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Figura 40: Lesiones macroscopicas en necropsias programadas de 6rganos no diana:
articulaciones, paladar duro y blando, faringe y es6fago, abomaso, duodeno, pulmones y NL
popliteo del GC y el GP.
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4.6.10. Lesiones microscopicas

En higado se pudo observar que la mayoria de los animales muertos
espontaneamente presentaron colangiohepatitis mononuclear en los espacios porta con
estasis canalicular e infiltracidn mixta intrasinusoidal. Los nodulos paratifoideos (NPT)
se ubicaron sin una localizacion estable en la estructura del lobulillo tradicional. Estos
nodulos son el resultado del reclutamiento de los macrofagos y los polimorfonucleares.
Finalmente se forman centros de necrosis de coagulacién focal (figura 41 Al) como
consecuencia de la muerte de los fagocitos. En cambio, en la mayoria de los animales
que fueron sacrificados al final del experimento se encontraron lesiones muy leves
(tumefaccion celular sin signos inflamatorios), y algunos de ellos animales no
presentaban lesiones (figura 41 B1).

En el bazo de la mayoria de los animales muertos espontdneamente, se observo
un severo proceso inflamatorio agudo, en ocasiones de tipo hemorragico, con la
presencia de nddulos NPT (figura 42 A2 y A3). En cambio, los animales sacrificados al
final del experimento, en su mayoria, no presentaban lesiones (figura 42 B1, B2 y B3).

En yeyuno, en aquellos animales que murieron espontaneamente, se observo una
necrosis de los enterocitos de los extremos de las vellosidades junto a infiltrado
mononucleares en la ldmina propia (figura 43 A2 y A3). Por otra parte, la mayoria de
los animales que fueron sacrificados al final de la experiencia no presentaron lesiones
(figura 43 B1, B2 y B3).

En valvula ileocecal, en aquellos animales que murieron al principio de la etapa
de muertes espontaneas, se observd una enteritis con necrosis de las glandulas y
vellosidades junto a un intento regenerativo del fondo glandular (figura 44 A2) y una
hiperplasia del tejido linfoideo asociado. Sin embargo, aquellos que murieron al final de
la etapa de muertes espontaneas presentaban enteritis fibrinonecrotica e infiltracion de
la lamina propia con células mononucleares. En la valvula ileocecal de la mayoria de los
animales sacrificados al final del experimento, no se observaron lesiones (figura 44 B1
y B2).

La figura 45 muestra el porcentaje de animales que presentan los distintos
niveles de lesiones en cada uno de los 6rganos de las necropsias espontaneas. En estos

animales que murieron espontaneamente, se observaron lesiones severas caracteristicas
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de la salmonelosis en todos los drganos diana. En el Bazo, las lesiones encontradas en el
GP fueron menos severas (P<0,05) que en el GC.

Al igual que sucedid con las lesiones macroscopicas observadas, las lesiones
microscopicas de las necropsias programadas de los animales que sobrevivieron
presentaron lesiones menos graves que los que murieron espontaneamente. En la
mayoria de los drganos las lesiones fueron similares (P>0,05) en el GP y GC, solo el
nodulo linfatico popliteo se vio mas afectado en el ultimo grupo (figura 46).

