78
mm (0,7 pulgadas), aproximadamente 0,0254 mm (0,001 pulgadas) a aproximadamente 15,24 mm (0,6 pulgadas),
aproximadamente 0,254 mm (0,01 pulgadas) a aproximadamente 15,24 mm (0,6 pulgadas), aproximadamente 2,54
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mm (0,1 pulgadas) a aproximadamente 15,24 mm (0,6 pulgadas), aproximadamente 5,08 mm (0,2 pulgadas) a
aproximadamente 15,24 mm (0,6 pulgadas), aproximadamente 7,62 mm (0,3 pulgadas) a aproximadamente 15,24 mm
(0,6 pulgadas), aproximadamente 10,16 mm (0,4 pulgadas) a aproximadamente 15,24 mm (0,6 pulgadas),
aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas) a aproximadamente 15,24 mm (0,6 pulgadas), aproximadamente 0,0254
mm (0,001 pulgadas) a aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas), aproximadamente 0,254 mm (0,01 pulgadas) a
aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas), aproximadamente 1,27 mm (0,05 pulgadas), a aproximadamente 12,7 mm
(0,5 pulgadas), aproximadamente 2,54 mm (0,1 pulgadas) a aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas),
aproximadamente 3,81 mm (0,15 pulgadas) a aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas), aproximadamente 5,08 mm
(0,2 pulgadas) a aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas), aproximadamente 7,62 mm (0,3 pulgadas) a
aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas), o aproximadamente 10,16 mm (0,4 pulgadas) a aproximadamente 12,7
mm (0,5 pulgadas). En algunas realizaciones, el diametro de los sedimentos congelados es aproximadamente 0,0254
mm (0,001 pulgadas) a aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas).

Las células de M. elsdenii congeladas se pueden almacenar congeladas (por ejemplo, inferior a 0 °C) antes de la
liofilizacién o pueden liofilizarse inmediatamente. En algunas realizaciones de la divulgacién, las células de M. elsdenii
congeladas se almacenan a una temperatura inferior a aproximadamente 0 °C, inferior a aproximadamente -10 °C,
inferior a aproximadamente -20 °C, inferior a aproximadamente -50 °C, inferior a aproximadamente -80 °C, o inferior
a aproximadamente -196 °C. En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii congeladas se
almacenan a una temperatura de aproximadamente -20 °C, aproximadamente -30 °C, aproximadamente -40 °C,
aproximadamente -50 °C, aproximadamente -60 °C, aproximadamente -70°C, aproximadamente -80 °C,
aproximadamente -90 °C, aproximadamente -100 °C, aproximadamente -150 °C, aproximadamente -196 °C, o
aproximadamente -210 °C.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdeniicongeladas se liofilizan. En algunas realizaciones,
las células de M. elsdenii congeladas se liofilizan. La liofilizacién implica, por ejemplo, la retirada de liquido de las
células congeladas.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la liofilizacion las células de M. elsdenii comprende colocar las células
congeladas en un liofilizador. En algunas realizaciones de la divulgacién, la liofilizacién comprende someter las células
congeladas a presién reducida, y calentar gradualmente las células hasta temperatura ambiente.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende la liofilizaciéon de las células en condiciones
anaerobias.

En algunas realizaciones de la divulgacion, M. elsdenii liofilizado se produce a escala comercial.

En algunas realizaciones de la divulgacion, aproximadamente 1 x 10% a 1 x 102 UFC/g de células de M. elsdenii
liofilizadas se producen por un método desvelado en el presente documento. En algunas realizaciones de la
divulgacién, aproximadamente 1 x 10% a 1 x 102 UFC/g de células de M. elsdenii son viables después de la
liofilizacién.

En un aspecto, un método de produccion de células de Megasphaera elsdeniiliofilizadas segun la presente divulgacion
comprende: (a) preparar un cultivo en condiciones anaerobias que comprende células de M. elsdenii y un medio de
crecimiento que comprende al menos dos fuentes de carbono seleccionadas del grupo que consiste en: caseina,
lactato (es decir, acido lactico), dextrosa, fructosa, fructano, glucosa, sacarosa, lactosa, maltosa, acetato, glicerol,
manitol, sorbitol, sacarosa, xilosa, melaza, fucosa, glucosamina, dextrano, una grasa, un aceite, glicerol, acetato
sédico, arabinosa, proteina de soja, proteina soluble, rafinosa, amilosa, almidén, triptona, extracto de levadura y
combinaciones de los mismos, (b} extraer las células en condiciones anaerobias, (¢} congelar las células, y (d) liofilizar
las células, en donde se producen aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g de células de M.
elsdenii liofilizadas.

En otro aspecto de la divulgacién, un método de produccion de células de Megasphaera elsdenii liofilizadas segun la
presente divulgacién comprende: (a) preparar un cultivo que comprende células de M. elsdenii y un medio de
crecimiento, (b) extraer las células en condiciones anaerobias en las 12 horas después de que el cultivo haya
terminado su fase de crecimiento exponencial y antes de que el cultivo haya empezado su fase de crecimiento
estacionario, (c) congelar las células, y (d) liofilizar las células, en donde se producen células de M. elsdenii liofilizadas.

En otro aspecto de la divulgacién, un método de produccion de células de Megasphaera elsdenii liofilizadas segun la
presente divulgacién comprende: (a) preparar un cultivo que comprende células de M. elsdenii y un medio de
crecimiento, (b) extraer las células, (¢} congelar las células a una temperatura de aproximadamente -80 °C a
aproximadamente -210 °C en 5 horas desde la extraccién, y (d) liofilizar las células, en donde se producen células de
M. elsdenii liofilizadas.

En algunas realizaciones de la divulgacién, la cantidad de células de M. elsdenii liofilizadas producida por un método

desvelado en el presente documento y/o la cantidad de células de M. elsdeniique son viables después de la liofilizacion
es aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 102 UFC/g aproximadamente 1 x 103 UFC/g a

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 558 T3

aproximadamente 1 x 10" UFC/g, aproximadamente 1 x 108UFC/g a aproximadamente 1 x 10'9 UFC/g,
aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 10° UFC/g, aproximadamente 1 x 103UFC/g a
aproximadamente 1 x 108 UFC/g, aproximadamente 1 x10%UFC/g a aproximadamente 1 x 107 UFC/g,
aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g, aproximadamente 1 x 103UFC/g a
aproximadamente 1 x 10° UFC/g, aproximadamente 1 x 10*UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2UFC/g,
aproximadamente 1 x 10°UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2UFC/g, aproximadamente 1 x 108 UFC/g a
aproximadamente 1 x 10'2UFC/g, aproximadamente 1 x 107 UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g,
aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 102 UFC/g, aproximadamente 1 x 10°UFC/g a
aproximadamente 1 x 10'2UFC/g, aproximadamente 1 x10'©UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g,
aproximadamente 1 x 102 UFC/g a aproximadamente 1 x 10° UFC/g, aproximadamente 1 x 10*UFC/g a
aproximadamente 1 x 108 UFC/g, aproximadamente 1 x10°5UFC/g a aproximadamente 1 x 107 UFC/g,
aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g, aproximadamente 1 x 107 UFC/g a
aproximadamente 1 x 10° UFC/g, aproximadamente 1x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 10'9UFC/g,
aproximadamente 1 x 10° UFC/g a aproximadamente 1 x 10" UFC/g, o aproximadamente 1 x 10" UFC/g a
aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g. En algunas realizaciones, la cantidad de células de M. elsdenii liofilizadas
producidas por un método desvelado en el presente documento y/o la cantidad de células de M. elsdenii que son
viables después de la liofilizacién es 1 x 107 UFC/g a 1 x 102 UFC/g.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de M. elsdenii liofilizadas son viables durante aproximadamente
14 dias a aproximadamente 24 meses a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -20 °C, aproximadamente 4 °C,
aproximadamente 25 °C, o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones de la divulgacion, las células de
M. elsdenii liofilizadas son viables durante al menos aproximadamente 14 dias, al menos aproximadamente 1 mes, al
menos aproximadamente 6 meses, al menos aproximadamente 8 meses, al menos aproximadamente 10 meses, al
menos aproximadamente 12 meses, al menos aproximadamente 15 meses, al menos aproximadamente 18 meses, 0
al menos aproximadamente 24 meses a aproximadamente -80 °C, aproximadamente -20 °C, aproximadamente 4 °C,
aproximadamente 25 °C, o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, las células de M. elsdenii
liofilizadas son viables después del almacenamiento a una temperatura de 25 °C durante al menos 2 semanas.

En algunas realizaciones de la divulgacion, aproximadamente 1 x 10% UFC/g a aproximadamente 1 x 10 UFC/g
aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 10" UFC/g, aproximadamente 1 x 10° UFC/ml a
aproximadamente 1 x 10" UFC/g, aproximadamente 1 x 103 UFC/g a aproximadamente 1 x 10° UFC/g,
aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g, aproximadamente 1 x 103UFC/g a
aproximadamente 1 x 107 UFC/g, aproximadamente 1 x 108UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g,
aproximadamente 1 x 102 UFC/g a aproximadamente 1 x 10° UFC/g, aproximadamente 1 x 10*UFC/g a
aproximadamente 1 x 10'2UFC/g, aproximadamente 1 x 10°UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g,
aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 10" UFC/g, aproximadamente 1 x 107 UFC/g a
aproximadamente 1 x 102 UFC/g, aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g,
aproximadamente 1 x 10° UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g, aproximadamente 1 x 10"°UFC/g a
aproximadamente 1 x 102 UFC/g, aproximadamente 1 x 103 UFC/g a aproximadamente 1 x 10%° UFC/g,
aproximadamente 1 x 10*UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g, aproximadamente 1 x 10°UFC/g a
aproximadamente 1 x 107 UFC/g, aproximadamente 1 x 108UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g,
aproximadamente 1 x 107 UFC/g a aproximadamente 1 x 10° UFC/g, aproximadamente 1 x 108 UFC/g a
aproximadamente 1 x 10" UFC/g, aproximadamente 1 x 10°UFC/g a aproximadamente 1 x 10" UFC/g, o
aproximadamente 1 x 10'® UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g de células de M. elsdeniiliofilizadas son viables
después del almacenamiento a una temperatura de aproximadamente -80 °C, aproximadamente -20 °C,
aproximadamente 4 °C, o combinaciones de los mismos, durante al menos aproximadamente 14 dias, al menos
aproximadamente 1 mes, al menos aproximadamente 6 meses, al menos aproximadamente 8 meses, al menos
aproximadamente 10 meses, al menos aproximadamente 12 meses, al menos aproximadamente 15 meses, al menos
aproximadamente 18 meses, o al menos aproximadamente 24 meses. En algunas realizaciones, 1 x 107 a
1 x 102 UFC/g de las células de M. elsdenii liofilizadas son viables después del almacenamiento a 4 °C durante mas
de 1 mes.

En algunas realizaciones de la divulgacion, aproximadamente 1 x 10% UFC/g a aproximadamente 1 x 10 UFC/g
aproximadamente 1 x 103 UFC/g a aproximadamente 1 x 10" UFC/g, aproximadamente 1 x 10°8UFC/g a
aproximadamente 1 x 109 UFC/g, aproximadamente 1 x 103UFC/g a aproximadamente 1 x 10° UFC/g,
aproximadamente 1 x 103 UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g, aproximadamente 1 x 10°8UFC/g a
aproximadamente 1 x 107 UFC/g, aproximadamente 1 x 108UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g,
aproximadamente 1 x 102 UFC/g a aproximadamente 1 x 10° UFC/g, aproximadamente 1 x 10*UFC/g a
aproximadamente 1 x 10'2UFC/g, aproximadamente 1 x 10°UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g,
aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 102 UFC/g, aproximadamente 1 x 107 UFC/g a
aproximadamente 1 x 102 UFC/g, aproximadamente 1 x 108 UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g,
aproximadamente 1 x 10° UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g, aproximadamente 1 x 10"°UFC/g a
aproximadamente 1 x 102 UFC/g, aproximadamente 1 x 103UFC/g a aproximadamente 1 x 10° UFC/g,
aproximadamente 1 x 10* UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g, aproximadamente 1 x 105UFC/g a
aproximadamente 1 x 107 UFC/g, aproximadamente 1 x 108UFC/g a aproximadamente 1 x 108 UFC/g,
aproximadamente 1 x 107 UFC/g a aproximadamente 1 x 10° UFC/g, aproximadamente 1 x 108 UFC/g a
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aproximadamente 1 x 10" UFC/g, aproximadamente 1 x 10°UFC/g a aproximadamente 1 x 10" UFC/g, o
aproximadamente 1 x 101 UFC/g a aproximadamente 1 x 10'2 UFC/g de células de M. elsdeniiliofilizadas son viables
después del almacenamiento a una temperatura de aproximadamente 25 °C durante al menos aproximadamente 14
dias, al menos aproximadamente 1 mes, al menos aproximadamente 6 meses, al menos aproximadamente 8 meses,
al menos aproximadamente 10 meses, al menos aproximadamente 12 meses, al menos aproximadamente 15 meses,
al menos aproximadamente 18 meses, o0 al menos aproximadamente 24 meses.

Aditivos para piensos, composiciones y kits

En un aspecto de la divulgacion, un aditivo para piensos comprende células de M. elsdenii como se desvela en el
presente documento.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos comprende células de M. elsdenii liofilizadas como
se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos comprende
células de M. elsdenii liofilizadas producidas por un método desvelado en el presente documento.

En un aspecto de la divulgacién, un aditivo para piensos comprende células de Megasphaera liofilizadas como se
desvela en el presente documento.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos comprende células de Megasphaera liofilizadas
como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos
comprende células de Megasphaera liofilizadas producidas por un método desvelado en el presente documento.

En un aspecto de la divulgacion, un aditivo para piensos comprende células bacterianas anaerobias como se desvela
en el presente documento. En otro aspecto de la divulgacién, un aditivo para piensos comprende células de
Bifidobacterium, tales como B. breve, células de Lactobacillus, tales como L. plantarum, células de Bifidobacterium,
tales como B. animalis subsp. lactis, células de Pediococcus, tales como P. acidilactici, células de Lactobacillus, tales
como L. casei.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos comprende células bacterianas anaerobias
liofilizadas como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para
piensos comprende células bacterianas anaerobias liofilizadas producidas por un método desvelado en el presente
documento.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos comprende células de Bifidobacterium liofilizadas,
tales como B. breve, células de Lactobacillus, tales como L. plantarum, células de Bifidobacterium, tales como B.
animalis subsp. lactis, células de Pediococcus, tales como P. acidilactici, células de Lactobacillus, tales como L. casei.
En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos comprende células de Bifidobacterium liofilizadas,
tales como B. breve, células de Lactobacillus, tales como L. plantarum, células de Bifidobacterium, tales como B.
animalis subsp. lactis, células de Pediococcus, tales como P. acidilactici, células de Lactobacillus, tales como L. casei
producidas por un método desvelado en el presente documento.

En un aspecto de la divulgacién, un aditivo para piensos comprende células bacterianas aerobias como se desvela en
el presente documento. En otro aspecto, un aditivo para piensos comprende células de Bacillus, tales como B. subtilis.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos comprende células bacterianas aerobias liofilizadas
como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos
comprende células bacterianas aerobias liofilizadas producidas por un método desvelado en el presente documento.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos comprende células de Bacillus liofilizadas, tales
como B. subtilis. En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos comprende células de Bacillus
liofilizadas, tales como B. subtilis producidas por un método desvelado en el presente documento.

En un aspecto de la divulgacién, un aditivo para piensos comprende células de levadura como se desvela en el
presente documento. En otro aspecto, un aditivo para piensos comprende células de Sacaromyces, tales como S.
boulardiiy S. cerevisiae.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos comprende células de levadura liofilizadas como
se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos comprende
células de levadura liofilizadas producidas por un método desvelado en el presente documento.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos comprende células de Sacaromyces liofilizadas,
tales como S. boulardiiy S. cerevisiae. En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos comprende
células de Sacaromyces liofilizadas, tales como S. boulardiiy S. cerevisiae producidas por un método desvelado en
el presente documento.
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En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos es un sélido (es decir, "un aditivo para piensos
s6lido") o un liquido (es decir, "un aditivo para piensos liquido"). En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo
para piensos es un semisélido o un gel (es decir, "un aditivo para piensos semisélido o en gel"). Un aditivo para piensos
en gel puede contener un secuestrante de oxigeno (por ejemplo, acido ascérbico).

En algunas realizaciones de la divulgacién, un aditivo para piensos sélido es un polvo (por ejemplo, un polvo fluido),
granulo (es decir, un granulado), particula (es decir, material particulado}, pella, torta, concentrado soluble en agua,
pasta, bolo, comprimido, polvo, un componente de los mismos, o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones de la divulgacién, un aditivo para piensos liquido es una disolucién (por ejemplo, una
disolucién acuosa, organica, o acuosa-organica), suspensién, emulsién, pocién, espray, inyectable, bebida (por
ejemplo, un sustituto de la leche}, un componente de los mismos, o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones de la divulgacién, un aditivo para piensos en gel es un organogel. En algunas realizaciones
de la divulgacion, el aditivo para piensos en gel es un gel oral (es decir, un gel para administracién por via oral).

En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos es para su uso como una cobertura (es decir, para
afiadir a la superficie de un alimento 0 mezclar con un alimento (por ejemplo, un pienso para animales)). En algunas
realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos es para administracién como un liquido.

En algunas realizaciones de la divulgacién, las células de M. elsdenii liofilizadas como se desvelan en el presente
documento se pueden usar como un aditivo para piensos liquido mediante rehidratacién, disolucién, solubilizacién y/o
suspension de las células liofilizadas en un liquido.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos comprende un vehiculo (es decir, uno 0 mas
vehiculos).

Ejemplos de vehiculos adecuados incluyen, pero no se limitan a, materiales vegetales (es decir, plantas completas o
partes de planta (por ejemplo, semillas, tallos, hojas, flores y/o raices, por ejemplo}, que incluyen plantas o partes de
planta secadas o procesadas), granos secados (por ejemplo, granos secos de destileria), alfalfa, harina de maiz,
harina de citricos, residuos de fermentacién, conchas de ostra machacadas, arcilla de Attapulgus, moyuelos de trigo,
solubles de melaza, harina de mazorcas de maiz, sustancias vegetales comestibles, harina de soja descascarillada
tostada, afrecho de soja, micelios antibiéticos, vermiculita, sémola de soja, suero de leche, maltodextrina, sacarosa,
dextrosa, caliza (carbonato calcico), cascaras de arroz, cultivo de levadura, almidon secado, aluminato de silice sodica,
agua, disoluciones salinas, alcohol, silicona, ceras, vaselina, aceites vegetales, polietilenglicoles, propilenglicol,
liposomas, azucares, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, tensioactivos, acido silicico, parafina
viscosa, aceite de perfume, monoglicéridos y diglicéridos de é&cido graso, ésteres de acidos grasos petroetrales,
hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, y similares, y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos comprende un excipiente (es decir, uno o mas
excipientes) que incluyen, pero no se limitan a, celulosa microcristalina; lactosa; citrato de sodio; carbonato calcico;
fosfato de calcio dibasico y glicina; disgregantes tales como almidén, glicolato sédico de almidén, croscarmelosa
sddica y ciertos silicatos complejos; aglutinantes de la granulacién, tales como polivinilpirrolidona,
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, gelatina y goma arabiga; agentes de carga,
tales como maltodextrina; secuestrantes de la humedad, tales como diéxido de silicio; secuestrantes de oxigeno, tales
como &cido ascérbico; y/o agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio, acido estearico, behenato de
glicerilo y talco.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos es un granulo que comprende: un nucleo que
comprende las células de M. elsdenii y/o aditivo para piensos, y un recubrimiento sobre el nicleo. En algunas
realizaciones, el recubrimiento es una sal de barrera hidratada. El recubrimiento de sal puede proporcionar
termotolerancia mejorada, estabilidad durante el almacenamiento mejorada, y proteccién contra otros componentes
en los granulos que pueden tener de otro modo un efecto adverso (por ejemplo, sobre la estabilidad) de las células de
M. elsdenii y/o aditivo para piensos.