Figura 41: Lesiones microscopicas del higado. A1) NPT totalmente conformado con amplia
necrosis de coagulacion donde se ve un infiltrado mononuclear y degeneracion parenquimatosa
en animales muertos espontdneamente (H-E x 100). B1) Higado sin lesion aparente en animales
sacrificados al final del experimento (H-E x 100). A2) Detalle de la periferia de un NPT dentro
de un lobulillo hepatico en animales muertos espontaneamente (H-E x 400). B2) Detalle de una
porcién del lobulillo hepético sin lesion aparente de los animales sacrificados al final del
experimento (H-E x 400).
A B
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Figura 42: Lesiones microscépicas del bazo. Al) Esplenitis hemorragica salmonel6sica con
presencia de NPT en animales muertos espontaneamente (H-E x 40). B1) Bazo sin lesion
aparente en animales sacrificados al final del experimento (H-E x 40). A2) NPT en la pulpa roja
del bazo en animales muertos espontaneamente (H-E x 100). B2) Pulpa blanca del bazo sin
lesion aparente en animales sacrificados al final del experimento (H-E x 100). A3) Detalle de la
periferia de 2 NPT en la pulpa roja del bazo en animales muertos espontaneamente (H-E x 400).
B3) Detalle de los centros germinativos en la pulpa blanca del bazo sin lesion aparente en
terneros sacrificados al final del experimento (H-E x 400).
A B
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Figura 43: Lesiones microscopicas del yeyuno. Al) Panoramica de una vellosidad intestinal
con enteritis y atrofia de las microvellosidades en animales muertos espontaneamente (H-E x
40). B1) Panoramica de una vellosidad intestinal sin lesion aparente en animales sacrificados al
final el experimento (H-E x 40). A2) Enteritis superficial con infiltrados mononucleares en
animales muertos espontaneamente (H-E x 100). B2) Mucosa intestinal sin lesion aparente en
animales sacrificados al final del experimento (H-E x 100). A3) Detalle de la mucosa donde se
observa pérdida de arquitectura y una necrosis de los enterocitos del extremo de las vellocidades
en animales muertos espontaneamente (H-E x 400). B3) Detalle de la mucosa intestinal sin
lesion aparente en animales sacrificados al final del experimento (H-E x 400).
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Figura 44: Lesiones microscopicas de la valvula ileocecal. Al) Panoramica de la valvula
ileocecal con enteritis necrotizante en animales que murieron espontaneamente (H-E x 40). B1)
Panoramica de la valvula ileocecal sin lesion aparente en animales sacrificados al final del
experimento (H-E x 40). A2) Necrosis de la mucosa con pérdida de arquitectura e infiltrados
mononucleares en animales que murieron espontaneamente (H-E x 100). B2) Detalle de la
mucosa sin lesion aparente en animales sacrificados al final del experimento (H-E x 100).
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Figura 45: Lesiones microscdpicas de necropsias no programadas en yeyuno, valvula ileocecal,
higado, bazo, NL ileocecal, NL mesentérico y NL popliteo del GC y el GP.
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Figura 46: Lesiones microscépicas de necropsias programadas en yeyuno, valvula ileocecal,
higado, bazo, NL ileocecal, NL mesentérico y NL popliteo del GC y el GP.
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Los NPT se observaron solamente en los érganos de los animales que murieron
espontaneamente. El yeyuno fue el Gnico érgano que no se vio afectado por esta lesion.
El analisis de cada 6rgano individualmente, muestra que en el bazo hay una tendencia a
encontrar una menor cantidad de estas lesiones en los animales del GP. En los otros
organos, siempre el GC presenté mayor proporcion de animales con NPT que el GP,
pero las diferencias no fueron significativas. En cambio si se realiza un analisis de todos
los Organos juntos en los cuales se encontraron estas lesiones, se encuentra una

diferencia significativa (P = 0,042) entre ambos grupos de animales (tabla 18).

Tabla 18: Proporcién de animales que presentaron NPT en el GC y el GP.

Organo CG* GP* Significancia
Bazo 518 17 0,066
Higado 3/8  2/7 0,724
Nodulo linfatico mesentérico 2/8  1/7 0,617
Nodulo linfatico ileocecal 216 17 0,435
Valvula ileocecal 1/6  0/6 0,317

*Cantidad de animales que presentaron NPT/cantidad total de animales

4.6.11. Inmunomarcacion de IgA en yeyuno

Las celulas de la mucosa intestinal y la submucosa mostraron una intensa
marcacion citoplasmatica. Se encontrd reaccidn positiva especifica en las células y en el
moco. La inmunomarcacion también se observd en la secrecion de las glandulas de la
mucosa (Figura 47). La marcacion no mostro diferencias entre ambos grupos de
terneros. EI GP presentd la misma produccion de IgA en los animales muertos
espontaneamente y en los sacrificados al final de la experiencia. En cambio el GC
presentd una inmunomarcaciéon menor en los 6rganos de los terneros a los que se le
realizd una necropsia programada, que si bien no fue una diferencia estadisticamente
significativa, hubo una tendencia (P = 0,067) a ser menor que en los animales que

murieron espontaneamente a causa de la salmonelosis.
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Figura 47: Inmunomarcacion para IgA en el yeyuno de terneros afectados por salmonelosis. Al
y A2 Inmunomarcacion para IgA en el yeyuno de terneros muertos espontaneamente. B1 y B2
Inmunomarcacion para IgA en el yeyuno de terneros sacrificados al final del experimento.