En algunas realizaciones de la divulgacion, M. elsdenii liofilizado se mezcla con una formulacién seca de aditivos que
incluyen, pero no se limitan a, sustratos de crecimiento, enzimas, azlcares, hidratos de carbono, extractos y
microingredientes promotores del crecimiento. Los azicares pueden incluir, pero no se limitan a, lactosa, maltosa,
dextrosa, maltodextrina, glucosa, fructosa, manosa, tagatosa, sorbosa, rafinosa, amilosa, almidén y galactosa. Los
azucares pueden variar del 50-95 %, ya sea individual o en combinacién. Los extractos pueden incluir, pero no se
limitan a, levadura o solubles de la fermentacién de levadura seca que varian desde el 5-50 %. Los sustratos de
crecimiento pueden incluir, pero no se limitan a, tripticasa, que varia desde el 5-25 %; lactato de sodio, que varia desde
el 5-30 %; y Tween 80, que varia desde el 1-5 %. Los hidratos de carbono pueden incluir, pero no se limitan a, manitol,
sorbitol, adonitol y arabitol. Los hidratos de carbono pueden variar del 5-50 % individualmente o en combinacion. Los
microingredientes pueden incluir, pero no se limitan a, carbonato calcico, que varia desde 0,5-5,0 %, cloruro de calcio,
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que varia desde 0,5-5,0 %; difosfato de potasio, que varia desde 0,5-5,0 %; fosfato de calcio, que varia desde 0,5-
5,0 %; proteinato de manganeso, que varia desde 0,25-1,00 %; y manganeso, que varia desde 0,25-1,00 %.

En algunas realizaciones de la divulgacién, un aditivo para piensos de M. elsdenii se prepara mezclando (por ejemplo,
con una mezcladora) células de M. elsdenii, que incluyen un cultivo que comprende las células y/o células liofilizadas,
con cualquier componente adicional del aditivo para piensos (por ejemplo, un vehiculo y/o un excipiente)}. En algunas
realizaciones de la divulgacion, los componentes se mezclan para obtener una mezcla uniforme.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el aditivo para piensos es un aditivo para piensos para animales de
cobertura que comprende células de M. elsdenii como se desvela en el presente documento (por ejemplo, células
liofilizadas) y un vehiculo. En algunas realizaciones, el vehiculo se selecciona del grupo que consiste en: suero de la
leche, maltodextrina, sacarosa, dextrosa, caliza (es decir, carbonato calcico), cascaras de arroz, cultivo de levadura,
almidén secado y aluminato de silice sédica, leche, agua, y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el aditivo para piensos para animales es una pocién, espray o suplemento
de un sustituto de la leche que comprende células de M. elsdenii como se desvela en el presente documento (por
ejemplo, células liofilizadas) y un vehiculo soluble en agua. En algunas realizaciones de la divulgacion, el vehiculo se
selecciona del grupo que consiste en: suero de la leche, maltodextrina, sacarosa, dextrosa, almidén secado, aluminato
de silice sédica, leche, agua, y combinaciones de los mismos.

En un aspecto, la presente divulgacién se refiere a un alimento (por ejemplo, un pienso para animales) que comprende
células de M. elsdenii (por ejemplo, células liofilizadas como se desvela en el presente documento, por ejemplo, células
liofilizadas producidas por un método como se desvela en el presente documento) y/o un aditivo para piensos como
se desvela en el presente documento. Un producto alimenticio es cualquier alimento para consumo animal (es decir,
animales no humanos o seres humanos), e incluye composiciones tanto sélidas como liquidas. Los alimentos incluyen,
pero no se limitan a, alimentos comunes; productos liquidos, que incluyen aguas, leches, bebidas, bebidas
terapéuticas y bebidas nutricionales; alimentos funcionales; suplementos; nutracéuticos; leche de inicio (es decir, que
incluye lactantes no humanos y humanos), que incluyen férmulas para bebés prematuros; alimentos para animales
gestantes o lactantes; alimentos para animales adultos; y alimentos geriatricos. En algunas realizaciones, el alimento
incluye un liquido (por ejemplo, una bebida, por ejemplo, agua, leche o un sustituto de la leche)} que comprende el
aditivo para piensos.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a una composicidon que comprende células de M. elsdenii (por
ejemplo, células liofilizadas). En algunas realizaciones de la divulgacién, la composicién comprende células de M.
elsdenii liofilizadas producidas por un método desvelado en el presente documento.

En algunas realizaciones de la divulgacién, las células de M. elsdenii (por ejemplo, células liofilizadas) como se desvela
en el presente documento pueden ser ademas modificadas o procesadas quimica o fisicamente basandose en los
requisitos de la composicién por cualquier técnica conocida.

Una composicion de la divulgacién descrita en el presente documento puede incluir uno o mas excipientes. En algunas
realizaciones de la divulgacién, el excipiente puede ser, pero no se limita a, un agente alcalino, un estabilizador, un
antioxidante, un agente de adhesion, un agente separador, un agente de recubrimiento, un componente de fase
exterior, un componente de liberacién controlada, un disolvente, un tensioactivo, un humectante, un agente de
tamponamiento, una carga, un emoliente, o combinaciones de los mismos. Excipientes ademas de los tratados en el
presente documento pueden incluir excipientes enumerados en, aunque no se limitan a, Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 21.2 ed. (2005). La inclusién de un excipiente en una clasificacién particular en el presente
documento (por ejemplo, "disolvente") estd prevista para ilustrar en vez de limitar la funcién del excipiente. Un
excipiente particular puede entrar dentro de multiples clasificaciones.

En algunas realizaciones de la divulgacién, la composicién es una composicion farmacéutica (por ejemplo, para el
tratamiento de animales no humanos o seres humanos). En algunas realizaciones de la divulgacion, la composicion
es un alimento médico (por ejemplo, un alimento veterinario). Un alimento médico incluye un alimento que esta en una
composicién para ser consumida o administrada externamente bajo la supervisién de un médico (por ejemplo, un
veterinario) y que esta prevista para la gestion dietética especifica de una afeccién, para la que se han establecido
requisitos nutricionales distintivos, basados en principios cientificos reconocidos, mediante una evaluacién médica. En
algunas realizaciones de la divulgacién, la composicién farmacéutica comprende un excipiente farmacéuticamente
aceptable. En algunas realizaciones, el término "farmacéuticamente aceptable" significa autorizado por una agencia
reguladora del gobierno federal o un gobierno estatal o listado en la Farmacopea Estadounidense, u otra farmacopea
internacional generalmente reconocida para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos.

Para administracioén por via oral de una composicion, las células de M. elsdenii (por ejemplo, células liofilizadas) o el
aditivo para piensos se pueden combinar con excipientes bien conocidos en la técnica. Dichos vehiculos pueden
permitir, por ejemplo, que las células de M. elsdenii o aditivo para piensos se formulen como comprimidos, pildoras,
comprimidos recubiertos de azlcar, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones, suspensiones y similares, para
ingestién oral por un sujeto que se va a tratar. En algunas realizaciones de la divulgacion, la composicion es un
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comprimido, pildora, comprimido oblongo o capsula. Excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, cargas,
tales como azUcares, que incluyen, pero no se limitan a, lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol; preparados de celulosa,
tales como, pero no se limitan a, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz, almidén de patata, gelatina,
goma tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio y polivinilpirrolidona (PVP).
Si se desea, se pueden afiadir agentes disgregantes, tales como, pero no se limitan a, la polivinilpirrolidona reticulada,
agar o acido alginico o una sal del mismo, tal como alginato de sodio. Las composiciones que se pueden usar por via
oral incluyen, pero no se limitan a, capsulas hechas de gelatina, asi como capsulas selladas blandas hechas de
gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. En algunas realizaciones de la divulgacién, la forma farmacéutica
es una forma farmacéutica vegetariana, en la que la forma farmacéutica no esta formada y no contiene componentes
de una fuente animal. En algunas realizaciones de la divulgacion, la forma farmacéutica vegetariana es una capsula
vegetariana.

En un aspecto, la presente divulgaciéon se refiere a una capsula que comprende células de M. elsdenii (por ejemplo,
células liofilizadas) y/o un aditivo para piensos como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones
de la divulgacién, la capsula es una capsula de gelatina. En algunas realizaciones de la divulgacion, la capsula
comprende células de M. elsdenii liofilizadas producidas por un método como se desvela en el presente documento o
un aditivo para piensos como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones de la divulgacion, la
céapsula es degradable. En algunas realizaciones de la divulgacion, la capsula es una céapsula de gelatina degradable.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon se refiere a una composicién liofilizada encapsulada que comprende células
bacterianas anaerobias, en donde el polvo liofilizado se encapsula dispensando el polvo liofilizado en el aceite
calentado. En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a una composicién liofilizada encapsulada que
comprende células de M. elsdenii, en donde el polvo liofilizado se encapsula dispensando el polvo liofilizado en aceite
calentado.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a kits 0 envases que comprenden células de M. elsdenii, aditivos
para piensos, alimentos y/o0 composiciones desveladas en el presente documento. Los Kits 0 envases pueden incluir
unidades de un aditivo para piensos, composicién alimenticia, o0 combinaciones de los mismos (por ejemplo, una o
més unidades). En algunas realizaciones de la divulgacién, el kit comprende células liofilizadas producidas por un
método desvelado en el presente documento, un aditivo para piensos como se desvela en el presente documento, o
una capsula como se desvela en el presente documento.

Métodos de administracion de células bacterianas anaerobias, células bacterianas aerobias y/o células de
levadura a animales

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de administracion de células bacterianas anaerobias a
un animal. En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de administracién de células de
Bifidobacterium, tales como B. breve, células de Lactobacillus, tales como L. plantarum, células de Bifidobacterium,
tales como B. animalis subsp. lactis, células de Pediococcus, tales como P. acidilactici, células de Lactobacillus, tales
como células de L. casei a un animal.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de administracion de células bacterianas aerobias a un
animal. En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de administracion de células de Bacillus, tales
como células de B. subtilis, a un animal.

En un aspecto, la presente divulgacién se refiere a un método de administracién de células de levadura a un animal.
En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de administracion de células de Sacaromyces, tales
como células de S. boulardiiy S. cerevisiae, a un animal.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende administrar al animal células de M. elsdenii, un
aditivo para piensos, un alimento, o una composicion (por ejemplo, una capsula) como se describe en el presente
documento.

La administracién puede ser por cualquier via compatible, que incluye, por ejemplo, por via oral (es decir, un liquido o
sélido ingerible, una pocién oral, un aditivo para piensos, un alimento, una composicién, o una capsula), pulverizando
sobre el cuerpo (es decir, por pulverizacion de niebla), y/o inyeccién.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende administrar un sélido, un liquido, o un gel que
comprende las células de M. elsdenii.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende administrar un aditivo para piensos sélido que
comprende las células. En algunas realizaciones, el aditivo para piensos sélido es un polvo (por ejemplo, un polvo
fluido), granulo (es decir, un granulado), particula (es decir, material particulado), pella, torta, concentrado soluble en
agua, pasta, bolo, comprimido, polvo, un componente de los mismos, 0 combinaciones de los mismos.
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En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende administrar un aditivo para piensos liquido que
comprende las células. En algunas realizaciones, el método comprende administrar las células en un liquido. En
algunas realizaciones, el liquido es una disolucién (por ejemplo, una disolucién acuosa, organica, o0 acuosa-organica),
suspensién, emulsién, pocién, espray, inyectable, bebida (por ejemplo, un sustituto de la leche), un componente de
los mismos, o combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones de la divulgacién, el liquido se administra por
via oral o pulverizando el animal con el liquido.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende combinar las células de M. elsdenii o el aditivo para
piensos que comprende las células con otro aditivo para piensos para animales para formar un suplemento o
premezcla para afiadir a un pienso para animales. En algunas realizaciones de la divulgacién, el otro aditivo para
piensos comprende células distintas de M. elsdenii.

En algunas realizaciones de la divulgaciéon, las células de M. elsdenii (por ejemplo, células liofilizadas) se pueden
afiadir al aditivo para piensos como un liquido (por ejemplo, en un caldo o equivalente de caldo, que incluye, por
ejemplo, células liofilizadas rehidratadas), pasta celular reconstituida, o como células liofilizadas (por ejemplo, secadas
por congelacion). Los microorganismos, que incluyen M. elsdenii liofilizado, también se pueden encapsular antes de
la adicién al aditivo para piensos. Las formas farmacéuticas (por ejemplo, pociéon de volumen predeterminado o
cépsulas) también se pueden formar y, si se desea, los microorganismos se pueden afadir directamente al pienso
para animales, como rociando un caldo liquido y/o células liofilizadas sobre el pienso o la mezcla en el pienso.

En algunas realizaciones de la divulgaciéon, el método comprende rehidratar un aditivo para piensos sélido (por
ejemplo, un polvo, granulado, particula, pella, torta, células liofilizadas, 0 combinaciones de los mismos) para producir
un liquido para administracion.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende aplicar células de M. elsdenii a un pienso para
animales mediante un sistema de administracién que rehidrata un aditivo para piensos sélido o células liofilizadas, que
incluye de lote en lote. Por ejemplo, un polvo liofilizado se puede transportar de una tolva de polivinilo a un sistema de
lavado, que diluye el polvo y lo pulveriza sobre el pienso a mezclar.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende aplicar células de M. elsdenii al pienso para animales
usando un dispositivo dosificador volumétrico con un recipiente de almacenamiento. Por ejemplo, se pueden
almacenar células liofilizadas (por ejemplo, un polvo que comprende las células) en el recipiente de almacenamiento
y descargar en un bafio de agua 0 acuoso justo antes de ser pulverizado sobre un pienso para animales.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de tratamiento o prevencion de una afeccién o trastorno
asociado a la produccién de acido lactico en el tubo gastrointestinal de un animal, que comprende administrar al animal
una cantidad eficaz de células de M. elsdenii (por ejemplo, células liofilizadas) como se describe en el presente
documento, células liofilizadas de M. elsdenii producidas por un método como se desvela en el presente documento,
un aditivo para piensos como se desvela en el presente documento, 0 una composicién (por ejemplo, una capsula)
como se desvela en el presente documento.

En algunas realizaciones de la divulgacién, la afeccién o trastorno es acidosis. En algunas realizaciones de la
divulgacion, la afeccién o trastorno es acidosis ruminal. En algunas realizaciones de la divulgacion, la afeccién o
trastorno es enfermedad respiratoria. En algunas realizaciones de la divulgacién, la afeccién o trastorno es laminitis.
En algunas realizaciones de la divulgacion, la afeccién o trastorno es una infecciéon. En algunas realizaciones de la
divulgacion, la infeccién es con Salmonella o Campylobacter En algunas realizaciones de la divulgacion, la Salmoneila
es Salmonella enterica y/o Salmonella bongori. En algunas realizaciones de la divulgacion, el serotipo de la Salmonella
es Salmonella typhimurium yl/o enteritidis. En algunas realizaciones de la divulgacion, el Campylobacter es
Campylobacter jejuni o Campylobacter coli.

En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a un método de prevencién o disminucién del crecimiento de un
microorganismo oportunista en el tubo gastrointestinal de un animal, que comprende administrar al animal una
cantidad eficaz de células de M. elsdenii (por ejemplo, células liofilizadas) como se desvela en el presente documento,
células liofilizadas de M. elsdenii producidas por un método como se desvela en el presente documento, un aditivo
para piensos como se desvela en el presente documento, o una composicién como se desvela en el presente
documento.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el microorganismo oportunista es patdégeno. En algunas realizaciones de
la divulgacién, el microorganismo oportunista es Salmonella o Campylobacter. En algunas realizaciones de la
divulgacion, la Salmonella es Salmonella enterica y/o Salmonella bongori. En algunas realizaciones de la divulgacion,
el serotipo de la Salmonella es Salmonella typhimurium y/o enteritidis. En algunas realizaciones de la divulgacién, el
Campylobacter es Campylobacter jejuni o Campylobacter coli.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de mejora de la biodisponibilidad del fésforo derivado

de planta en la dieta de un animal, que comprende administrar al animal una cantidad eficaz de células de M. elsdenii
(por ejemplo, células liofilizadas) como se desvela en el presente documento, células liofilizadas de M. elsdenii
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producidas por un método como se desvela en el presente documento, un aditivo para piensos como se desvela en el
presente documento, o una composicion como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones de la
divulgacion, las células de M. elsdenii comprenden una actividad de fitasa. En algunas realizaciones, el método reduce
el residuo de fosforo medioambiental resultante de la administracion de una dieta al animal en ausencia de células de
M. elsdenii.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de mejora del rendimiento del crecimiento en un
animal, que comprende administrar al animal una cantidad eficaz de células de M. elsdenii (por ejemplo, células
liofilizadas) como se desvela en el presente documento, células liofilizadas de M. elsdenii producidas por un método
como se desvela en el presente documento, un aditivo para piensos como se desvela en el presente documento, o
una composicién como se desvela en el presente documento. En alguna realizacién de la divulgacién, el rendimiento
del crecimiento mejorado en el animal es una mejora en: consumo de pienso, aumento de peso promedio diario,
relacién de conversién de pienso, aumento de peso de la canal, produccién de leche en un animal productor de leche,
produccién de huevos en aves de corral, mineralizacién 6sea, o combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de acidificacion del tubo gastrointestinal inferior de un
animal, que comprende administrar al animal una cantidad eficaz de células de M. elsdenii (por ejemplo, células
liofilizadas) como se desvela en el presente documento, células liofilizadas de M. elsdenii producidas por un método
como se desvela en el presente documento, un aditivo para piensos como se desvela en el presente documento, o
una composicién como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones de la divulgacién, el tubo
gastrointestinal inferior es el ciego de un animal de corral.

En algunas realizaciones de la divulgacién, las células de M. elsdenii (por ejemplo, células liofilizadas) como se
desvelan en el presente documento, las células liofilizadas de M. elsdenii producidas por un método como se desvelan
en el presente documento, un aditivo para piensos como se desvela en el presente documento, 0 una composicion
como se desvela en el presente documento, se administra antes de, concomitantemente con, o después de alimentar
el animal con un alimento.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende ademas mezclar las células liofilizadas de M. elsdenii
como se desvela en el presente documento, las células liofilizadas producidas por un método como se desvela en el
presente documento, o un aditivo para piensos so6lido como se desvela en el presente documento con un liquido antes
de la administracién.

En algunas realizaciones de la divulgacién, un liquido se administra por via oral (por ejemplo, una pocion oral) o
pulverizando (por ejemplo, pulverizacién de niebla) el animal con el liquido.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el método comprende una administracién Unica de células de M. elsdenii
(por ejemplo, células liofilizadas) como se desvela en el presente documento, células liofilizadas de M. elsdenii
producidas por un método como se desvela en el presente documento, un aditivo para piensos como se desvela en el
presente documento, 0 una composicién como se desvela en el presente documento.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende una administracién diaria de células de M. elsdenii
(por ejemplo, células liofilizadas) como se desvela en el presente documento, células liofilizadas de M. elsdenii
producidas por un método como se desvela en el presente documento, un aditivo para piensos como se desvela en el
presente documento, o una composicién como se desvela en el presente documento. En algunas realizaciones de la
divulgacion, la administracién es al menos una vez al dia, al menos dos veces al dia, al menos tres veces al dia, o
mas de tres veces al dia. En algunas realizaciones de la divulgacién, la administracién es a voluntad (por ejemplo,
autoadministracién bebiendo un liquido disponible o comiendo un alimento disponible que comprende las células de
M. elsdenii (por ejemplo, células liofilizadas), las células liofilizadas de M. elsdenii producidas por un método como se
desvela en el presente documento, el aditivo para piensos, o la composicién).

En algunas realizaciones de la divulgacion, el método comprende mas de una administracién en un solo dia de células
de M. elsdenii (por ejemplo, células liofilizadas) como se desvela en el presente documento, células liofilizadas de M.
elsdenii producidas por un método como se desvela en el presente documento, un aditivo para piensos como se
desvela en el presente documento, o una composicién como se desvela en el presente documento. En algunas
realizaciones de la divulgacién, la administracién es dos, tres, cuatro, cinco, seis, 0 mas administraciones en un solo
dia. En algunas realizaciones, el método comprende mas de una administracion en un solo dia seguido por uno o mas
dias sin administracién. En algunas realizaciones de la divulgacién, el uno o mas dias sin administracién es uno, dos,
tres, cuatro, cinco, o seis dias, una semana, dos semanas, tres semanas, 0 cuatro semanas, un mes, dos meses, tres
meses, cuatro meses, cinco meses, 0 seis meses sin administracion.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el animal es un rumiante. En algunas realizaciones de la divulgacién, el
rumiante puede ser, pero no se limita a, ganado vacuno, bufalo, ovejas, cabras, ciervos, renos, alces, jirafas, yaks y
alces. En alguna realizacién de la divulgacion, el rumiante se selecciona del grupo que consiste en: ganado vacuno,
bufalo, ovejas, cabras, ciervos y renos.
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En algunas realizaciones de la divulgacién, el animal es un no rumiante. En algunas realizaciones de la divulgacion,
el no rumiante puede ser, pero no se limita a, equinos, aves de corral, cerdos, perros y gatos. En algunas realizaciones
de la divulgacién, el no rumiante se selecciona del grupo que consiste en: equinos, aves de corral y cerdos.

En algunas realizaciones de la divulgaciéon, el animal es un animal de zoolégico.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el animal es un animal de corral. En algunas realizaciones de la divulgacion,
el animal de corral es un aviar (es decir, ave) que se usa como un animal de produccién que incluye, pero no se limita
a, un pollo, ganso, pato, codorniz, pavo, paloma, emu o avestruz. En algunas realizaciones de la divulgacion, el animal
de corral se selecciona del grupo que consiste en: un pollo, un ganso, un pato, una codorniz, un pavo o una paloma.
En algunas realizaciones de la divulgacion, el animal de corral se selecciona del grupo que consiste en: un pollo de
engorde, una reproductora de pollos de engorde y una ponedora. En algunas realizaciones, el animal de corral es un
pollo.

En algunas realizaciones de la divulgacién, el animal es un equino. En algunas realizaciones de la divulgacion, el
equino es un caballo, un pony, un burro 0 una mula.

EJEMPLOS

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores ilustran algunas
realizaciones de la invencién en un modo no limitativo.

EJEMPLO 1
Efecto de la temperatura sobre el rendimiento de cultivos liquidos de M. elsdenii

Se probaron temperaturas de almacenamiento de 4 °C, 20 °C y 39 °C para evaluar la viabilidad de células en cultivos
liquidos de NCIMB 41125 de M. elsdenii (Lactipro®) después de 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Los resultados revelaron que
el almacenamiento del producto a 4 °C mejoré significativamente (P < 0,001) la viabilidad del cultivo en comparacién
con el almacenamiento a 20 °C o 39 °C, independientemente del dia de muestreo. Después de 28 dias, el producto
conservado a 4 °C tuvo 3,98 x 10° unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mI} en comparacion con
1,26 x 10% y 6,3 x 10° UFC/ml para el producto conservado a 20 °C o 39 °C, respectivamente (P < 0,01; FIG. 1). Por
lo tanto, los resultados muestran que una disminucion de la temperatura de almacenamiento mejora la viabilidad de
cultivos liquidos de NCIMB 41125 de M. elsdenii.

Datos adicionales de un estudio separado muestran que el rendimiento de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii en
un cultivo liquido (Lactipro advance®) disminuye después de 0, 7, 14, 21 y 28 dias de almacenamiento a temperatura
ambiente (FIG. 2).

EJEMPLO 2
Uso de filtracion de flujo tangencial para concentrar cultivos de M. elsdenii

Se investigé la filtracién de flujo tangencial (FFT) como un método para concentrar grandes volimenes de cultivo a
alto rendimiento.

Se integr6 un sistema de FFT a escala piloto (véase la FIG. 3) en la linea de produccién para M. elsdeniiy se probd
en series de produccién de 500 litros (I) para evaluar el sistema a escala piloto a los niveles de reduccién de volumen
del 70 %, 80 % y 90 %. Se us6é un modulo de FFT con una membrana RC de 100 kDa (altura de canal de 0,875 mm).
Se realizaron tres series de produccién para cada nivel de reduccién para un total de nueve series. Se recogieron
muestras para cada serie y se analizaron para pH, densidad éptica (DO), presencia o ausencia de contaminantes
aerobios, osmolaridad, perfil de acidos grasos volatiles, concentracién de M. elsdenii y caracteristicas de crecimiento.
Las muestras se recogieron de los nueve cultivos de M. elsdenii ("No liofilizados") antes del inicio de la filtracién, del
permeado ("Permeado”), que es el volumen retirado por el sistema, y del concentrado ("Concentrado"), que es el
volumen de cultivo concentrado de M. elsdenii que comprende las células que quedan después de las reducciones de
volumen.

Las muestras de permeado recogidas al principio, en el medio y al final del proceso de concentracion tuvieron lecturas
de DO coherentes en los niveles de reduccion de volumen, todos por debajo de 0,045 (datos no mostrados). La
cantidad de M. elsdenii recuperada en el permeado aumentd durante el transcurso del proceso de concentracion (P =
0,0006), pero fue todavia despreciable (inferior a 3 x 10* UFC/ml) en comparacion con la cantidad de células recogidas
en el concentrado (< 0,002 %). Los niveles de reduccion de volumen no tuvieron un efecto sobre la concentracion de
M. elsdenii recuperada en el permeado (P > 0,9; Tabla 2).
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Tabla 2. Rendimiento promedio de M. elsdenii en muestras recogidas durante las nueve series de produccion
realizadas para evaluar el sistema de FFT a escala piloto al 70 %, 80 % y 90 % de reducciones de volumen

R )

‘ : UFC/ml, log1 Error estandar Efecto del trt., valor de p
T T R

‘Permeado L1190 107 1 112 0,40 0,958
Concentrado | 899 | 904 | 925 0,03 <0,0001

El rendimiento de M. elsdenii en el concentrado no fue diferente en las bolsas recogidas al principio, en el medio y al
final de cada proceso de envasado (P = 0,6088; datos no mostrados). El rendimiento del concentrado se vio afectado
por los niveles de reduccién de volumen (P < 0,0001; Tabla 2 y FIG. 4). El concentrado de 90 % de reduccién de
volumen tuvo un rendimiento mayor que el concentrado de 70 % y 80 % de reduccion de volumen (P < 0,0001). Pero
el concentrado de 70 % y 80 % no fueron diferentes entre si (P > 0,09).

El proceso de filtracion no afecté la capacidad de las células de M. elsdenii de crecer cuando se inocularon de nuevo
en medio SDL-20 (Tabla 3). Las pendientes de la fase exponencial no se vieron afectadas por el nivel de reduccién
del volumen (P > 0,3), pero se vieron afectadas por el tipo de muestra: "Concentrado” frente a "No liofilizados" (P <
0,001). El periodo de latencia se vio afectado tanto por el nivel de reduccién de volumen como por el tipo de muestra
(P < 0,001). El periodo de latencia para el concentrado disminuyé al aumentar la reduccién de volumen, que fue
representativa de la mayor concentracion de células.

Tabla 3. Comparacién de la pendiente y el periodo de latencia entre M. elsdenii inicial (prefiltracién = No liofilizados) y
concentrado (posfiltracién) recogido durante las diferentes series de FFT de reduccién de volumen

Tipo de muestra | Red. vol. Interaccion

....................................................................................................................................................

Pendiente : : ‘ <0,001 0,329 0,979
?Periodo de 0,001 <0,001 <0,001
{latencia, h

EJEMPLO 3

Parametros de congelacion y liofilizacion para M. elsdenii
A. Congelacion y liofilizacion de concentrados

Se usaron los concentrados obtenidos mediante FFT para probar los protocolos de congelacién, inclusiéon de
crioprotector, y diversos parametros de liofilizacion.

Los concentrados se transfirieron a botellas de suero desgasificadas estériles y se mezclaron asépticamente con las
diferentes formulaciones de crioprotector (p/v): sin crioprotector (Ctrl), leche desnatada (LD), trehalosa (T) y betaina.
Los concentrados mezclados con el crioprotector apropiado se muestrearon para determinar la concentracion de M.
elsdenii previa a la liofilizacién (es decir, recuento de viabilidad). Las mezclas se transfirieron a viales de 10 ml (4
ml/viales) y se ultracongelaron en nitrégeno liquido o se congelaron lentamente a -80 °C durante la noche. Los viales
se transfirieron al liofilizador para liofilizarse usando o un ciclo lento o uno rapido. Una vez se completo la liofilizacion,
se determiné la supervivencia de las bacterias resuspendiendo el producto liofilizado en la camara anaerobia con
diluyente anaerobio, lo que permitié que se rehidratara durante 40 minutos a temperatura ambiente, y luego sembrando
en agar SDL20.

La pérdida de células se calculd restando la concentracién de M. elsdenii recuperado después de la liofilizacion de la
concentracion inicial de M. elsdenii medida en el concentrado correspondiente mezclado con crioprotectores o no. Se
usé el software SAS® para calcular los datos de pérdida de células analizando las interacciones entre los niveles de
reduccion de volumen (70 %, 80 % o 90 %), ciclo de liofilizacion (Lento frente a Rapido), método de congelacion (-
80 °C frente a Nitrogeno liquido), crioprotectores (Ninguno, Betaina, Trehalosa, Leche desnatada, Maltodextrina,
Trehalosa/Leche desnatada (T/LD) y Maltodextrina/Leche desnatada (M/LD)).
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La pérdida de células observada en el tratamiento de control (sin crioprotectores) independientemente de otros criterios
fue 5 log (UFC/ml) o superior. Asimismo, la pérdida de células observada en el tratamiento con betaina
independientemente de otros criterios fue 3,96 log UFC/ml o superior. El limite aceptable de pérdida de células se fij6
en 1,6 log UFC/ml. Los concentrados mezclados con T/LD o M/LD estuvieron todos por debajo de ese umbral
independientemente del ciclo de liofilizacién o el método de congelacién usado, con la excepcién de T/LD congelado
a -80 °C y liofilizado usando el ciclo lento o rapido (FIG. 5).

B. Efectos de las condiciones de liofilizacion sobre el almacenamiento

Se concentré 10x NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii usando un dispositivo de filtracion, y se realizaron ensayos
de liofilizaciéon que probaban diferentes caracteristicas: congelacion inicial rapida o lenta (nitrégeno liquido frente a -
20 °C), con o sin trehalosa (0 %, 4 %, 7,5 % y 10 %), y ciclos de liofilizacién suave o rapida (38 h a 2 x 10 Torr frente
a 16,5 h a 135 x 10 Torr). Todos los procesos liofilizados probados produjeron productos capaces de retener la
viabilidad suficiente para iniciar el crecimiento del cultivo después de la rehidratacién, incluso después del
almacenamiento prolongado de 4 a 12 meses a temperatura ambiente. Sin embargo, se observaron diferencias en la
viabilidad bacteriana dependiendo de las caracteristicas de liofilizacién usadas (FIG. 6). Las etapas de congelacion
lenta, incorporacion de 7,5 % de trehalosa, y de liofilizacion suave que mantienen la actividad final del agua por encima
de 0,04 se asociaron a mayor supervivencia de Megasphaera elsdenii.

C. Efectos de los crioprotectores sobre la viabilidad de M. elsdenii liofilizado

Se resuspendieron concentrados centrifugados de células de NCIMB 41125 de M. elsdenii en leche de inicio antes de
la liofilizacién, dando como resultado solo una disminucién de 1 log en la viabilidad celular cuando las células se
rehidrataron posteriormente. La adicién de 4 % de trehalosay 7,5 % de leche desnatada al concentrado de M. elsdenii
se prob6 antes de la congelacion lenta a -80 °C o la ultracongelacién en nitrégeno liquido para determinar la pérdida
de células encontrada durante el proceso de congelacion inicial. Como se muestra en la FIG. 7, la ultracongelacién
con 4 % de trehalosa 0 7,5 % de leche desnatada dio la mayor recuperacién de células viables (reduccion de 0,79 log
en la cifra de células viables). El producto sin adicién de crioprotectores, independientemente de la técnica de
congelacién usada, perdié entre 2,34 y 1,95 log UFC/ml de Megasphaera elsdenii.

EJEMPLO 4
Efectos de las condiciones de almacenamiento sobre el rendimiento y la estabilidad de M. elsdenii liofilizado

Para determinar el efecto de los protocolos de liofilizacion y las condiciones de almacenamiento sobre las
caracteristicas de crecimiento y la estabilidad en almacén de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii, se mezcl6 el
concentrado obtenido a partir del 90 % de reduccién de volumen con 8 % de trehalosa/15 % de leche desnatada (T/LD)
u 8 % de maltodextrina/15 % de leche desnatada (M/LD}, se congel6 a -80 °C o en nitrogeno liquido (NLiq) y se liofilizé
usando el ciclo rapido. Entonces se probaron las muestras de concentrado para las caracteristicas de crecimiento
bacteriano y la supervivencia celular durante el almacenamiento a 4 °C o 25 °C en condiciones aerobias o anaerobias
durante 0, 2, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 semanas usando el andlisis de la curva de crecimiento y la técnica de siembra por
extensién. Brevemente, se muestrearon los productos conservados, se diluyeron en series y se sembraron en una
placa de SDL-agar. Ademas, se inoculé medio de crecimiento (SDL) (1:100) con los productos liofilizados rehidratados
y se registré la densidad éptica (DO, 600 nm) hasta que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria. El experimento
se repiti6 en 3 dias diferentes y todos los tratamientos se realizaron por triplicado. Las muestras liofilizadas
rehidratadas se diluyeron para realizar curvas de crecimiento debido a que, sin diluir, la absorbancia estuvo por encima
del limite debido a la presencia de leche desnatada. Para facilitar la comparacion de curvas de crecimiento, se realizd
la misma dilucién en las muestras No liofilizadas usadas como control.

RESULTADOS: Se liofilizaron las muestras y se conservaron a temperatura ambiente o 4 °C en condiciones aerobias
0 anaerobias durante 6 meses. Las muestras conservadas en condiciones aerobias independientemente del
tratamiento se descompusieron rapidamente con una pérdida de células adicional en comparacién con su homdlogo
anaerobio, que varia desde 0,4 hasta 3,2 log después de solo 2 semanas de almacenamiento. Basandose en los
resultados y para mejorar la claridad de la figura, solo se presenta en la FIG. 8 la pérdida de células observada en
productos liofilizados conservados anaerdbicamente. Durante el almacenamiento en condiciones anaerobias, las
muestras conservadas a temperatura ambiente se descompusieron mas rapido que sus homdlogos conservados a
4 °C, con la excepcion de las muestras de T/LD congeladas en nitrogeno liquido. Las muestras de T/LD congeladas
en nitrégeno liquido y conservadas a temperatura ambiente después de la liofilizacién no perdieron estadisticamente
mas células que sus homélogos conservados a 4 °C durante el periodo de almacenamiento de 16 semanas (P> 0,1).
Sin embargo, las diferencias entre muestras llegaron a ser significativas entre el almacenamiento a temperatura
ambiente y a 4 °C después de 20 semanas de almacenamiento (P = 0,0002), con una diferencia de 0,84 log después
de 20 semanas y una diferencia de 0,89 log después de 24 semanas de almacenamiento. Todas las muestras de M/LD
se descompusieron mas rapido que sus homoélogos de T/LD. Después de 24 semanas de almacenamiento (FIG. 9),
la pérdida de células en las muestras de T/LD congeladas en nitrégeno liquido y conservadas a 4 °C en condiciones
anaerobias fue significativamente inferior a cualquiera de los otros tratamientos (P < 0,02). Las muestras de T/LD
congeladas en nitrégeno liquido y conservadas a 4 °C en condiciones anaerobias tuvieron una pérdida de 2,16 log en
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comparacién con la concentracion de M. elsdenii observada antes de la liofilizacion, resultando una pérdida de 0,82
log del periodo de almacenamiento de 24 semanas. En cada dia de muestreo, se realiz6é un experimento de curva de
crecimiento para comparar el crecimiento caracteristico de los productos liofilizados con el producto no liofilizado. La
FIG. 10 muestra las curvas de crecimiento realizadas en muestras congeladas en nitrégeno liquido, liofilizadas con el
ciclo rapido (18,5 horas a 250 mTorr) y conservadas anaerébicamente a 4 °C o temperatura ambiente. Las muestras
no liofilizadas usadas para cada curva de crecimiento fueron "frescas" (no mas de 2 dias de edad). El producto
liofilizado conservado a 4 °C tuvo un tiempo de latencia mas corto que el producto liofilizado conservado a temperatura
ambiente, que estd de acuerdo con la diferencia en la concentracién de M. elsdenii observada en estas muestras
(Tabla 4). Después de 16 semanas de almacenamiento, las muestras de T/LD independientemente de la temperatura
de almacenamiento tuvieron un periodo de latencia mas corto que las muestras de M/LD.

Tabla 4. Periodo de latencia observado en muestra no liofilizada o liofilizada rehidratada obtenida a partir del
concentrado de 90 % de reduccién de volumen, mezclado con 8 % de trehalosa/15 % de leche desnatada (T/LD) u
8 % de maltodextrina/15 % de leche desnatada (M/LD), congelado en nitrogeno liquido (NLiq), y liofilizado usando el
ciclo rapido después de 12, 16, 20 0 24 semanas de almacenamiento en condiciones anaerobias a 4 0 25 °C

Periodo de latencia (hora) después de X semanas de almacenamiento

i 12 | 16 | 20 . 24 | Promedio . Desv.est
Lactipro . 250 | 275 ¢ 375 . 175 2,69 0,72
M/LD conservadoa25°C | 850 . 900 : 1000 : 11,75 . 9,81 1,24
T/LD conservadoa25°C | 650 . 675 : 725 . 800 | 713 . 057
M/LD conservado a 4 °C . 575 | 825 . 800 . 875 | 769 1,15
T/D conservadoa4°C ~ : 425 | 525 @ 500 . 475 | 48 i 037

Las pendientes para no liofilizado y el tratamiento con MSM conservado a 25 °C durante 12 semanas y el tratamiento
con MSM conservado a 20 °C durante 16 semanas fueron anormalmente bajas (Tabla 5). Después de 20 y 24
semanas de almacenamiento, las pendientes de fase exponencial de muestras liofilizadas no fueron numéricamente
diferentes del control no liofilizado.

Tabla 5. Pendientes de fase exponencial observadas en muestra no liofilizada o liofilizada rehidratada obtenida de
concentrado de 90 % de reduccion de volumen, mezclada con 8 % de trehalosa/15 % de leche desnatada (T/LD) u
8 % de maltodextrina/15 % de leche desnatada (M/LD), congelada en nitrogeno liquido (NLiq) y liofilizada usando el
ciclo rapido después de 12, 16, 20 o0 24 semanas de almacenamiento en condiciones anaerobias a 4 0 25 °C

Pendientes de fase exponencial después de X semanas de almacenamiento

i 12 i 16 : 20 . 24 . Promedio : Desv.est.
Lactipro 022 . 031 : 034 | 031 0,30 0,04
M/LD conservadoa25°C : 024 @ 018 . 033 . 029 0,26 0,05
T/LD conservadoa25°C | 031 . 030 : 034 | 032 0,32 0,02
M/LD conservadoa4°C : 030 @ 033 . 030 030 0,31 0,01
T/LD conservadoa4°C : 032 . 031 : 033 | 032 0,32 0,01

EJEMPLO 5
Eficacia y seguridad de M. elsdenii liofilizado en ganado vacuno
A. Preparacion de producto liofilizado y estabilidad en almacén.

Se prepararon viales usados en este ensayo como un cultivo de M. elsdenii rehidratado por adelantado (para
tratamientos Rehidratado y Cobertura) 56 dias antes del comienzo del experimento y se conservaron en el frigorifico
a4 °C a la espera de su uso. Cada vial contuvo el equivalente de 5 ml de producto liofilizado. Los viales se liofilizaron
en 6 series de liofilizacion diferentes. Para cada serie, se rehidrataron 3 viales después de la liofilizacion y se
rehidrataron 3 viales adicionales el dia del estudio para determinar la concentracién de M. elsdenii por vial (Tabla 6).
Cada uno de los animales del grupo Rehidratado y Cobertura recibié el contenido de un vial en el momento del
empapado, equivalente a 1,84 x 10'9 UFC de M. elsdenii.
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Tabla 6. Concentracion de M. elsdenii después de la liofilizaciéon y en el dia del estudio después de 56 dias de
almacenamiento a 4 °C

UFC por vial

‘Serie de liofilizacion de viales Después de la liofilizacion ' El dia del estudio

R R R AR

‘Serie n.2 1 2,37E+10 1,70E+10

‘Serien.22 2,37E+10 1,97E+10

A R RN R R RRRE R

iSerie n.2 3 3,31E+10 1,86E+10

3,41E+10 1,81E+10

S rie

?Serie n..6 2,34E+10 2,14E+10

................................................................................................................................................................................................................................................