A B

4.7. Evaluacion de la performance de crecimiento de terneras suplementadas
con 2 indculos probioticos conservados por congelacion

4.7.1. Peso de las terneras

Los animales permanecieron en buen estado de salud durante todo el tiempo
que durd el experimento.

El peso de las terneras del tratamiento A no difirié (P>0,05) de ninguno de los
otros 2 grupos. A su vez, el peso del grupo B fue superior (P<0,05) al peso del grupo C.
Por otro lado, se pudo observar que el mayor aumento de peso (P<0,05) se dio en la
semana 3 del experimento (figura 48).
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Figura 48: Peso de las terneras al inicio del experimento y durante las 3 semanas siguientes
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La letra A representa al grupo suplementado con el in6culo A, la letra B representa al grupo
suplementado con el in6culo By la letra C representa al grupo control.

4.7.2. Consumo de alimento y conversion alimentaria

El consumo promedio, tanto de leche como de balanceado fue significativamente
mayor en los 2 grupos inoculados con las BAL (figura 49).

Durante los primeros dias del experimento todos los grupos consumieron la
misma cantidad de leche. El dia 5 comenzaron a aumentar el consumo (P<0,05) los
animales de los grupos probidticos. Esta diferencia en el consumo se mantuvo hasta el
final de la experiencia. En el consumo del balanceado se observé una diferencia entre
los grupos probidticos y control que comenz6 a partir del dia 4 de la experiencia. Con
respecto a la conversion alimentaria, el grupo B presentd un valor menor, pero las

diferencias no fueron significativas por la gran variabilidad entre cada animal (tabla 19).

Figura 49: Consumo promedio de leche y balanceado por grupo de terneras
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La letra A representa al grupo suplementado con el in6culo A, la letra B representa al grupo
suplementado con el in6culo B y la letra C representa al grupo control.
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Tabla 19: Conversion alimentaria durante las 3 semanas de experimentacion
Conversion alimentaria

Grupo (kg de materia seca consumida/kg de peso ganado)
A 2,85 +2,74
B 1,66 £ 0,67
C 2,73+2,13

La letra A representa al grupo suplementado con el indculo A, la letra B representa al grupo
suplementado con el in6culo By la letra C representa al grupo control.

4.7.3. Recuento de Lactobacillus en leche de tanque

La carga de Lactobacillus totales fue menor (P<0,05) en la leche del grupo
control que en la leche de los grupos suplementados con los probidticos. Esta alta carga
de BAL en la leche de los grupo A y B, ocasiond una produccion de acidos suficiente
para llevar la leche a un pH significativamente menor al de la leche control. Por otro
lado, se pudo observar, en las leches inoculadas, que un gran porcentaje de los
Lactobacillus presentes eran las cepas integrantes de los indculos administrados (tabla
20).

Tabla 20: Recuento de Lactobacillus y pH en leche de tanque
Lactobacillus totales Lactobacillus del in6culo

GIUPe | og UFC/mI) (Log UFC/ml)
A 7,18 + 0,16 5,90 + 0,31° 4,75°
B 6,80 + 0,07 6,72 + 0,02° 4,55
C 4,57 +0,64° ND 6,7°

2P| etras diferentes muestran diferencias significativas entre grupos.
La letra A representa al grupo suplementado con el in6culo A, la letra B representa al grupo
suplementado con el indculo By la letra C representa al grupo control. ND: no detectado.

4.7.4. Recuento de la microbiota fecal

La figura 50 muestra los recuentos de las poblaciones de coliformes,
enterococos, Lactobacillus, indculos probioticos y levaduras a lo largo del experimento.
Se observd la presencia de BAL integrantes de cada uno de los in6culos en los grupos A
y B a partir de la semana 1, las mismas no se modificaron a lo largo del tiempo (P>0,05)

y los recuentos celulares fueron similares en ambos grupos (P>0,05).
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Las poblaciones de Lactobacillus totales presentaron recuentos similares
(P>0,05) entre los diferentes grupos, y permanecieron constantes durante todo el
experimento.

La poblacién de coliformes en ambos grupos fueron similares (P>0,05) y se
mantuvieron invariables a los largo del experimento.

Los enterococos aumentaron a partir de la semana 2 y tampoco se vieron
influenciados por el efecto del tratamiento.

Las levaduras disminuyeron significativamente a partir de la semana 1 en todos
los grupos y tampoco hubo variacion entre los tratamientos.

En la figura 51 se muestran las relaciones entre las diferentes poblaciones
evaluadas. La relacion inoculo A/Lactobacillus totales disminuy6 en la semana 2 y 3
con respecto a la semana 1 (P<0,05). En cambio, la relacion del indculo B/Lactobacillus
totales se mantuvo estable a lo largo del tiempo (P>0,05) y fue superior a la relacion
indculo A/Lactobacillus totales (P<0,05).

La relacion Lactobacillus/Coliformes no presentd diferencias entre los grupos y
tampoco vario en el tiempo. Al final del experimento, en la semana 3, esta relacion era
superior a 1 en los 2 grupos de probidticos y menor a 1 en el grupo control.

En cuanto a la relacion Lactobacillus/enterococos hubo una diferencia entre los
diferentes tratamientos. El grupo B presentd mayor relacion superior (P<0,05) a los
otros 2 grupos en el semana 3.

La relacion Lactobacillus/Levaduras no varid a lo largo del tiempo para el grupo
control y el grupo A. El grupo B presentd un recuento similar durante las 2 primeras
semanas y mostré un aumento (P<0,05) en la semana 3. Hubo diferencias entre
tratamientos en la semana 3, presentando mayor relacion ambos grupos probioticos con
respecto al grupo control.

La relacién enterococos/coliformes no presentd diferencias entre grupos y
comenzd a aumentar (P<0,05) a partir de la semana 2.

La relacion levaduras/coliformes disminuyé significativamente (P<0,05) a partir

de la semana 1 no presentando diferencias entre tratamientos.
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Figura 50: Recuento de las poblaciones de coliformes, enterococos, Lactobacillus, in6culos
probidticos y levaduras a lo largo del experimento.
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suplementado con el indculo B y la letra C representa al grupo control.
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Figura 51: Relacion entre las cantidades de diferentes poblaciones: Indculo/Lactobacillus,
Lactobacillus/Coliformes, Lactobacillus/Enterococos, Lactobacillus/Levaduras,
Enterococos/Coliformes y Levaduras/Coliformes, a lo largo del experimento.
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5. DISCUSION
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5.1.  Aislamiento e identificacion de BAL

La identificacion de especies microbianas mediante el uso de métodos
fenotipicos puede, en algunos casos, ser incierta, complicada y consume mucho tiempo.
El empleo de métodos moleculares ha revolucionado la identificacion, mejorando su
calidad y eficacia. Algunas de estas metodologias utilizan el ADNr o sus regiones
espaciadoras como blanco. Estas técnicas son utiles tanto para la identificacion y
deteccion confiable de diferentes especies bacterianas, asi como tambieén para el
monitoreo de las mismas (Blaiotta y col., 2008). De esta forma, los integrantes de un
inoculo probidtico multicepa, pueden ser identificados diferenciandolos entre ellos o
con otras cepas que comparten el mismo ambiente como por ejemplo los starters en los
alimentos como yogurt 0 quesos.

El uso de primers o sondas especificos de especie no es aplicable en ambientes
donde se encuentren diversas especies de Lactobacillus ya que es necesario el
conocimiento previo de las mismas. En estos casos se deben aplicar herramientas
moleculares mas generales (Blaiotta y col., 2008). Las técnicas mas utilizadas son la
comparacion de secuencias parciales o totales del gen 16S ADNr, patrones de ARDRA
del 16S ADNr o de la region intergénica del 16S-23S ADNr para la identificacion de
especies de Lactobacillus en diferentes ambientes (Guan y col., 2003; Heilig y col.,
2002; Delfederico y col., 2005).