‘Promedio 2,63E+10 1,84E+10

Después del inicio del experimento, se mantuvieron viales adicionales de la Serie n.25y n.? 6 a 4 °C y cada mes se
rehidrataron 3 viales de cada serie de estas series (FIG. 11).

La concentracion de M. elsdenii en los viales cambio desde 4,96 x 10'° UFC/g hasta 4,17 x 10" UFC/g durante el
almacenamiento de 11 meses a 4 °C, lo que representa solo una pérdida de 0,07 log en el rendimiento.

Se prepararon productos usados en este ensayo como cultivo de M. elsdenii diario aplicado en superficie (tratamiento
de Cobertura) aproximadamente 30 dias antes del inicio del experimento y se conservaron en el congelador en bolsas
de Polyfoil. Los productos de cobertura se liofilizaron en 6 series de liofilizacion diferentes, se envasaron en 15 bolsas
de Polyfoil individuales (1 bolsa/dia sobre el pienso), se lavaron con nitrégeno, se sellaron y conservaron a -80 °C
hasta su uso. Para cada serie de liofilizacién, se hidrataron 3 envases después de la liofilizacién. La concentracion
promedio de M. elsdenii fue 4 x 10 UFC/envase. Se rehidrataron tres envases adicionales al principio de cada
semana y se usaron para determinar la concentracion de M. elsdenii administrada a los animales diariamente
afiadiendo disolucion de rehidratacion de las células de M. elsdenii, lo que permitié que las células se asentaran
durante 40 minutos, diluyendo las células, y sembrando las células (FIG. 12). El andlisis estadistico mostré un aumento
en la concentracion de células con el tiempo. Todo el producto se prepar6 30 dias antes de empezar el estudio, y el
producto usado como cobertura tuvo aproximadamente 80 dias al final del estudio. Los animales recibieron en
promedio 2,19 x 108 UFC de M. elsdenii diariamente (2,45 x 10'® UFC/envase).

B. Estudio en ganado vacuno

Se cerré el paso a cabestros (n = 462; peso corporal inicial 408,2 kg (900 Ib)) por peso y se asignaron aleatoriamente
a uno de los cuatro tratamientos, que consistian en: un grupo de Control que no recibié Megasphaera elsdenii (17
rediles; 7 cabezas/redil)); un grupo No liofilizado que recibi6 50 ml de producto de M. elsdenii que contenia
2 x 108 UFC/ml (1070 UFC de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii) por adelantado (16 rediles; 7 cabezas/redil);
un grupo Rehidratado que recibié un cultivo liofilizado que se rehidraté inmediatamente antes de la administracion
(10'° UFC de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii) por adelantado (16 rediles; 7 cabezas/redil); y un grupo de
Cobertura que recibio un cultivo liofilizado que se rehidraté inmediatamente antes de la administracion (10'° UFC de
NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii) por adelantado y un producto liofilizado que se incorporé en la dieta como un
recubrimiento diario durante la duracion del estudio (108 UFC de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii diariamente;
17 rediles; 7 cabezas/redil). Los grupos No liofilizado, Rehidratado y de Cobertura de cabestros se pusieron en un
programa intensivo de 10 dias después de recibir su pocién por adelantado de Megasphaera elsdenii, mientras que el
grupo de control se puso en un programa intensivo de 21 dias. El liquido ruminal se extrajo mediante rumenocentesis
26 horas después de que se alimentara la primera racién. Las muestras de liquido ruminal se analizaron para pH,
concentraciones de acidos grasos volatiles, niveles de endotoxinas y capacidad para la utilizacién de acido lactico en
un ensayo de desaparicién in vitro. Para el ensayo de desaparicién de lactato, se inocularon diez tubos de 10 ml que
contenian medio lactato semidefinido con 0,1 ml de liquido ruminal. La densidad éptica se midié por duplicado cada 6
horas durante un periodo de 24 horas para evaluar la capacidad de crecimiento con acido lactico como sustrato
primario. Los tubos se colocaron en el congelador inmediatamente después de observar la densidad éptica para la
posterior determinacién de la concentracion de acido lactico. Se equipé un cabestro por redil con un bolo continuo de
baja frecuencia para el seguimiento de mediciones de pH durante el estudio de 56 dias. Los cabestros se pesaron en
el dia 0, 28 y 56 para determinar el aumento de peso promedio diario, el consumo de materia seca y la eficiencia del
pienso.
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Para evaluar M. elsdenii viable ingerido por los animales, se cubrieron productos liofilizados sobre maiz molido
esterilizado en platillos de aluminio y se recogieron muestras después de 0, 1, 2 y 4 horas de exposicién a atmoésfera
ambiente en el laboratorio o fuera en el sol. Este experimento se repitié 4 veces durante el transcurso de los meses
de julio y agosto de 2016 (FIG. 13). El analisis estadistico revel6 un tiempo de exposicidon por interaccion de
condiciones de almacenamiento (P = 0,0007), un efecto del tiempo de exposicién (P < 0,0001) y un efecto de las
condiciones de almacenamiento (P < 0,0001). La concentraciéon de M. elsdenii en producto liofilizado mezclado con
maiz molido y expuesto a la atmésfera en el laboratorio disminuyé numéricamente durante la exposicién de 4 horas,
pero no fueron significativamente diferentes de su concentracién inicial. La concentracién de M. elsdenii en las
muestras expuestas a condiciones exteriores disminuyd mucho mas rapido. Después de 1 hora de exposicién, solo el
6,4 % de M. elsdenii inicialmente presente se recuperd. La concentracién de M. elsdenii en las muestras expuestas a
condiciones exteriores fue significativamente diferente de la concentracién inicial y de sus homélogos mantenidos a
temperatura ambiente después de 2 y 4 horas de exposicién. Las concentraciones de M. elsdenii en estas muestras
fueron muy variables de un experimento al otro, como se muestra por la gran desviacién estandar. Esto podria ser
atribuible a diferencias en las condiciones exteriores (calor y humedad), pero también por diferencias en el producto
liofilizado usado que puede haber sido mas o menos resistente al calor y la humedad. Durante el estudio animal, el
producto liofilizado se mezclé con maiz molido justo antes de la alimentacién y a continuacién se recubrié rapidamente
a medida que el pienso se coloco en la cama. Los animales se abalanzaron sobre el maiz molido y, por consiguiente,
el producto liofilizado fue probablemente ingerido en menos de 1 hora desde la mezcla. Suponiendo que el producto
fue ingerido en una hora, los animales deben haber recibido aproximadamente 1,4 x 107 UFC/cabeza/dia de células
viables (6,4 % de la concentracion promedio en el producto con cobertura 2,2 x 108 UFC/cabeza/dia).

El aumento acelerado de los cabestros tratados con M. elsdenii produjo un peso corporal similar a los 28 dias (P =
0,53; Tabla 7), aumento de peso promedio diario (P = 0,71) y eficiencia de alimentacion (P = 0,69). El tratamiento de
Cobertura tuvo menos consumo de materia seca que el control (P = 0,05). El rendimiento del lote de pienso con
respecto a los primeros 56 dias de alimentacion produjo resultados similares entre tratamientos (P > 0,10). Con el
control recibiendo un periodo intensivo de 21 dias consecutivo, estas similitudes entre tratamientos indican que se
pueden implementar programas intensivos acelerados usando cualquiera de las tres formas de tratamientos de M.
elsdenii sin afectar adversamente la salud del ganado vacuno o el rendimiento del lote de pienso.

El pH del liquido ruminal (extraido 26 horas después de alimentar la primera dieta) fue similar entre tratamientos (P >
0,10; Tabla 8). Hubo una diferencia en la concentracién de AGV totales con el tratamiento de Cobertura que es
significativamente superior a los otros tratamientos (P < 0,01). El tratamiento con Cobertura tuvo mayor concentracion
de acetato que el tratamiento Rehidratado (P = 0,02). Aunque hubo una diferencia significativa en la concentracion de
acetato, la relacion acetato:propionato fue similar entre tratamientos (P = 0,96). Otros AGV fueron similares entre
tratamientos (P > 0,18).

La concentracion de endotoxinas en el liquido ruminal (extraido 26 horas después de alimentar la primera dieta) fue
similar entre tratamientos (P = 0,3462; FIG. 14). Los niveles de endotoxinas se midieron como un indicador de lisis
bacteriana en el rumen. Se ha informado que los animales que padecen acidosis tienen niveles de endotoxina
superiores a 150.000 UE/ml. Los niveles de endotoxina medidos en este estudio estuvieron todos por debajo del
umbral independientemente del tratamiento.

Un cabestro en cada uno de los 32 rediles se equip6 con una sonda ruminal permanente de pH (8
cabestros/tratamiento) que informé de mediciones del pH ruminal cada hora durante el estudio de 56 dias (FIG. 15).
Las mediciones del pH ruminal promedio para cada tratamiento se informan en intervalos de 1 hora en FIG. 15. Se
detectd una interaccién de tratamiento por dia (P < 0,01) para el pH ruminal. También hubo efectos del tratamiento (P
< 0,01) y el dia de alimentacién (P < 0,01) en el pH ruminal. El aumento acelerado de los tratamientos de M. elsdenii
no provoco que el pH ruminal promedio disminuyera a un estado de acidosis clinica. A medida que aumentan los dias
con pienso, los tratamientos liofilizados (Rehidratado y Cobertura) mantienen un mayor pH ruminal que el de los
tratamientos de Control y No liofilizado.

Tabla 7. Rendimiento de lotes de pienso

Articulo Control  iNo ‘Rehidratado |Cobertura iEEM  Valor de p

liofilizado

EPeso corporal inicial, b 409,14 407,33 | 408,23 ! 408,23 §5,53 §O,31 (0,69)

Dias 1-28

(902) | (898) i  (900) (900) L (12,2) |

‘Aumento de peso promedio 12,54 (5,59)§ 2,49 241(532) 244(538) 008 :032(0,71)
diario, kg (Ib) . (549) | 1 (0,18) ¢

iConsumo de materia seca, kg {995 L 9,76 i 966 9,37 (20,66)° i 0,18 50,02 (0,05)
(Ib)! L (21,942 1(21,53)3P 1 (21,30)aP :(0,39) :

‘Aumento de peso: pienso . 0,2559 | 0,2596 : 0,2489 0,2594 {0,007 ¢ 0,69

,,,,,
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T T T T e
| : liofilizado : :

ﬁPeso corporal inicial, b 409,14 | 407,33 408,23 408,23 5,63
5 (902) (898) (900) (900) :

L 47755 | 476,64 (1051) : 5,94
(1059) | (1053) : (1050) L (13,1

Dias 1-56

‘Aumento de peso promedio 2,14 (4,71) 2,15 [ 2,12(4,67) 2,09 (4,61) 0,05 :0,37(0,81)
diario, kg (Ib) @474 (0,10

:Consumo de materia seca, kg (Ib) i 10,36 | 10,53 i 10,32 10,45 (23,05) : 0,16 : 0,29 (0,64) |
| (22,84) | (23,22) | (22,75) 1(0,35) ¢

iAumento de peso: pienso i 0,2076 10,2047 i 02061 | 0,2006 : 0,006 0,76
\Peso corporal del dia 56, kg (b) | 534,24 | 533,79 | 532,88 531,07 (1171) | 5,76 | 0,34 (0,75)
s Lo(M78) i (1177) 1 (1175) [(12,7)

‘ Medias dentro de una fila sin una letra en superindice comun son diferentes, P<0,05

5 Tabla 8. Caracteristicas del liquido ruminal 26 horas después de las dietas iniciales de alimentacion

....................................................................................................................................................................................................................................................

Articulo : Gontrol No liofilizado Rehidratado i Cobertura

pH .............. 621 ..................................... S 613600 .....................
Volatllldaddelacldograso .................................................................................................................................................

.mM!

Total ................................... G— ; 8188118 .....................................

...................... Acetato C— 549ab508a

...................... P 212196
Butlrato ............................. R o7 S S v
Isobutlrato ........................................... r——— PERE BT e
Valerato 058067 ........................ 064 ..................
Isovalerato ...................... T R FFTR 50 ...................
j ..................... Caproato ..................... 000005 ........... TR YT e e
Acetatoproplonato ............................................... e s

‘ Medias dentro de una fila sin una letra en superindice comuin son diferentes, P<0,01

10 Se observaron mediciones de densidad éptica en intervalos de 6 horas durante un periodo de 24 horas para determinar
las curvas de crecimiento de microbios ruminales mixtos inoculados en un medio lactato semidefinido, estos datos se
presentan en la FIG. 16. Hubo una interaccién entre el tratamiento y el tiempo detectado (P < 0,02). También se
encontraron efectos individuales del tratamiento (P < 0,01} y el tiempo (P < 0,01). No se detectaron diferencias entre
tratamientos hasta la hora 12, cuando el liofilizado Rehidratado fue superior al liofilizado diariamente (P < 0,02} y el

15 control (P = 0,007). En la hora 24, no hubo diferencias entre los tratamientos de M. elsdenii (P > 0,10), pero el
tratamiento de control tuvo significativamente menos crecimiento microbiano que todos los tratamientos de M. elsdenii
(P <0,01).

La FIG. 17 ilustra la desaparicion de L-lactato de medio lactato semidefinido inoculado con microbios ruminales
20 mezclados y se incubaron durante 0, 6, 12, 18 0 24 horas. Se detectd una interaccién entre tratamiento y tiempo (P =
0,007} junto con los efectos del tratamiento (P = 0,01) y el tiempo de incubacién (P < 0,0001). El tratamiento No
liofilizado contuvo menos L-lactato que otros tratamientos en la hora O (P = 0,04). Las concentraciones de L-lactato
fueron analogas entre tratamientos durante los puntos de tiempos de 6, 12 y 18 horas (P > 0,10). Similar a los
resultados de la densidad 6ptica mencionada anteriormente, los microbios ruminales de los cabestros de control
25 utilizaron menos lactato (P < 0,003) que los tratamientos de M. elsdenii conjuntamente a las 24 horas de incubaciéon
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mientras que no se detectaron diferencias entre tratamientos de M. elsdenii (P > 0,10). Estos datos ilustran que los
microbios ruminales de cabestros tratados con M. elsdenii crecieron mas eficientemente en un medio lactato
semidefinido que los de cabestros de control, lo que indica mayor capacidad de utilizacién de acido lactico en estos
tratamientos. Ademas, los tratamientos de Megasphaera fueron similares con respecto a la capacidad de utilizacién
de é&cido L-lactico.

Se midieron las concentraciones de AGV en las muestras usadas para los ensayos de densidad éptica y de
desaparicion de lactato y se presentan en la Tabla 9. Se detecté una interacciéon de tratamiento por hora para las
concentraciones de AGV total (P = 0,002), acetato (P = 0,0002), isobutirato (P = 0,04), butirato (P < 0,0001), isovalerato
(P =0,0007) y valerato (P < 0,0001), asi como para la relacién acetato: propionato (P = 0,02). Se encontraron efectos
del tiempo para AGV total y todos los AGV individuales (P < 0,0001). Se encontraron diferencias entre tratamientos
para isobutirato (P = 0,02), butirato (P = 0,0004) y valerato (P = 0,001). Las concentraciones de isobutirato fueron méas
bajas en la hora 18 para los grupos de tratamiento No liofilizados y de Cobertura (P < 0,005 y P < 0,004
respectivamente) cuando se compard con el Control y Rehidratado. En el punto de tiempo de 24 horas, Recubierto
tuvo menos isobutirato (P = 0,002) que los tratamientos No liofilizado y Rehidratado, pero fue similar al control (P >
0,10). Las concentraciones de butirato de las muestras Rehidratadas fueron superiores a las de Cobertura (P = 0,02)
después de 18 horas de incubacion. El tratamiento de Control produjo menos butirato en 24 horas que los tratamientos
de M. elsdenii (P < 0,0001). Las diferencias en butirato también se detectaron entre los tratamientos de Megasphaera
en este momento con las muestras de No liofilizado que contienen mayor concentracién que el tratamiento Rehidratado
(P = 0,01). La hora 18 revelé6 menor concentracién de valerato para Rehidratado cuando se comparb con otros
tratamientos (P = 0,01). Se hicieron observaciones similares para la concentracién de valerato y butirato a las 24 horas
de incubacién. Los controles contuvieron menos valerato que todos los tratamientos de M. elsdenii (P < 0,0001),
mientras que las concentraciones fueron mayores en muestras No liofilizadas que en Rehidratadas (P = 0,03). No se
detecto6 efecto principal del tratamiento para otros AGV (P > 0,05). Se midieron concentraciones despreciables de
isocaproato, caproato y heptanoato. Se encontré una interaccién tratamiento x tiempo (P = 0,02) para la relacién
acetato: propionato, asi como un efecto del tiempo (P > 0,0001), pero fue similar entre tratamientos (P = 0,57).

Tabla 9. Cambios en el perfil de AGV de un medio lactato semidefinido inoculado con microbios ruminales
mixtos

R R

Articulo Tratamientos {EEM Valores de p

Control No liofilizado éRehidratadoﬁ Cobertura LoTrt Hora Trt x
‘ : : : : : hora

BB B 4 B R B B B R 4 44 A R A A A

'AGV totales,
‘mM

R

R S SRR SRR R RN

?Propionato, mM : :
L ion! 001 0 0

\\\\\\ §6h"2 1,21 1,29 189
owe 189 2,00 845
\\\\\\ e 29 20,84 . 2353
?'SobutiratO, mM 002 <O,OOO1 oot
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Articulo Tratamientos ‘EEM Valores de p
. Control No liofilizado éRehidratado Cobertura Trt : Hora Trt x
5 ‘ : hora
0h! 0,03 Despreciable éDespreciabIe éDespreciabIe 0,03

Despreciable
Despreciable
0,01b

Despreciable

Despreciable

0,222

0,06
0,20

0,25

3,240
8,80°

:....................................;..............................:.........................................;............................................................5............:................;...................:....................ﬂ

0,01

| Despreciable 0,03 0,63 §Despreciab|e 10,54 |
1R 263 2,91 4,63° 253 054
- i24ne 3,757 8,12 7,23 7,56°¢ 0,54 |

0,10

0,09

0,12

R SN, A SRR NS SRR RN

512 h3 gDespreciabIe Despreciable éDespreciabIe EDespreciabIe 0,02
Ten L 025 0,20 021 020 002
\\\\\\ 24 h® 0,03 0,01 édespreciable 0,01 0,02 | : :
Caproato i i ‘ . 10,07 <0,0001: 0,003
\\\\\\ O h i 0,09 : 0,09 L oM . 0,14 10,02 : :

6h gDespreciabIe Despreciable EDespreciabIe éDespreciabIe 0,02
\\\\\\ P Despreciable 0,02  Despreciable éDespreciabIe 10,02
e Despreciable | 0,14 . 008 Despreciable 0,02 .
24 002 0,11 007 010 002 s =
Heptanoato, 009 <0,0001: 0,01
ey J . —
. ioh . 002 ‘ 0,06 . 0,00 L 0,02 0,01 !
\\\\\\ 6 h §Despreciable Despreciable éDespreciabIe EDespreciabIe :
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Articulo Tratamlentos {EEM Valores de p
. Control | Noliofiizado i Rehidratado | Cobertura © Tt | Hora | Trtx
‘ § 5 : : i hora
§12 h gDespreciabIe Despreciable éDespreciabIe §Despreciable

EDespreciable Despreciable

Despreciable :

Despremable

‘ Despremable Despreciable Despremable

‘ : | 0,57 \<o ooo1 0,02
p————— - espremableDespremabIe ......................................................................
4,01 4,44 e
3,98 4,60 4,17
2,14 1,91 1,77
1,12 0,82 0,91

‘ 234 Momentos de tiempo sin un nimero de superlndlce comun son diferentes, P<O 01

ia’b’c Medias dentro de una fila sin una letra de superindice son diferentes, P<0,05

EJEMPLO 6
Actividad de fitasa de Megasphaera elsdenii
Se evalué la actividad in vitro de fitasa de células de M. elsdenii.

Se cultivaron células de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii en condiciones anaerobias como se describe en el
presente documento en medio de lactato semidefinido que contiene o fosfato inorganico (KH2PQO4) o fitato como una
fuente de fésforo. En intervalos de 2 horas desde el inicio del cultivo (0 horas) hasta las 8 horas, se retiraron muestras
de 1 mililitro (ml) del cultivo y se centrifugaron para formar un sedimento de células. A continuaciéon, se determiné la
actividad de fitasa en los sedimentos celulares usando el método de azul de molibdato. Véase Yanke et al., Microbiol.
144: 1565-1573 (1998). Brevemente, se cuantifico el fosfato inorganico liberado por escision enzimatica en 30 minutos
desde la incubacion a 37 °C a pH 5,0 mediante espectrofotometria a 700 nanémetros (nm) y en comparacién con una
curva patrén. La actividad de fitasa se determiné como la cantidad de fésforo inorganico liberado del sedimento celular
por min en las condiciones de prueba.

La FIG. 18 muestra que el crecimiento de las células de Megasphaera elsdenii en presencia o ausencia de fitato
produjo una actividad de fitasa significativa, que confirma que: (1) células de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii
producen fitasa, (2} la produccioén de fitasa no es inhibida por la presencia de fésforo en los medios, y (3) la produccion
de fitasa por Megasphaera elsdenii parece ser mayor en presencia de fitato en los medios.

EJEMPLO 7
Efecto de la concentracion y prevalencia de Megasphaera elsdenii sobre Salmonella

Se asigné aleatoriamente pollitos de engorde de un dia (n=384) a cuatro grupos de tratamiento diferentes: 1) un grupo
de control no recibié Megasphaera, 2) un grupo a voluntad que tiene acceso libre a bebederos que contienen NCIMB
41125 de Megasphaera elsdenii liquido, 3) un grupo liofilizado que recibe diariamente NCIMB 41125 de Megasphaera
elsdenii liofilizado en su pienso, y 4) un grupo de sonda nasogastrica oral que recibe NCIMB 41125 de Megasphaera
elsdenii liquido en el dia 0.

Cada uno de los cuatro tratamientos se representd por 16 jaulas que contenian 6 aves cada una. Se registraron los
pesos de los animales, el consumo de pienso y la conversion de pienso durante el periodo de ensayo de 15 dias.
Después de un periodo de alimentaciéon de 15 dias, se seleccionaron aleatoriamente 2 animales por jaula, se
sacrificaron y se recuperaron los ciegos para determinar la prevalencia de Salmonella. Brevemente, se recuperaron
los ciegos, se dispusieron en bolsas Ziploc y se conservaron sobre hielo. A continuacién, se lavaron los ciegos con
70 % de etanol y se masajearon manualmente para extraer el contenido. Se diluyé sucesivamente un mililitro de
contenido recuperado en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se dispuso sobre agar verde brillante (BGA).
Las placas de BGA se incubaron 24 h a 37 °C. Se contaron las presuntas colonias de Salmonella (colonias rosas) y
se confirmaron como Salmonella usando la prueba de latex de Salmonella Oxoid FT0203 (Oxoid-Thermo Scientific,
Hampshire, GB). Ademas, se afiadié un mililitro de muestra de contenido del ciego a 9 ml de Rappaport-Vassiliadis
(RV) para el enriquecimiento selectivo. Si no se observé crecimiento de Salmonella detectable en placas BGA, el
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enriguecimiento de RV se sembr6 en placas BGA, se incubaron durante 24 h a 37 °C y se evaluaron para la presencia
de Salmonella. A las muestras sin crecimiento con siembra directa, pero crecimiento positivo con enriquecimiento RV,
se les dio una cifra arbitraria de 9 (1 por debajo del limite de deteccién tedrico) y a las muestras sin crecimiento en
siembra directa o enriquecimiento RV se les dio una cifra de 0.

Los resultados indicaron que las aves que recibieron material liofilizado tuvieron menor concentracién cecal de
Salmonella en el nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) por una diferencia de -1 log en
comparacién con el grupo de control. Véase la FIG. 19. La prevalencia de Salmonella en muestras del grupo liofilizado
también disminuyé el 13 % cuando se comparé con el grupo de control. Véase la FIG. 20.

EJEMPLO 8

Efecto de Megasphaera elsdenii sobre el rendimiento del crecimiento y las caracteristicas cecales de pollos
de engorde

A. Disefio experimental y tratamientos

Se realizaron veinticuatro duplicados de tres tratamientos en un disefio de blogques completos aleatorizados usando
machos de un dia usando pollitos de engorde Cobb 500 que tenian un dia de edad al comienzo del tratamiento (Cobb-
Vantress en Siloam Springs, Arkansas). Los tratamientos fueron la cepa de NCIMB 41125 de M. elsdenii (MS-Biotec,
Wamego, Kansas) administrada como una sonda nasogastrica oral o una niebla aerosolizada aplicada a la superficie
corporal de las aves, y un control (sin M. elsdenii). Las aves se alojaron en 72 gallineros, conteniendo cada gallinero
35 aves al inicio del experimento (2.520 aves en total).

Antes de la administracioén de M. elsdenii, se agitaron vigorosamente bolsas de aluminio de 5 | de cultivo fresco para
homogeneizar los contenidos. Se usé tubo de Tygon para conectar un dispositivo dosificador accionado manualmente
a la bolsa. El deposito del dispositivo dosificador se llen6 repetidamente y se dispensé varias veces para evacuar el
aire. El contenido se consideré libre de aire ambiente cuando el cultivo, que contenia un indicador de oxigeno, retuvo
su color normal.

Los pollitos se asignaron a grupos de 35, y se registro el peso de cada grupo. Los grupos de aves se procesaron por
bloque, siendo asignados tratamientos experimentales aleatoriamente dentro de cada bloque.

Se administrd a veinticuatro gallineros (35 aves/gallinero; 840 aves en total) por sonda nasogastrica oral 0,2 ml de un
cultivo fresco que contenfa 1,97 x 10° UFC/ml de la cepa NCIMB 41125 de M. elsdenii usando una jeringa de
autollenado Scorex Classic 173,05005 (Ecublens, Suiza). Los técnicos sujetaron a las aves usando el pulgary el dedo
indice para mantener el pico abierto mientras que el contenido de la jeringa se descargaba directamente en las
cavidades orales de las aves.

Se administré a veinticuatro gallineros (35 aves/gallinero; 840 aves en total) por niebla aerosolizada un cultivo fresco
que contenia 1,97 x 10° UFC/ml de la cepa NCIMB 41125 de M. eisdenii aplicada por un dispositivo de empapado
neumatico equipado con una punta atomizadora. Las aves se colocaron en una cubeta de plastico (50 cm x 35¢cm x 40
cm) y el cultivo se aplicd a sus superficies corporales como una niebla atomizada a un volumen de 60 ml por gallinero
(~1,7 ml/ave).

Veinticuatro gallineros (35 aves/gallinero; 840 aves en total) no tuvieron contacto con M. elsdenii y sirvieron de
controles. Para prevenir la contaminacién cruzada con las aves tratadas, las aves de control fueron manipuladas solo
por el personal designado que no tuvo contacto con las aves tratadas y se colocaron en cajas de transporte designadas
para ser pesadas y transferidas a los gallineros. En un caso, las aves fueron mal contadas y el gallinero 51 recibié 33
aves en vez de 35 aves debido a un error del técnico.

B. Alimentacion y agua

Se ofrecié agua fresca a voluntad a través de bebederos (6 bebederos/gallinero) suspendidos de una linea de
suministro de agua. La altura del bebedero se ajusté durante todo el ensayo para acomodar el crecimiento de las aves.
La Tabla 10, a continuacion, muestra las dietas usadas en el experimento. Todas las dietas se alimentaron en
comederos por gravedad suspendidos en el centro del gallinero. El pienso se afiadié segln se necesitara para
garantizar el acceso a voluntad durante toda la duracién del estudio. Se dispusieron cinco kg de dieta de iniciacion en
los comederos por gravedad antes de la colocacion de las aves en los gallineros.

Tabla 10. Composiciones de las dietas
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Fase allmentarla’r

‘Ingrediente Iniciacion Engorde Terminacion

‘Maiz molido 55,26 59,74 65,06

Harina de soja descascarillada 37,15 32,60 27,90

iAceite de soja 3,10 3,35 3,10

AR SRR R R R

ﬁCaIiza molida 1,45 1,40 1,25

'Sal 0,37 0,37 0,37

N R SRR R R

{Biofos, 21 % 1,6

5 | arbonato sédico 0,19

?Clorhidrato de L-lisina

................................................................................................................................................................................................................................................

:L-Metionina

{L-Treonina

i TLas dietas se peletizaron a través de una boquilla de 3 mm, se enfriaron, se desmenuzaron y se dlspensaron en
: sacos de papel para su almacenamiento hasta la alimentacion.

La dieta de iniciacién se retiré de los gallineros el dia 16 del estudio. Se pesé el pienso residual, se retiré de cada
comedero y se dispuso en cubos numerados que se correspondieron con el numero de gallinero. Los comederos se
volvieron a llenar con la dieta de engorde. Este proceso se repitié en el dia 30 del estudio, sustituyendo esta vez la
dieta de engorde con la dieta de terminacién. En el dia 36 se termin6 el experimento, y la dieta de terminacién residual
se peso y se registré para cada gallinero.

Se calculd el consumo de pienso total por gallinero para cada fase (iniciacién, engorde y terminaciéon) como: Pienso
afiadido — pienso recuperado

El consumo por ave por dia se calculé como: Pienso total consumido =+ [cifra de cabezas diarias en el gallinero x dias
totales con pienso]

C. Pesos de aves

Se registraron los pesos de los gallineros al final de cada periodo de alimentacién (Iniciacién, Engorde, Terminacién).
Al final del periodo de iniciacion (dia 16), todas las aves en cada gallinero se dispusieron en una cuba (50 cm x 35
cm x 40 cm) y se pesaron. El peso de la cuba se resté del peso total para determinar el peso de las aves en el gallinero.
Al final del periodo de engorde (dia 30), todas las aves en cada gallinero se colocaron en 2 cubas de igual peso (cada
una de 103 cm x 55 cm x 41 cm), se pesaron, y los pesos se sumaron juntos. El peso de cada cuba (medido antes de
que las aves se pusieran en ellas) se resté del peso total para determinar el peso de las aves en el gallinero. Al final
del periodo de terminacién (dia 36), todas las aves en cada gallinero se colocaron en 2 cubas de igual peso (cada una
de 103 cm x 55 cm x 41 cm) y se pesaron. Esta vez, la balanza se taré con las cubas. El peso de las aves en cada
cuba se sumé entonces para determinar el peso total del gallinero. La balanza se volvié a tarar entre gallineros para
tener en cuenta la acumulacion fecal. En cada uno de los periodos de pesada, la verificacién de la cifra de cabezas se
realizé a medida que las aves se colocaron en las cubas.

D. Procedimientos de muestreo

Cada semana (dias 7, 14, 21, 28 y 35), se seleccionaron aleatoriamente de 1 a 3 aves de cada gallinero y se
sacrificaron por dislocacién cervical. Se recogieron los contenidos cecales (0,5 g) y se mezclaron con agua desionizada
(2 ml} en un vial de centelleo de HDPE de 20 ml (Fisher Sci.; 03-337-23B) usando una mezcladora vorticial. Se usé
un medidor de pH portatil (medidor de pH portatil Orion 3-star de Thermo Scientific, Waltham, MA) para determinar el
pH. Se afiadieron cuatro partes de la mezcla cecal a 1 parte de disolucion al 25 % p/v de acido meta-fosférico y se
homogeneizaron usando una mezcladora de vértice. La muestra se transfiri6 entonces a 2 tubos de
microcentrifugadora de 1 mly se congelaron a -18 °C hasta esperar el andlisis de acidos grasos volatiles (AGV).

En los dias 7 y 21, los contenidos cecales se dividieron en 2 alicuotas. Una alicuota se us6 para el analisis de AGV y
se preparé como se ha explicado anteriormente. La otra (0,5 g) se colocé directamente en un vial de centelleo de
HDPE de 20 ml separado (Fisher Sci.; 03-337-23B) y se congelé (-80 °C) para la cuantificacién de numeros
bacterianos usando PCR cuantitativa en tiempo real.
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E. Andlisis de pH cecal y dcidos grasos volatiles

Se descongelaron muestras cecales previamente diluidas y acidificadas, se homogeneizaron usando una mezcladora
de vortice y se centrifugaron a 24 x g durante 18 min. El sobrenadante acuoso se transfirié a viales de cromatografia
de gases. Los acidos grasos volatiles se midieron usando un cromatdgrafo de gases Agilent 7890 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) equipado con una columna capilar DB-WAX (espesor de pelicula de 30 m x 0,53
mm x 0,5 mm; Sigma Aldrich, St. Louis, MO) y detector de ionizacién de llama. Se usé helio como gas portador a un
caudal de 22 cm/s, con una inyeccion dividida de 1 pl y un flujo dividido de 50:1. La temperatura inicial del horno fue
80 °C y la temperatura aumentd a 10 °C/min a 220 °C. Las temperaturas de entrada y de los detectores fueron 250 °C.
Los acidos grasos volatiles se cuantificaron por comparacién con patrones conocidos (Supelco Volatile Fatty Acid
Standard Mix; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO} que contenian acetato, propionato, isobutirato, butirato, isovalerato,
valerato, isocaproato, caproato y heptanoato.

F. Mediciones de la canal

Las aves fueron sacrificadas a las 5 semanas de edad para determinar las mediciones de la canal. Se retir6 el pienso
aproximadamente 4 h antes del sacrificio. Se seleccionaron cinco aves de tamafio promedio de cada gallinero y se
dispusieron en cajas de captura para el transporte al area de procesamiento. Las 5 aves se pesaron por gallinero para
determinar el peso vivo justo antes del sacrificio por aturdimiento y desangrado. Se dejé correr la sangre de las aves
durante 2 min y a continuacién se colocaron en un escaldador rotatorio a 63 °C durante aproximadamente 30 s. Las
aves se transfirieron a una desplumadora mecanica de tambor rotatorio durante 30 s para la retirada de plumas. Se
retiraron las patas, la cabeza y los jarretes y se evisceraron las canales mediante una incisién alrededor de la cloaca.
A continuacion, las canales se pesaron por gallinero para determinar el rendimiento de canal caliente.

G. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando el procedimiento mixto del software SAS® Version 9.4. El modelo incluyé el efecto fijo
del tratamiento, el efecto aleatorio del bloque y el gallinero como la unidad experimental. La significancia se declardé
en P < 0,05. Las diferencias entre las medias por minimos cuadrados se determinaron usando la opcion PDif del
software SAS®,

H. Resultados

Los pollos de engorde mostraron un consumo de pienso, eficiencia del pienso y aumento de peso promedio diario
similares a través de los tratamientos. Los pesos y las mortalidades de las aves no se vieron afectadas por el
tratamiento. Sin embargo, el rendimiento de la cobertura fue menos para las aves que recibieron M. elsdenii como una
sonda nasogastrica oral en comparacién con las aves de control o las aves que recibieron M. elsdenii como niebla
aerosolizada.

El pH cecal fue menos en las aves que recibieron M. elsdenii por niebla o aplicacién oral, en comparacién con el de
las aves de control (P < 0,01; Tabla 11).

Tabla 11. Efecto de Megasphaera elsdenii sobre el pH cecal y las concentraciones de AGV

.......................................................................................................................................................................................................................................................

Contraste”

Tratamiento’

70 687" 6,854 68144}

14 667°°  6258%° 61180

21. 61582 61240 6,250

28  683A%® 68142 6,67A%
| 35 7,260 71001 7,504 : :
Acetato . 3604 . DI 091
3 . 7. 5353Aa.  5gEeAa;  5gd42hal : ‘

14; 61,7982, 66,2002 74,0080

21.  6148%°  47,665°]  46,45¢:

28 40427 38,83Ab:  42,36A%

35 39,138t 4183Abi  36,20A0
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Valor de p

Artl'culo*; D|’a§ Control‘; Niebla2 Oral® EEM : Tratamiento’ | Contraste”

‘Propionato D, | 0,51

1,8272 1,52A4;

2,35A4 i 2,694 :

6,36A¢ 3,63B0bc ;

R R R R R e R e R e R R e R

3,73R09 | 4,218

45874 5,969

R R R R R Y R e R e e e B R R R RAES S R RRRRE R RE RS

iAcetato:propionato Aj Ba: 2168 0,003

31,962 | 42,03}

R R R R R R e e R BT ]

29,8042 | 33,6940 ;

12,364° | 13,574¢

‘Butirato . 1,094 . DI 073

7. 560% 55442 573Aa!
14: 94500 10,95"°: 134080
21.  17,79%. 11,778 1345B0!
281  667A%.  7028m;  735Aw
| . 35, 81501 970Am.  g4pAw : :
Isobutirato . 005 | D 004
3 70 08398 0,36%2  0,34Az; ' ‘
14; 0378 0,35%2 0,454
21:  038%2  017%°;  0,1580:
281 0,0540 0,004¢:  0,004°;
| L350 037A%.  037A%  034%a : :
?Valerato A 0,078 D 0,89
: 7. 0290 0312;  0,20m2: : ‘
14; 0,684 0,71Ab 0,908¢
21.  1,138c, 0,9180: 0,960

0,375”a 1 0,505A0

21 041943 0,25748a

28;  0,03870: 0,050A¢

35  0,325°2 0,355A®

iCaproato 0,13
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0,150A 0,144A2:
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Valor de p

Control' ! Niebla2 Ora® | EEM

0,000Ab¢ | 0,000  0,001Ac!

0,000A¢ ; 0,000  0,001Ac;

0,000%¢:  0,000%¢:  0,001A¢!

R R R R R SRR R R

0,125%2 | 0,116%2;  0,1427a;

0,085Ab | 0,101Aa}  0,078Ab:

R I R R R R SRR RN RN

0,000A°¢ | 0,001Ab;  0,001A¢:

0,000A¢ | 0,001Ab ; 0,001A¢ |

I R R R R SRR RN

0,000A¢ | 0,001Ab;  0,001Ac:

R R R R R SRR R R

0,17772 0,186%a} 0,1467 1

211 0,000%°:  0,002*°;  0,003":

28  0000%°:  0,001Ac:  0,003*:
; . 35. 0,000%°:  0,001A°;  0,053": : :
{AGV totales 7. 62400 67,102 67,0142 4806 : DI | 079
5 14 753470 81,00%°  92,39°° : :

21.  87,57Ab. 64,9082  64,828%

28 51,23%a.  5025Ac: 54,29

35. 53,182  5898Ac.  5197Ad!

* Concentraciéon de AGV informada en mM

i1 Las aves de control no tuvieron contacto con M. elsdenii

2 Aves que recibieron M. elsdenii como niebla aerosolizada aplicada a su superficie corporal a una tasa de ~1,7
‘ml/ave

13 Las aves recibieron 0,2 ml de M. elsdenii como una sonda nasogastrica oral

’ T = Efecto del tratamiento; D = Efecto del dia de muestreo; | = Interaccion entre el tratamiento y el dia de
imuestreo; P<0,05

3” Contraste 'M. elsdenii frente a Control'
iA’ B Medias dentro de una fila sin un superindice comun son diferentes a P<0,05

a b Medias dentro de una columna sin un superindice com(in son diferentes a P<0,05

Los pH cecales medios para los tratamientos de control, con niebla aerosolizada y sonda nasogastrica oral fueron
6,76, 6,63 y 6,60, respectivamente. Se detecté una interaccién del tratamiento por dia para concentraciones cecales
de acetato (P < 0,01), propionato (P = 0,03), butirato (P < 0,01), relacién acetato: propionato (P = 0,01; relacién A: P},
caproato (P = 0,002) y AGV totales (P < 0,01) (Tabla 4). El acetato aumento6 desde el dia 7 hasta el 14, alcanzando un
maximo en el dia 14. Los contenidos cecales de las aves que recibieron M. elsdenii como sonda nasogastrica oral
contuvieron mayores concentraciones de acetato, butirato y caproato que las de las aves de control en el dia 14 (P <
0,01). En el dia 21, la concentracién de acetato disminuyd a través de todos los tratamientos; sin embargo, la
concentracion de acetato en los ciegos fue mayor en las aves de control cuando se compar6 con las aves tratadas
con niebla aerosolizada o sonda nasogastrica oral (P < 0,01). Las concentraciones de propionato y butirato también
fueron mayores en contenidos cecales de aves de control que los de aves tratadas con M. elsdenii en el dia 21 (P <
0,01). La concentracion de propionato alcanzé un maximo en el dia 21 en todos los tratamientos y siguié siendo
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elevada hasta el dia 35, pero no se diferenciaron a través de los tratamientos desde el dia 28 hasta el dia 35 (P >
0,05). La relacién A: P fue mayor en los contenidos cecales de aves tratadas con M. elsdenii en comparacién con
controles en el dia 7 (P < 0,01}, con una relacién A:P de 31,96, 41,33 y 42,03 para el control, niebla aerosolizada y
sonda nasogastrica oral, respectivamente. En el dia 14, la relacién cecal A: P de aves tratadas con una niebla
aerosolizada de M. elsdenii (40,44 mM) fue superior a la de aves de control (29,80 mM} o las que recibieron una sonda
nasogastrica oral de M. elsdenii (33,69, P < 0,03). La relacion cecal A: P no fue diferente a través de los tratamientos
en el dia 21 a 35 (P > 0,05). Las concentraciones de isobutirato, valerato, isovalerato, isocaproato y heptanoato en los
contenidos cecales no se vieron afectadas mediante el tratamiento (P > 0,10). La concentracién cecal de AGV totales
fue mayor en aves alimentadas por sonda nasogastrica oral en comparacion con aves de control en el dia 14 (P <
0,001). Sin embargo, la concentracién de AGV totales fue menos (P < 0,05) en los contenidos cecales de aves que
recibieron M. elsdenii como una niebla aerosolizada o una sonda nasogastrica oral (64,90 mM y 64,82 mM,
respectivamente) que la de controles (87,57 mM) en el dia 21. Las concentraciones cecales de AGV totales fueron
similares a través de los tratamientos para los dias 7, 28 y 35 (P > 0,30).

EJEMPLO 9
Efecto de Megasphaera elsdenii sobre el rendimiento del crecimiento de pollos de engorde
A. Disefio experimental y tratamientos - Estudio 1

Se realizaron dieciocho repeticiones de seis tratamientos, blogqueados por bateria y por nivel, usando pollitos de
engorde Cobb 500 (Cobb-Vantress en Siloam Springs, Arkansas) que tuvieron un dia de edad al comienzo de
tratamiento. Los tratamientos fueron un control (sin probiético), Lactipro Advance® (cultivo liquido no liofilizado de cepa
NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii, MS Biotec, Wamego, Kansas) administrado como una sonda nasogastrica
oral, cultivo de cepa KS 249 de Megasphaera elsdenii administrada como una sonda nasogastrica oral, cepa ATCC®
25940 de Megasphaera elsdenii administrada como una sonda nasogastrica oral, Lactipro Advance® (cultivo liquido
no liofilizado de la cepa NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii, MS Biotec, Wamego, Kansas) aplicado a la superficie
corporal de las aves como un aerosol, y cepa NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii liofilizada (MS Biotec, Wamego,
Kansas). Las aves se alojaron en 108 gallineros, y cada gallinero contuvo 8 aves al inicio del experimento (1.152 aves
en total).

Las aves se contaron en grupos de 8, y se registro el peso de cada grupo. Los grupos de aves se procesaron como
blogues, y los tratamientos experimentales se asignaron aleatoriamente a los gallineros dentro de cada bloque.

Se administré a dieciocho gallineros (8 aves/gallinero; 144 aves en total) por via oral (sonda nasogastrica) 0,2 ml de
Lactipro Advance® que contenfa 1,97 x 10° UFC/mI de cultivo liquido no liofilizado de la cepa NCIMB 41125 de
Megasphaera elsdenii. Se administré a dieciocho gallineros (8 aves/gallinero; 144 aves en total) por via oral (sonda
nasogastrica) 0,2 ml de un cultivo fresco que contenia una concentracion desconocida de cepa KS 249 de
Megasphaera elsdenii. Los intentos por evaluar las UFC/ml para esta cepa no fueron satisfactorios. Se administr6é a
dieciocho gallineros (8 aves/gallinero; 144 aves en total) por via oral (sonda nasogastrica) 0,2 ml de un cultivo fresco
que contenia 1,06 x 10° UFC/ml de cepa ATCC® 25940 de Megasphaera elsdenii. Las aves administradas con todos
los tratamientos orales se sujetaron en la palma de la mano de un técnico, el pico se mantuvo abierto usando el pulgar
y el dedo indice, y el cultivo se descargd directamente en la cavidad bucal usando una pipeta repetidora de referencia
Eppendorf® (Hamburgo, Alemania).

Se nebulizaron dieciocho gallineros (8 aves/gallinero; 144 aves en total) con 15 ml por gallinero de Lactipro Advance®
que contenia 1,97 x10° UFC/ml de cepa NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii (~1,88 ml/ave). Las aves se colocaron
en una cuba de plastico (50 cm de largo x 35 cm de ancho, x 40 cm de profundidad), y el cultivo se aplico a la superficie
corporal de las aves como una niebla atomizada usando un dispositivo de empapado neumatico equipado con una
punta atomizadora. Las aves nebulizadas fueron manejadas por personal designado y se colocaron en cajas de
transporte designadas para pesar, aplicar y transferir a gallineros para minimizar la contaminacién cruzada.

Dieciocho gallineros (8 aves/gallinero; 144 aves en total) recibieron un recubrimiento (mezcla de dieta y Megasphaera
elsdenii liofilizado) que contenia 1,18 x 107 UFC/g de la cepa NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii a una tasa de
un cuarto de cucharadita por ave. El tratamiento se afiadi6 directamente en los comederos del abrevadero cada dia a
las 13:00 h a partir del dia 10 del estudio.

Los dieciocho gallineros restantes (8 aves/gallinero; total de 144 aves) sirvieron de controles y no tuvieron contacto
con el producto probiético. Las aves de control fueron manejadas por personal designado y se colocaron en cajas de
transporte designadas para pesar y transferir a gallineros para minimizar la contaminacién cruzada por aves tratadas.

B. Disefio experimental y tratamientos - Estudio 2

Se realizaron dieciocho repeticiones de dos tratamientos, bloqueados por bateria y por nivel, usando pollitos de
engorde Cobb 500 de un dia (Cobb-Vantress en Siloam Springs, Arkansas). Los tratamientos fueron un control (sin
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probiético) o cepa NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii liofilizada (MS Biotec, Wamego, Kansas). Las aves se
alojaron en 108 gallineros, y cada gallinero contuvo 8 aves al inicio del experimento (1.152 aves en total).

Las aves se contaron en grupos de 8, y se registro el peso de cada grupo. Los grupos de aves se procesaron como
bloques, y los tratamientos experimentales se asignaron aleatoriamente a los corrales dentro de cada bloque.
Dieciocho gallineros (8 aves/gallinero; 144 aves en total) recibieron un recubrimiento (mezcla de dieta y Megasphaera
elsdenii liofilizado) que contenia 1,18 x 107 UFC/g de la cepa NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii a una tasa de
un cuarto de cucharadita por ave. El tratamiento se afiadio directamente en comederos de abrevadero cada dia a las
13:00 horas a partir del dia 10 del estudio.

Los dieciocho gallineros restantes (8 aves/gallinero; total de 144 aves) sirvieron de controles y no tuvieron contacto
con el producto probiético. Las aves de control fueron manejadas por personal designado y se colocaron en cajas de
transporte designadas para pesar y transferir a gallineros para minimizar la contaminacion cruzada por aves tratadas.

C. Alimentacion y agua - Estudios 1y 2

El agua fresca estuvo disponible a voluntad. Antes de poner las aves en los gallineros, se colocaron 9,5 kg de una
dieta de iniciacién comun (Tabla 12) en comederos de abrevadero junto a cada gallinero.

Tabla 12. Composicion de la dieta experimentalt

‘Ingrediente

?Maiz molido §55,26
?Harina de soja (47 % de PC) §37,15
?Aceite de soja 31 0
Caliza molida 1,45
‘Biofos 21 % 1,70
Sal 0,37
?Bicarbonato sédico §O,22
?Premezcla vitaminica para aves de corral §O,25
Clorhidrato de L-lisina 0,33
?L-Metionina 0,13
?L-Treonina §0,04

itLas dietas se peletizaron a través de una boquilla de 3 mm, se enfriaron y se desmenuzaron

El pienso se repuso segln se necesitara para garantizar el acceso a voluntad durante todo el estudio. Tras la
terminacién (dia 18) del experimento, el pienso sin consumir de retir6 de cada comedero, se pesé y se registro. El
pienso total consumido por corral se calculdo como la diferencia entre las cantidades afiadidas y recuperadas de los
comederos. Se calculd el consumo de pienso diario por ave como: Pienso total consumido + [cifra de cabezas diarias
en el gallinero x dias totales con pienso]

D. Pesos de aves - Estudios 1y 2

Al concluir el estudio, todas las aves en el gallinero se colocaron en una cuba (50 cm de largo x 35 cm de ancho, x 40
cm de profundidad) y se pesaron. El peso de la cuba se tom6 antes de que las aves se pusieran en ella y se rest6 del
peso total para determinar el peso de las aves en el corral. También se realizé la verificacion de la cifra de cabezas en
este momento.

E. Andlisis estadistico - Estudios 1y 2

Los datos se analizaron usando el procedimiento mixto de SAS® software 9.4. El modelo incluy6 el efecto fijo del
tratamiento, el efecto aleatorio del blogue y el gallinero como la unidad experimental. La significancia se declaré en P
< 0,05. Las diferencias entre las medias por minimos cuadrados se determinaron usando la opcién PDif del software
SASS®,

F. Resultados - Estudios 1y 2
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Para el Estudio 1, los pollos de engorde en todos los grupos de tratamiento mostraron consumo de pienso diario,
aumento de peso promedio diario, aumento de peso;pienso y mortalidad similares.

Sin embargo, como se muestra en la Tabla 13, el Estudio 2 mostré que el aumento de peso promedio diario (P = 0,02)
y el aumento de peso;pienso (P = 0,04) fueron ambos mayores en aves recibieron Megasphaera elsdenii liofilizado
cuando se comparé con las aves de control. Véase también la FIG. 21, que muestra la relacién pienso:aumento de
peso. El consumo de pienso y la mortalidad no fueron diferentes entre los grupos de tratamiento.

Tabla 13. Efecto de Megasphaera elsdenii sobre el rendimiento de pollos de engorde (Estudio 2)

: Articulo Control * Liofilizado# EEM? Valor de p *#
Ng de gallineros 18 18 - -

ADG', g 27,68 29,00 0,43 0,02
?Consumo de pienso, g/d 36,2 536,5 0,54 0,70
Aumentodepesoplenso ............... : 76a ............................ 080b ...............................................

Mortahdad% ...................................... 208 ................................. 069 ..................................................

‘ Aumento de peso diario promedio
§2Error estandar de la media

T Tratamiento de control, sin probiético
:]: Se administré6 Megasphaera elsdenii liofilizado diariamente en forma de una cobertura
ii Valor de p para la prueba de la F del modelo global

a b Medias dentro de una fila con diferentes superindices son diferentes en P < 0,05

EJEMPLO 10
Efecto de Megasphaera elsdenii sobre la fermentacion cecal equina
A. Disefio experimental y tratamientos

Se usaron ocho caballos Cuarto de Milla, 4 yeguas y 4 crias (peso corporal promedio = 540 kg, EEM = 75 kg),
previamente equipados con canulas cecales (Beard et al., JAS 89(8): 2425-2429 (2011)) en un cuadrado latino
incompleto de 3 x 3 (tratamiento x caballo) replicado en 3 periodos de tratamiento. Cada periodo de tratamiento se
separé por un periodo de lavado de 28 dias. Los tratamientos fueron (1) un control negativo (sin M. elsdenii; Control),
(2) 50 ml de cultivo recién preparado que contenfa 1,97 x 10° UFC/ml de cepa NCIMB 41125 de M. elsdenii (Lactipro
Advance®, MS Biotec, Wamego, Kansas) administrada por pocién oral (Pocion), y (3) 0,40 g de un cultivo liofilizado
que contenia 7,02 x 108 UFC/m| de cepa NCIMB 41125 de M. elsdenii (MS Biotec, Wamego, Kansas) administrada
por 2 golosinas para caballos basadas en melaza (Liofilizado). Los caballos se asignaron aleatoriamente a tratamientos
(Tabla 14).

Tabla 14. Asignaciones de tratamiento

ID de caballo :Periodo 1 TRT Periodo 2 TRT :Periodo 3 TRT

P T e T
1contr0| e
—— e e —
3 .......................................... I o T
| e iy

.................................................................................................................................................................................................................................................

6  Pocion | Liofilizado iControl
7  Liofilizado \ : Control
10 : | iofilizado ‘Pocion
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:Periodo 3 TRT

‘ Control - no tratado con M. elsdenii

2 Poci6n - los caballos recibieron 50 ml de M. elsdenii como una sonda nasogastrica oral (1,97 x 10°
§UFC/mI) al inicio de cada periodo de tratamiento

3 Liofilizado - los caballos recibieron M. elsdenii diariamente como un polvo liofilizado que promediaba
37,02 x 108 UFC/ml en 2 golosinas basadas en melaza

Los caballos se alojaron en compartimentos individuales (3,05 x 3,66 m) dentro de un Unico establo y se acomodaron
con virutas de pino. Los caballos fueron asignados aleatoriamente a diferentes compartimentos durante cada periodo
de tratamiento para tener en cuenta cualquier posible variacién en la ventilaciéon o la temperatura basandose en la
ubicacién del establo. Los caballos caminaron diariamente para hacer ejercicio durante periodos de tratamiento.

Los caballos que recibieron la pocién oral se administraron justo antes de la alimentacién en el dia 1 de cada periodo
de tratamiento con 50 ml de cultivo recién preparado que contenia 1,97 x 102 UFC/ml de cepa NCIMB 41125 de M.
elsdenii usando un dispositivo dosificador accionado manualmente (rociador automatico variable de 60 ml MKIII, NJ
Phillips, NSW, Australia). Antes de la administracién del cultivo probidtico, se agité vigorosamente una bolsa de 5 | de
cultivo recién preparado para homogeneizar los contenidos. Se unié un dispositivo dosificador accionado manualmente
a la bolsa usando una tuberia Tygon y se llen6 el deposito. Se desecharon aproximadamente 100 a 200 ml de cultivo
en un recipiente para residuos para garantizar que tanto la tuberia como el dispositivo carecian de oxigeno.

A los caballos en el grupo de tratamiento probidtico liofilizado se les ofrecié 2 golosinas basadas en maiz y melaza
que contenian el producto liofilizado antes de la alimentacién por la mafiana cada dia. Se liofilizé la cepa NCIMB 41125
de M. elsdenii antes del estudio y se envasé en envases sellados a vacio que contenia cada uno aproximadamente
0,40 g de la bacteria liofilizada con un promedio de 7,02 x 108 UFC/ml de M. elsdenii. Se sembro cada dia una muestra
para garantizar la consistente viabilidad bacteriana a través de cada periodo de tratamiento. Si el caballo rechazé la
golosina, el producto liofilizado se administré a mano como un bolo.

Los caballos no fueron expuestos al probiético durante el periodo en el que sirvieron de controles.

B. Alimentacion y agua

Durante los periodos de tratamiento, los caballos se alimentaron dos veces al dia con heno y concentrado dividido
igualmente entre las dos alimentaciones. Cada caballo se alimenté con 1 % de su peso corporal en base fresca con

heno de bromo por dia (Tabla 15).

Tabla 15. Analisis de nutrientes dietéticos

Componentes

2 3 :
R B T e e e T

:Base de materia seca (MS), % iHeno de bromo 12 ;Heno de bromo 2° | Concentrado®

]

Proteina cruda (PC)
‘Fibra en detergente acido (FDA)

?Grasa cruda
 Almidon
?Ceniza
\Energfa digestible (ED) Mcal/kg

{Calcio

A R R AR

{Fosforo

Magnesio

Potasio
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Componentes

. 2 3 :
R B T e e e T

:Base de materia seca (MS), % :Heno de bromo 12 fHeno de bromo 2 ;Concentradoc

a Alimentado a una tasa de 1 % de peso corporal en base fresca/dia durante periodos de tratamiento
b a voluntad durante el lavado

° Alimentado en cantidades crecientes de 0,2 % de peso corporal en base fresca/dia hasta un maximo de 1 % de
:peso corporal en base fresca durante periodos de tratamiento

Cada caballo se le subié hasta el 1 % de su peso corporal en concentrado texturizado (analisis en la Tabla 15,
anteriormente, composicién en la Tabla 16, a continuacién) a una tasa del 0,2 % de su peso corporal por dia en el dia
1 hasta el dia 5 y luego se mantuvo al 1 % de PC de AF en grano durante del dia 5 hasta el dia 7. Todos los rechazos
se pesaron y registraron. Los establos estaban equipados con bebederos automaticos para ofrecer agua fresca a
voluntad. Los bebederos se limpiaron y comprobaron miltiples veces al dia para su correcta funcién.

Tabla 16. Composicién del concentrado experimental®

‘Ingrediente, % de dieta 'Nivel de inclusion

....................................................................................................................................................................................................................................................

Maiz 120,00
:Avena %61 ,67
Melaza 110,00
?Harina de soja, 48 % 5,22

Caliza 1,25%
Sal 0,50%
‘Mono Calcio 11,02%
Vit A 30.000 0,01%
Vit D 30.000 0,00%
Vit E 20.000 0,25%
‘Sulfato de Cu 0,01%
 Oxido de Zn 0,01%
?Seleniuro de Na §0,06%

a Alimentado durante periodos de tratamiento en cantidades crecientes del 0,2 % de peso corporal en base
:fresca/dia hasta un maximo de 1 % de peso corporal en base fresca

Durante los periodos de lavado, los caballos se alojaron en un corral seco y se mantuvieron en una dieta con heno de
bromo a voluntad (Tabla **). Los caballos se pesaron al finalizar cada periodo de lavado para garantizar el calculo
preciso de la cantidad de pienso ofrecida durante los periodos de tratamiento.

C. Procedimientos de muestreo

Se recogieron muestras cecales mediante canulas cecales cada 4 horas durante cada periodo de tratamiento de 7
dias. Los caballos se alimentaron a las 10:00 horas y las 22:00 horas cada dia y las muestras se recogieron a las 4, 8
y 12 horas después de la alimentacion antes de la siguiente alimentacion. En el dia 0 de cada periodo de tratamiento,
las muestras se recogieron antes de la administracién o alimentacién para establecer valores basales de pH, AGV y
poblaciones de M. elsdenii en el intestino distal.

Las muestras se recogieron quitando las tapas de las canulas y capturando el contenido cecal a medida que salian de
las canulas. El liquido cecal se cold a través de cuatro capas de estopilla, y a continuacién se puso en un vaso de
muestras de 100 ml. Si no se recogi6é una muestra suficiente mediante flujo de gravedad, se us6 una bomba de mano
para extraer contenidos cecales. A las 10:00 horas en los dias 0, 1, 3y 7, se recogieron muestras cecales adicionales
para analisis por PCR. Durante el primer periodo de tratamiento, se recogieron muestras sin filtrar en viales de
centelleo de HDPE de 20 ml (Fischer Sci.; 03-337-23B). Estas muestras sin filtrar supusieron un reto en la separacion
de muestras para la extraccion de ADN, por lo que durante los 2 periodos de tratamiento restante se recogié liquido
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cecal filtrado en tubos cénicos de centrifugadora Falcon de 50 ml (Corning Inc. 352070; Corning, NY) y se congeld
inmediatamente a -80 °C a la espera del analisis por PCR. Los técnicos se cambiaron los guantes entre cada caballo.

D. Anadlisis de pH cecal y dcidos grasos voldtiles

El pH del liquido cecal filtrado se midié inmediatamente después de la recogida usando un medidor de pH portatil
(medidor de pH portatil Orion 3 Star de Thermo Scientific, Waltham, MA; sonda Accumet). Después de registrar el pH,
la muestra se transfirié en alicuotas de 1 ml a 2 tubos de microcentrifugadora y se mezcld con 0,25 ml de acido meta-
fosférico al 25 % para la desproteinizacién. Las muestras se congelaron a -18 °C durante al menos 24 horas antes del
analisis de AGV.

Las muestras cecales acidificadas y congeladas se descongelaron y homogeneizaron usando una mezcladora de
vortice y se centrifugaron a 24 x g durante 18 minutos. A continuacién, se transfirié el sobrenadante acuoso a viales
de cromatografia de gases. Los acidos grasos volatiles se midieron usando un cromatégrafo de gases Agilent 7890
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) equipado con una columna capilar DB-WAX (espesor de pelicula 10
mm x 0,10 mm x 0,1 mm; columnas Agilent y J&W, Santa Clara, CA)} y detector de ionizacién de llama. Se uso6
hidrégeno como gas portador a un caudal de 46 cm/segundo, con una inyeccion dividida de 1 pl y un flujo dividido 50:
1. La temperatura inicial del horno fue 70 °C y la temperatura aumenté en 15 °C/minuto hasta 130 °C; a continuacién,
aumento a 60 °C/minuto hasta 220°C y se mantuvo durante 2 minutos. Las temperaturas de entrada y del detector
fueron 260 °C y 300 °C respectivamente. Los acidos grasos volatiles se cuantificaron comparando con patrones
conocidos (mezcla estandar de acidos grasos volatiles Supelco; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) que contenian acetato,
propionato, isobutirato, butirato, isovalerato, valerato, isocaproato, caproato y heptanoato.

E. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando el procedimiento Glimmix del software SAS® Version 9.4. El modelo incluy6 el efecto
fijo del tratamiento y los efectos aleatorios del caballo, periodo y la interaccién de tratamiento por periodo. El caballo
sirvi6 de unidad experimental. El tratamiento por hora dentro del efecto del dia no fue significativo para ningun
parametro y, por lo tanto, se excluyé del modelo. La significancia se declaré en P < 0,05, y se consider6 que una
tendencia era 0,05 < P < 0,10. Las diferencias entre las medias por minimos cuadrados se determinaron usando la
opcion PDif del software SAS®.

F. Resultados

El pH cecal tendi6 a ser mayor en caballos tratados con M. elsdenii en comparacioén con controles a medida que
aumenté la inclusion de grano en la dieta. Véase la FIG. 22. El pH cecal de caballos administrados con M. elsdenii
como una pocién oral se elevd por encima de los controles en el dia 5 (7,00 y 7,19 respectivamente; P = 0,09), el
primer dia en el que se alimenté la asignaciéon completa de grano. En el dia 7, los caballos que recibieron M. elsdenii
como una golosina liofilizada tendieron a tener un mayor pH cecal (7,19) que los controles (6,99; P = 0,09).

La Tabla 17 muestra el perfil de AGV de los grupos de tratamiento.

Tabla 17. Efecto de M. elsdenii sobre el perfil de AGV cecales equinos

......................................................................................................................................................................................................................................................

Valor de p

Contraste”

Tratamiento’

Control!

47,0202 | 43,03A%® | 4573 A=

0

5 | 4372% | 40,88%° | 40,084

6 | 3941Ab | 3853Ad | 3554A0
| . 7 | 3836 | 36634 . 3639Ab : :
Propionato 3078 . D . 054
5 . 0 | 1486%a | 14,1200 q58fAmc : '

5 | 19,22A%  1880Abc | 1825Ab

6 | 17840 | 1767Ac | 1508hc
5 L7 0 16,78%° | 1524A¢ | 14,54Ac : ‘
?Acetato: propionato 0,252 D 0,55
? 0 3500 | 336ha | 347Aa : :
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Pocién?
2,32Ab
2,294 b
2,60%¢

Liofilizado? EEM
2,32A0
2,460

2,838¢

Valor de p

' Tratamiento” | Contraste’

B

R R

4,26 @

4,58~ 2

B

4,18m2

4,20Mb

R R

3,67~

3,814

..................................................................................................................................................................................................................................................

Articulo* ! Dia | Control!

5 2,37A0b

2,334

7 2,41Ab

{Butirato

0 5,100 2

5 4,707

6 4,15A 2

7 3,537

3,360

3,57~ 2

R e

‘Isobutirato

R B B

0,017 2

: -0,0148. b

0,1282

R R

0,01A2

0,02A b

0,074 2

‘Valerato 0,096 0,31
| 0 i 016ra 0,047 2 0,107 2
5 © 0,140a 0,058 2 0,087 0
6 i 012°a 0,07~ 2 0,13A 2
| 7 i 0,04A0 0,077 2 01582 | : :
Caproato 00120 . - . 057
: 0 0,000 0,000 0,007 | 5 :
5 0,000 0,000 0,000
6 0,000 0,000 0,007
: 7 0,000 0,000 0,015 :
[AGV totales 9,487 D | 054
5 0 | 67,14A%® | 61 4pr@ 66,447 2 '
5 | 67,820 | 63,97A° 62,7352
6 | 615342 | 60,067 54,60
L 7 | 5873h% | 5543%3 | 5469Ab

* Concentracion de AGV informada en mM

‘ Control - no tratado con M. elsdenii

2 Poci6n - los caballos recibieron 50 ml de M. elsdenii como una sonda nasogastrica ovalada (1,97 x 10° UFC/ml)

‘al inicio de cada periodo de tratamiento

3 Liofilizado - los caballos recibieron M. elsdenii diariamente como un polvo liofilizado que promediaba
:7,02 x 10® UFC/ml en 2 golosinas basadas en melaza

’ T = Efecto del tratamiento; D = Efecto del dia de muestreo; | = Interaccién entre el tratamiento y el dia de

‘muestreo; P<0,05

i” Contraste 'M. elsdenii frente a Control'

iA’ B Medias dentro de una fila sin un superindice comin son diferentes a P<0,05

'a.b Medias dentro de una columna sin un superindice comun son diferentes a P<0,05
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La suplementacion de M. elsdenii no tuvo efecto sobre las concentraciones de acetato o propionato en el ciego (P >
0,10; Tabla **). Sin embargo, se detectd una interaccion de tratamiento por dia en la relacidén acetato: propionato (A:P)
(P < 0,05). La relacién cecal A:P fue mayor en el dia 7 en caballos que recibieron M. elsdenii liofilizado (2,83) que en
caballos que no recibieron M. elsdenii (2,41), o los que recibieron M. elsdenii como una porcion oral (2,60; P < 0,05).
El valerato cecal fue mayor en el dia 7 en caballos que recibieron M. elsdenii liofilizado (0,15 mM) que en los animales
de control (0,04 mM), o los que recibieron una porcion oral de M. elsdenii (0,07 mM; P < 0,02). El valerato cecal fue
menos en caballos tratados con pocién en el dia 5 que en los animales de control (P < 0,01); sin embargo, fue similar
al de los caballos tratados con M. elsdenii liofilizado (P > 0,10). Las concentraciones de heptanoato e isocaproato
fueron despreciables, y no se detectd efecto del tratamiento o de la interaccidn; por lo tanto, estos AGV se excluyeron
de la Tabla **

El pH cecal y los productos de fermentacion fueron los mas afectados por la suplementacion con M. elsdenii desde el
dia 5 hasta el dia 7, los dias en los que se consumié la cantidad maxima de grano.

EJEMPLO 11

Evaluacion de la aplicacion del cultivo liquido de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii (Lactipro®) en pollos
de engorde

Se realizé un estudio piloto de rendimiento de pollos de engorde en la Diversified Research Corporation de Virginia
para evaluar los efectos de NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii nebulizado o administrado por sonda nasogastrica
sobre el rendimiento del crecimiento de pollitos de engorde.

Pollitos de engorde de un dia (n=720) vacunados por pulverizacién con Coccivac-B en el dia 0 fueron asignados
aleatoriamente a 6 tratamientos diferentes: (1) un grupo de control negativo que no recibié Megasphaera (nCON), (2)
un grupo de nebulizacién que recibié NCIMB 41125 de M. elsdenii en el dia 0 por niebla (1-2 ml/ave) cuando estaban
en sus cajas de incubacién (d0 Niebla), (3) un grupo de sonda nasogastrica en el dia 7 que recibié 2 ml de NCIMB
41125 de M. elsdenii en el dia 7 por sonda nasogastrica oral después de un ayuno de pienso de 2 h y un ayuno de
agua de 1 h (d7 SONDA), (4) un grupo de sonda nasogastrica en el dia 14 que recibié 5 ml de NCIMB 41125 de M.
elsdenii en el dia 14 por sonda nasogastrica oral después de un ayuno de pienso de 2 h y un ayuno de aguade 1 h
(d14 SONDA), (5) un grupo de sonda nasogastrica en el dia 21 que recibié 10 ml de NCIMB 41125 de M. elsdenii en
el dia 21 por sonda nasogastrica oral después de un ayuno de pienso de 2 h y un ayuno de agua de 1 h (d21 SONDA),
y 6) un grupo de control positivo (pCON) que no recibid6 Megasphaera pero recibié piensos de iniciacion y de engorde
tratados con BMD (50 g/t) y pienso de terminacién tratado con Stafac (20 g/t).

Cada tratamiento estuvo representado por 4 jaulas que contenian 30 aves cada una. Las dietas proporcionadas a las
aves fueron como sigue: pienso de iniciacion a partir del dia 0-18, pienso de engorde a partir del dia 18-35 y pienso
de terminacion a partir del dia 35-39. Se registraron los pesos de los animales, el consumo de pienso y la conversién
de pienso durante el periodo de ensayo de 39 dias.

Tabla 18: Rendimiento de pollos de engorde medido después de 25 y 39 dias con pienso.

............................................................................................................................................................................................................................................................

‘ nCON {pCON :d0 Niebla :d7 SONDA d14SONDA d21 SONDA |
s e e
| | (2288)7 | (2288 | (2,237) | @212 | (2,188
o B TN TR e e
Mortalidad dia 25, % . 0002 . 0002 . 0002 . 083 . 0002 | 167
Peso vivo dia 39, kg (Ib) . 47132 | 51002 : 48862 . 4,880° . 5121a | 4907

FCR, dfa 1-39 . 0823 0796 | 0789 : 0803 : 0778 0759
| (1814 | (1754)% | (1,789 - (1,771)® | (1715)® | (1,674)

iMortaIidad dia 39, % . 00172 | 0,000 | 0,832 1,672 1,672 3,332

Los resultados se presentan en la Tabla 18. La mortalidad global no fue diferente a través de los tratamientos (Tabla
18). La conversion de pienso para el grupo d0 Niebla fue significativamente menor que todos los otros tratamientos en
el dia 25 con una mejora del 5,3 % con respecto a pCON y una mejora del 6,5 % con respecto a nCON. Después de
39 dias con pienso, la conversién de pienso de los grupos tratados con Megasphaera elsdenii no fue significativamente
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diferente de la de pCON, pero tendié a ser numéricamente menor, con excepcion de d7 SONDA. La conversion de
pienso para el grupo d21 SONDA fue significativamente menor que la de nCON con una mejora del 7,7 % en la
conversion de pienso.

EJEMPLO 12

Crecimiento de diferentes cepas de M. elsdenii sobre medios de crecimiento semidefinidos complementados
con dos fuentes de carbono

A. Disefio experimental

Se usaron las siguientes cepas bacterianas en este ejemplo: (1) NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii, (2) ATCC
25940 de Megasphaera elsdenii, (3) NCIMB 702261 de Megasphaera elsdenii, (4) NCIMB 702262 de Megasphaera
elsdeniiy (5) NCIMB 702410 de Megasphaera elsdenii.

Todas las cepas se cultivaron en botellas de suero con medio de crecimiento de lactato semidefinido. Los cultivos
resultantes se usaron a continuacién para inocular placas de 96 pocillos que contenian medio de crecimiento
semidefinido complementado con dos fuentes de carbono: lactato de Na y glucosa que consistian en 60 % de lactato
y 40 % de glucosa, 70 % de lactato y 30 % de glucosa, o0 40 % de lactato y 60 % de glucosa.

A continuacién, se incubaron placas de 96 pocillos a 39 °C en condiciones anaerobias y la densidad 6ptica (600 nm})
se registré automaticamente en intervalos de 15 minutos.

B. Anadlisis de las caracteristicas de crecimiento de cepas de M. elsdenii sobre diversos medios de dos
carbonos

Se representaron las curvas de crecimiento resultantes de los diferentes medios semidefinidos y con las diferentes
cepas de M. elsdenii, leyéndose el tiempo de incubacién en el eje x y la densidad 6ptica en el eje y, para comparar las
caracteristicas de crecimiento (FIG. 23-25).

Todas las cepas de M. elsdenii probadas en este experimento presentaron caracteristicas de crecimiento similares
cuando se cultivaron en medios semidefinidos que consistian en 60 % de lactato y 40 % de glucosa, 70 % de lactato
y 30 % de glucosa, 0 40 % de lactato y 60 % de glucosa.

EJEMPLO 13

Crecimiento de diferentes cepas de M. elsdenii sobre medios de crecimiento semidefinidos complementados
con dos fuentes de carbono, seguido por liofilizacion de las células

A. Disefio experimental

Se usaron las siguientes cepas bacterianas en este ejemplo: (1) NCIMB 41125 de Megasphaera elsdenii, (2) ATCC
25940 de Megasphaera elsdenii, (3) NCIMB 702261 de Megasphaera elsdenii, (4) NCIMB 702262 de Megasphaera
elsdeniiy (5) NCIMB 702410 de Megasphaera elsdenii.

Todas las cepas se cultivaron en botellas de suero con medio de crecimiento de lactato semidefinido. Los cultivos
resultantes se usaron a continuacién para inocular recipientes fermentadores de 5 | que contenian medio de
crecimiento semidefinido complementado con dos fuentes de carbono: lactato de Na y glucosa que consistian en 60 %
de lactato y 40 % de glucosa, o 70 % de lactato y 30 % de glucosa.

Se recogié una muestra de los cultivos después de 8, 10, 12, 14y 16 horas de crecimiento, se enfrié hasta temperatura
ambiente y las células se recogieron aséptica y anaerébicamente retirando el 99 % del liquido. Los concentrados se
mezclaron con una disolucién de crioprotector (sacarosa) en una relacién 1/5, en condiciones asépticas y anaerobias,
para obtener una concentracion final de sacarosa de 5 % p/v. La mezcla se muestred para determinar la concentracion
de M. elsdenii preliofilizacién (es decir, recuento de viabilidad).

Se transfirieron alicuotas de la mezcla resultante a viales de 10 ml (4 ml/vial) y se ultracongelaron en nitrégeno liquido.
Los viales se transfirieron al liofilizador para ser liofilizados siguiendo un ciclo rapido. Una vez se complet6 la
liofilizacién, la supervivencia de las bacterias se determin6 resuspendiendo el producto liofilizado en la camara
anaerobia con diluyente anaerobio, lo que permitié que se rehidratara durante 40 minutos a temperatura ambiente, y
a continuacién se sembré sobre un agar de lactato semidefinido (es decir, recuento de viabilidad).

La pérdida de células se calculod restando la concentracion de M. elsdenii recuperada después de la liofilizacion a partir
de la concentracion inicial (preliofilizacién) de M. elsdenii.
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B. Comparacion de la perdida de células después de la liofilizacion de diferentes cepas de M. elsdenii
cultivadas en diversos medios semidefinidos, recogidas y liofilizadas en diversos momentos durante el
crecimiento.

Todas las cepas de M. elsdenii probadas en este experimento produjeron células viables después de la liofilizacién. El
limite de pérdida de células aceptable se establecié en 1,6 log UFC/mI. Las pérdidas de células encontradas durante
la liofilizacion de células cultivadas en medio semidefinido que contenia 70 % de lactato y 30 % de glucosa (Tabla 19),
independientemente de la cepa o el tiempo de recogida, estuvieron todas por debajo del limite aceptable y oscilaron
desde 0,3 hasta 1,3 log.

Tabla 19: Pérdida de células (log UFC/ml) observada después de la liofilizacién en cepas de M. elsdenii cultivadas en
medio semidefinido que consistia en 70 % de lactato y 30 % de glucosa, recogidas y liofilizadas después de 8, 10, 12,
14 o 16 horas de incubacién.

Tiempo de recogida, horas

Cepa 8 10 12 P14 .16

NG g ——— R — ¥t e TR S
P BT R S R BT
Gt oy ———— e R B CR R e o
NGB Fo3mes T g g
T B T

Las pérdidas de células encontradas durante la liofilizacion de células cultivadas en medios semidefinidos que
contienen 60 % de lactato y 40 % de glucosa (Tabla 20) estuvieron mas afectadas por el tiempo de recoleccion, pero
todas las cepas aun produjeron una pérdida de células que estuvo por debajo del limite aceptable para al menos tres
de los tiempos de recogida. La optimizacién del tiempo de recogida previo a la liofilizacién puede dar como resultado
una mejora adicional de la recuperacién después de la liofilizacién.

Tabla 20: Pérdida de células (log UFC/mI) observada después de la liofilizacion en cepas de M. elsdenii cultivadas en
medio semidefinido que consistia en 60 % de lactato y 40 % de glucosa, recogidas y liofilizadas después de 8, 10, 12,
14 o0 16 horas de incubacion.

Tiempo de recogida, horas

................................................................................................................................................................................................................................................

Cepa 8 10 12 14 : 16

NG gy ——— Vi P 34037 ........................ S
AT0025940072146 ....................... P P P
S Gy ——— T R P P
NG gy e T A R
s o—— T T R .

En general, el método descrito en el presente documento produjo producto liofilizado que contenia células viables
independientemente de la cepa de Megasphaera elsdenii usada.

EJEMPLO 14
Encapsulacion de M. elsdenii liofilizado y determinacion de la estabilidad del mismo

Se mezclaron asépticamente concentrados de NCIMB 41125 de M. elsdenii obtenidos a través de FFT con disoluciéon
de crioprotector (sacarosa) en una relacién 1/5 para obtener una concentracién final de 5 % de sacarosa (p/v). La
mezcla se ultracongeld en nitrégeno liquido y se transfirié al liofilizador para ser liofilizado usando un ciclo rapido. Una
vez la liofilizacién estuvo completa, la supervivencia de las bacterias se determind resuspendiendo el producto
liofilizado en la camara anaerobia con diluyente anaerobio, lo que permitid rehidratarlo durante 40 minutos a
temperatura ambiente, y luego sembrando en agar de lactado semidefinido.
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El polvo de M. elsdeniiliofilizado resultante se mezcld a continuacion con un vehiculo (agente de carga) y se encapsulo
dispersando el polvo en destilado de aceite de palma calentado o acido estearico. A continuacion, la mezcla se enfrid
rapidamente y el producto resultante se muestre6 para determinar la supervivencia de las bacterias. Las muestras se
resuspendieron en la camara anaerobia con diluyente anaerobio, se mezclaron durante 15 segundos, y se dej6é que
se rehidrataran durante 40 minutos a temperatura ambiente antes de sembrarse en agar de lactato semidefinido. Este
experimento se repitié tres veces usando diferente temperatura de calentamiento y diferente tipo de aceite (método 1,
2y 3). El método 1 usa una temperatura de calentamiento de 110 °C y un destilado de aceite de palma como material
de encapsulacién. El método 2 usa una temperatura de calentamiento de 52 °C y una mezcla de mono- y diglicéridos
de acidos palmitico, esteérico, oleico, linoleico y linolénico como material de encapsulacion. El método 3 usa una
temperatura de calentamiento de 65 °C y una mezcla de mono- y diglicéridos de acidos palmitico, estearico, oleico,
linoleico y linolénico como material de encapsulacién.

El porcentaje de pérdida se calculd restando la concentracion de M. elsdenii recuperado después de la encapsulacion
de la concentracién recuperada después de la liofilizacién y dividiéndolo por la concentracién recuperada después de
la liofilizacién.

Se recogieron muestras adicionales del producto encapsulado, usando el método 2 y el método 3, y se conservaron a
temperatura ambiente en condiciones aerobias durante un periodo de 4 meses para evaluar la estabilidad del producto.
Las muestras se resuspendieron en la camara anaerobia con diluyente anaerobio, se mezclaron durante 15 segundos,
y se dejé que se rehidrataran durante 40 minutos a temperatura ambiente antes de sembrarse sobre agar de lactato
semidefinido. Las FIG. 26 y 27 muestran que la estabilidad de M. elsdenii liofilizado encapsulado usando el método 2
0 3 solo perdi6 aproximadamente 1 log UFC/g.

Tabla 21: Porcentaje de pérdida observada después de la encapsulacion de M. elsdenii liofilizado usando el método
1,203.

: Porcentaje de pérdida de la encapsulacion

....................................................................................................................................................................................................................................................

Método 1 83,4 % :
‘Método 2 24,5 %
‘Método 3 2,1% :

El método 2 y 3 usado para encapsular M. elsdenii liofilizado produjo una recuperacion celular superior al 67,9 %
(Tabla 21).

Ademas, las muestras liofilizadas encapsuladas siguiendo el método 2 o el método 3 produjeron una reduccién de 1
log en la viabilidad celular durante el almacenamiento a temperatura ambiente en condiciones normales de oxigeno y
humedad durante hasta 4 meses.

La encapsulacién de M. elsdenii liofilizado siguiendo el método 2 y 3 proporciond una proteccién adicional a las
bacterias del oxigeno y la humedad. Este proceso permitiria conservar M. elsdenii liofilizado encapsulado a
temperatura ambiente sin envasado especifico y permitiria la adicién del producto en el pienso.

EJEMPLO 15
Estabilidad en almaceén de M. elsdenii liofilizado producido a escala piloto.
A. Disefio experimental

Se usé un lote de 600 litros de medio semidefinido que consistia en 70 % de lactato y 30 % de glucosa en este
experimento para cultivar NCIMB 41125 de M. elsdenii. Después de 14 horas de incubacion a 39 °C, el cultivo
resultante se enfrid hasta temperatura ambiente y las células se recogieron usando un sistema de filtracién de flujo
tangencial como se describe en el Ejemplo 2. El noventa y nueve por ciento del volumen liquido se retird del cultivo y
se concentro; a continuacion, se resuspendié en una disolucién de crioprotector de sacarosa en una relacion 1:5 para
obtener una concentracion final de sacarosa del 5 % p/v.

La mezcla se congeld a continuacion en nitrégeno liquido, las pellas congeladas se transfirieron al liofilizador y se
liofilizaron tras un ciclo rapido. Una vez se complet6 la liofilizacién, el polvo liofilizado se recogio y se envasé (Tabla
22) en condiciones anaerobias en bolsa de Mylar solo ("M.e."} 0 con maltodextrina como agente de carga ("M.e. +
maltodextrina").

Tabla 22: Relleno de bolsa de Mylar
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‘M.e. + Maltodextrina

Se determind la concentracion de M. elsdenii en el producto liofilizado (3 muestras por tratamiento) resuspendiendo el
producto liofilizado en la camara anaerobia con diluyente anaerobio, lo que permitié rehidratarlo durante 40 minutos a
temperatura ambiente, y luego sembrarlo sobre agar de lactato semidefinido (es decir, recuento de viabilidad). La
concentracién de M. elsdenii se expres6é como UFC/bolsa y se transformé logaritmicamente.

B. Estudio de estabilidad en almacén

Bolsas Mylar que contenian los diferentes tratamientos se almacenaron a temperatura ambiente (75 °F; 25 °C) o0 a
40 °F (4 °C). Se obtuvieron muestras adicionales después de 0,5, 1, 2, 3, 4 y 6 meses de almacenamiento y se
procesaron de la misma forma que se describe previamente (3 muestras por tratamiento por momento de tiempo) para
determinar la estabilidad en almacén del producto. La concentracién de M. elsdenii se expres6 como UFC/bolsa y se
transformé logaritmicamente.

Los datos de estabilidad en almacén se presentan en la Fig. 28. La concentracién de M. elsdenii con el tiempo se vio
afectada por la temperatura de almacenamiento. Después de 6 meses de almacenamiento, las muestras conservadas
a 40 °F (4,4 °C) fueron estables independientemente de la presencia o ausencia de maltodextrina, mientras que las
muestras conservadas a 75 °F (23,9 °C) perdieron aproximadamente 1,6 log para el tratamiento "M.e." y
aproximadamente 0,8 log para el tratamiento "M.e. + Maltodextrina".

EJEMPLO 16
Crecimiento celular microbiano, medio, temperatura y pH

Las bacterias anaerobias se pueden dividir en tres categorias, (1) anaerobias estrictas; (2) anaerobias aerotolerantes;
y (3) anaerobias facultativas. Las anaerobias estrictas son bacterias que no sobreviven en concentraciones
atmosféricas normales de oxigeno. Algunas anaerobias estrictas pueden sobrevivir en hasta 8 % de oxigeno, mientras
que otras no pueden sobrevivir a menos que la concentracion de oxigeno sea inferior al 0,5 %. Las anaerobias
aerotolerantes pueden sobrevivir en presencia de oxigeno, pero no utilizan el oxigeno para el crecimiento. Las
anaerobias facultativas son capaces de usar oxigeno para la respiracion aerobia, pero también pueden usar
respiracion anaerobia si no esta presente oxigeno.

Similarmente, las bacterias aerobias se pueden dividir en dos categorias: (1) aerobias estrictas; y (2) microaerdfilas.
Las aerobias estrictas requieren oxigeno para realizar la respiracién celular y pueden sobrevivir en concentraciones
atmosféricas normales de oxigeno. Las microaerofilas requieren oxigeno para el crecimiento celular, pero son dafiadas
por concentraciones atmosféricas normales de oxigeno.

Las levaduras son microorganismos eucariotas unicelulares que se clasifican como un miembro del reino de los
hongos. Las levaduras pueden ser aerobias estrictas o anaerobias facultativas.

Megasphaera, tal como M. elsdeniiy Bifidobacterium, tal como B. breve, son especies representativas de anaerobios
estrictos. Lactobacillus, tales como L. plantarum y Bifidobacterium, tal como B. animalis subsp. lactis, son especies
representativas de anaerobios aerotolerantes. Pediococcus, tales como P. acidilactici y Lactobacillus, tales como L.
casei son especies representativas de anaerobios facultativos. Bacillus, tales como B. subtilis, es una especie
representativa de un aerobio estricto. Sacaromyces, tal como S. boulardiiy S. cerevisiae, son especies representativas
de levadura.

Se cultivan bacterias aerobias, bacterias anaerobias y levadura en un medio que comprende al menos una fuente de
carbono seleccionada del grupo que consiste en: caseina, lactato, dextrosa, fructosa, fructano, glucosa, sacarosa,
lactosa, maltosa, acetato, glicerol, manitol, sorbitol, sacarosa, xilosa, melaza, fucosa, glucosamina, dextrano, una
grasa, un aceite, acetato sédico, arabinosa, proteina de soja, proteina soluble, rafinosa, amilosa, almidén, triptona,
extracto de levadura y combinaciones de los mismos. Por tanto, las bacterias aerobias, las bacterias anaerobias y la
levadura se cultivan en un medio que comprende al menos dos fuentes de carbono seleccionadas del grupo que
consiste en: caseina, lactato, dextrosa, fructosa, fructano, glucosa, sacarosa, lactosa, maltosa, acetato, glicerol,
manitol, sorbitol, sacarosa, xilosa, melaza, fucosa, glucosamina, dextrano, una grasa, un aceite, acetato sédico,
arabinosa, proteina de soja, proteina soluble, rafinosa, amilosa, almidén, triptona, extracto de levadura y
combinaciones de los mismos. Las bacterias anaerobias se cultivan en condiciones anaerobias o con condiciones que
requieren oxigeno para facilitar el crecimiento de células bacterianas anaerobias, y las bacterias aerobias y las
levaduras se cultivan en condiciones apropiadas de oxigeno con un medio que comprende al menos dos fuentes de
carbono de por encima y a una temperatura entre 15 °C y 45 °C para L. plantarumy 20 °C a 45 °C para B. breve, B.
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animalis subsp. lactis, P. acidilactici, L. casei, S. boulardii, y B. subtilis. La temperatura 6ptima para estas cepas es
37 °C, excepto por S. cerevisiae, que prefiere 30 °C. El pH del medio es entre 4,0 y 9, mas especificamente entre pH
40y4,5,45y55,55y6,5,6,5y7,5, 7,5y 8,5, 08,5y 9,0. Los microbios se cultivan hasta que haya terminado la
fase de crecimiento exponencial, es decir, al menos 1 hora a 6 horas, 6 horas a 12 horas, 12 horas a 24 horas, 24
horas a 36 horas, 36 horas a 48 horas, 48 horas a 72 horas, 72 horas a 96 horas, 0 96 horas a 120 horas.

Una vez los medios contienen al menos 1 x 103 UFC/g, los microbios se recogen en condiciones apropiadas y los
microbios se liofilizan y/o encapsulan para su uso en formulaciones de pienso para animales.

EJEMPLO 17

Uso de filtracion de flujo tangencial para la concentracion de cultivos de bacterias aerobias, bacterias
anaerobias y levadura

Los métodos presentados en el Ejemplo 2 se usan en este ejemplo con las bacterias aerobias, bacterias anaerobias
y levaduras desveladas en el Ejemplo 16 y usando el medio apropiado para permitir el crecimiento celular microbiano
optimo. Similar a Megasphaera elsdenii, usando filtracién de flujo tangencial en bacterias aerobias (Bacillus subtilis),
las bacterias anaerobias (Bifidobacterium breve, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Pediococcus acidilactici y Lactobacillus casei) y levaduras (Saccharomyces boulardii y cerevisiae) dan resultados
similares con respecto a la cantidad de microbios viables recuperados en el permeado y concentrado durante el
transcurso del proceso de concentraciéon. Ademas, el proceso de filtracién no tiene un efecto sobre la supervivencia
microbiana o sobre la capacidad del microbio para crecer después de ser filtrado. Por lo tanto, los microbios se cultivan
en un caldo liquido, se filtran y se preparan para su congelacion, liofilizacién y/o encapsulacién.

EJEMPLO 18
Parametros de congelacion y liofilizacion para bacterias aerobias, bacterias anaerobias y levadura

Para determinar el efecto de los diversos parametros de congelacion vy liofilizacién sobre diferentes tipos de bacterias
aerobias, bacterias anaerobias y levadura, se realiza un ejemplo segun el Ejemplo 17. Similar al Ejemplo 3, el limite
de pérdida de células aceptable se fija en 1,6 log UFC/mL.

Se resuspenden concentrados de Bifidobacterium breve, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium animalis subsp.
lactis, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus casei, Bacillus subtilis, Saccharomyces boulardii, and Saccharomyces
cerevisiae en disoluciones de crioprotector que no contienen crioprotector, lecha desnatada, trehalosa, sacarosa, 0
una combinacién de los mismos antes de la liofilizacién. Cada mezcla se transfiere a continuaciéon a viales y se congela
lentamente a -80 °C o se ultracongela en nitrégeno liquido, antes de colocarse en el liofilizador para ser liofilizada
usando o un ciclo rapido o lento.

Todos los concentrados no mezclados con crioprotector tienen pérdida de células superior a los concentrados
mezclados con disoluciones de crioprotector y pérdida de células superior al umbral independientemente del ciclo de
liofilizacién o el método de congelacion.

Ademas, todos los procesos de liofilizado que se prueban dan como resultado productos que son capaces de retener
una viabilidad suficiente para iniciar el crecimiento del cultivo después de la rehidratacion, incluso después de un
almacenamiento prolongado de 4 a 12 meses a temperatura ambiente o al menos 4 °C.

EJEMPLO 19

Efectos de las condiciones de almacenamiento sobre el rendimiento y la estabilidad de bacterias aerobias
liofilizadas, bacterias anaerobias y levadura

Los métodos de prueba para las caracteristicas de supervivencia celular y crecimiento microbiano presentadas en el
Ejemplo 4 se usan en este ejemplo con bacterias aerobias, bacterias anaerobias y levaduras desveladas en el Ejemplo
16 y usando el medio apropiado para permitir el crecimiento celular microbiano 6ptimo.

Para determinar el efecto de los protocolos de liofilizacion y las condiciones de almacenamiento sobre las
caracteristicas de crecimiento y la estabilidad en almacén de Bifidobacterium breve, Lactobacillus plantarum,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus casei, Bacillus subtilis, Saccharomyces
boulardii y Saccharomyces cerevisiae, se produjeron cultivos liofilizados como en el Ejemplo 18; a continuacién se
prueban para las caracteristicas de crecimiento microbiano y supervivencia celular durante el almacenamiento a 4 °C
0 25 °C en condiciones aerobias o anaerobias durante 0, 2, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 semanas usando el analisis de las
curvas de crecimiento y la técnica de siembra por extension.
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Las muestras de bacterias anaerobias liofilizadas que se almacenan en condiciones aerobias, independientemente
del tratamiento, se descomponen mas rapidamente con pérdida de células adicional en comparacién con su homoélogo
conservado anaerobio.

Las muestras que se almacenan a 25 °C se descomponen mas rapidamente que su homélogo conservado a 4 °C.

Las muestras que se congelan en nitrégeno liquido y se conservan a 25 °C después de la liofilizacién no pierden mas
células que sus homélogos conservados a 4 °C durante el periodo de almacenamiento de 16 semanas; sin embargo,
las diferencias entre muestras son significativas entre el almacenamiento de 25 °C y 4 °C después de 20 y/o 24
semanas de almacenamiento.

En cada dia de muestreo, se realiza un experimento de curva de crecimiento para comparar las caracteristicas de
crecimiento del producto liofilizado con el producto no liofilizado. Las muestras no liofilizadas que se usan para cada
curva de crecimiento son "frescas” (no mas de 2 dias de edad). Los productos liofilizados conservados a 4 °C tienen
un periodo de latencia mas corto que los productos liofilizados conservados a 25 °C. Después de 16 semanas de
almacenamiento, todas las muestras de bacterias anaerobias que contienen un crioprotector, congeladas en nitrégeno
liquido, liofilizadas y conservadas en condiciones anaerobias que son revividas, son viables otra vez. Similarmente,
todas las muestras de bacterias aerobias y levadura que contienen un crioprotector, congeladas en nitrégeno liquido
y liofilizadas que son revividas, también son viables otra vez.

EJEMPLO 20

Efectos de las condiciones de almacenamiento sobre el rendimiento y la estabilidad de bacterias aerobias y
anaerobias encapsuladas liofilizadas y levaduras

Los concentrados de congelacion vy liofilizacién de diversas bacterias aerobias, bacterias anaerobias y levaduras se
realizan como se describen en los Ejemplos 16-19. Después de la liofilizacién, las bacterias anaerobias se mezclan
con un vehiculo (agente de carga) y se encapsulan dispersando el polvo liofilizado en aceite calentado como se
describe en el Ejemplo 14. La mezcla se enfria entonces rapidamente y el producto resultante se muestrea para
determinar la supervivencia de los microbios. Las muestras microbianas anaerobias se resuspenden en la camara
anaerobia con diluyente anaerobio, se mezclan durante 15 segundos, y se deja que se rehidraten durante 40 minutos
a temperatura ambiente antes ser sembradas en agar de lactato semidefinido. Las muestras microbianas aerobias se
resuspenden en las concentraciones atmosféricas normales de oxigeno con un diluyente, se mezclan durante 15
segundos y se deja que se rehidraten durante 40 minutos a temperatura ambiente antes sembrarse sobre agar de
lactato semidefinido. Este experimento se repite tres veces usando diferentes temperaturas de calentamiento y
diferentes tipos de aceites (método 1, 2 y 3). El método 1 usa una temperatura de calentamiento de 110 °C y un
destilado de aceite de palma como material de encapsulacién. El método 2 usa una temperatura de calentamiento de
52 °C y una mezcla de mono- y diglicéridos de acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico como material
de encapsulacién. El método 3 usa una temperatura de calentamiento de 65 °C y una mezcla de mono- y diglicéridos
de &cidos palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico como material de encapsulacion.

El porcentaje de pérdida de células de la encapsulacion es inferior al 40 % usando el método 2 o 3. Después de la
encapsulacion de las diversas bacterias aerobias, bacterias anaerobias y levaduras, los microbios encapsulados que
se almacenan a temperatura ambiente en condiciones normales de oxigeno atmosférico solo tienen una ligera
reduccién en la viabilidad celular durante el transcurso del almacenamiento (por ejemplo, disminucién de 0,5 a 2 log
en la viabilidad celular).
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REIVINDICACIONES
1. Un método de produccién de células de Megasphaera elsdenii liofilizadas, que comprende:

(a) preparar un cultivo liguido en condiciones anaerobias que comprende células de M. elsdenii y un medio de
crecimiento que comprende al menos dos fuentes de carbono seleccionadas del grupo que consiste en: caseina,
lactato, dextrosa, fructosa, fructano, glucosa, sacarosa, lactosa, maltosa, acetato, glicerol, manitol, sacarosa, xilosa,
melaza, fucosa, glucosamina, dextrano, una grasa, un aceite, glicerol, acetato sodico, arabinosa, proteina de soja,
proteina soluble, rafinosa, amilosa, almidén, y combinaciones de los mismos, en donde el volumen de cultivo liquido
es entre aproximadamente 2 litros y aproximadamente 75.000 litros,

(b} extraer las células en condiciones anaerobias,

(c) afadir al menos un crioprotector a las células extraidas,

(d) congelar las células,

(e) liofilizar las células, y

(fy en donde aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 1 x 10'2UFC/g de células de M. elsdenii son viables
después de la liofilizacién.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde las al menos dos fuentes de carbono consisten en aproximadamente 50-
90 % de una primera fuente de carbono y aproximadamente 10-50 % de una segunda fuente de carbono, en donde la
segunda fuente de carbono es diferente de la primera fuente de carbono, y en donde el 100 % de las al menos dos
fuentes de carbono consiste en la primera fuente de carbono y la segunda fuente de carbono.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde la extraccién comprende al menos una técnica seleccionada del
grupo que consiste en: centrifugacion, filtracién, dialisis, ésmosis inversa, y combinaciones de las mismas,
opcionalmente

en donde la filtracion comprende filtracion de flujo tangencial, y/o

en donde el cultivo comprende un liquido, y en donde la extraccién comprende retirar aproximadamente del 60 % a
aproximadamente el 100 % del liquido, en donde la extraccién de las células en condiciones anaerobias ocurre antes
de que el cultivo entre en la fase estacionaria y/o en donde la congelacién es a una temperatura de aproximadamente
-80 °C a aproximadamente -210 °C.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la congelacion comprende poner en contacto un
recipiente que comprende las células de M. elsdenii con nitrégeno liquido, y/o en donde la congelacion comprende
poner en contacto las células con nitrégeno liquido, y/o

en donde la congelacién es a una temperatura de aproximadamente -196 °C y produce sedimentos congelados que
comprenden las células, y en donde el diametro de los sedimentos congelados es aproximadamente de 0,0254 mm
(0,001 pulgadas) a aproximadamente 12,7 mm (0,5 pulgadas), y/o en donde el pH del cultivo de M. elsdenii antes de
la extraccion es entre aproximadamente 4,5 y aproximadamente 7,0.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente
1 x 102 UFC/g de las células liofilizadas de M. elsdenii son viables después del almacenamiento a una temperatura
de aproximadamente 25 °C durante al menos 2 semanas, o en donde aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente
1 x 102 UFC/g de las células de M. elsdenii liofilizadas son viables después del almacenamiento a aproximadamente
4 °C durante mas de 1 mes.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el al menos un crioprotector esta presente en
una cantidad de aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 20 % (p/v) del cultivo.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el volumen de cultivo liquido es al menos
aproximadamente 50 litros.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde las células en el cultivo consisten en células de
M. elsdenii.
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