Mientras que el uso de la metodologia de secuenciacion del 16S ADNr otorga
una alta resolucion de la diversidad de las especies microbianas en un determinado
ambiente, es una técnica que consume mucho tiempo y es demasiado costosa para ser
implementada como método de rutina en la bdsqueda de cepas en muestras complejas.
Los métodos utilizados para un primer andlisis de muestras de materia fecal deben ser
rapidos y mostrar un panorama general de la ecologia microbiana. La técnica de
ARDRA fue utilizada para comparar aislamientos bacterianos en un gran rango de
comunidades microbianas. La ventaja de dicha técnica es que es rapida, reproducible,
genera una vista previa de la diversidad microbioldgica, y es practica a la hora de
evaluar un gran numeros de muestras con objetivos experimentales tales como

intervenciones en la dieta (Ziemer y col., 2004).
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La técnica de ARDRA permitio diferenciar a Enterococcus hirae del resto de los
aislamientos los cuales correspondian a Lactobacillus spp. Esta diferenciacién pudo ser
observada mediante la restriccion con cualquiera de las 3 enzimas utilizadas.

Los Lactobacillus aislados pertenecian a 2 grupos: grupo L. casei-Pediococcus y
grupo Leuconostoc en el cual se encuentra Weissella paramesenteroides y otros
Lactobacillus. Esta especie puede ser diferenciada del grupo L. casei-Pediococcus por
el perfil de restriccion caracteristico obtenido con las enzimas Hae 111 y Hinf |.

La metodologia aplicada permiti6 ademas la distincion entre especies
filogenéticamente relacionadas pertenecientes al grupo L. casei-Pediococcus, como L.
ruminis, L. salivarius, L. curvatus, P. acidilactici, L. farciminis, L. plantarum, L.
mucosae, que poseen una homologia del 16S ADNr del 90,3 al 99% (Vandamme vy col.,
1996).

La similitud entre los perfiles obtenidos mediante el estudio in silico de las
secuencias presentes en el GenBank y los aislamientos permitié determinar que las
cepas de la misma especie presentan perfiles similares. Este estudio resultd ser una
herramienta méas para corroborar la identificacion hasta el nivel de especie. La
obtencion de estos perfiles diferenciables entre los aislamientos, sumado a la
diferenciacion de los mismos con otras especies relacionadas (tabla 9) demuestra que
esta técnica permite en gran medida la distincion de especies con alto porcentaje de
homologia. Tal es el caso de E. faecium y E. faecalis que también fueron halladas en el
intestino de terneros (Schneider y col., 2004) y las mismas pueden ser distinguibles de
E. hirae por medio de la restriccion con la enzima Hinf I. Dentro de los mismos grupos
filogenéticos existen especies con mayor homologia que otras como por ejemplo L.
fermentum y L. reuteri que son las mas estrechamente relacionadas a L. mucosae (Roos
y col., 2000). A pesar de tales similitudes, el estudio in silico demostrd que esta Gltima
también se diferencia de las 2 primeras por la metodologia de ARDRA (Tabla 9). Estos
resultados validan la técnica de ARDRA como una herramienta altamente
discriminativa entre las especies de BAL, que permitiria agrupar los aislamientos por
especie, y luego realizar la secuenciacion de algunos de los exponentes de cada grupo.
Esto ahorraria tiempo y dinero cuando se necesita analizar gran niumero de aislamientos.

L. salivarius, que fue la especie predominante en este trabajo, también fue

detectada por Schneider y col., (2004) en terneros jovenes criados en la misma zona
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geografica. L. salivarius es un habitante recurrente del tracto gastrointestinal de otras
especies tales como pollos (Guan y col., 2003), cerdos (Thanantong y col., 2006) y
humanos (Silvi y col., 2003; Heiling y col., 2002). Muchas cepas que corresponden a
esta especie han sido evaluadas en cuanto a sus propiedades probioticas. Algunas de
ellas aisladas en infantes demostraron poseer capacidad antimicrobiana contra
patdgenos (Lee y col., 2003) y L. salivarius CTC2197 fue capaz de prevenir la
colonizacion de Salmonella enteritidis en pollos (Pascual y col., 1999).

La especie a la cual pertenece una determinada cepa no garantiza que la misma
posea caracteristicas probioticas debido a que estas propiedades benéficas son
dependientes de cepas y es por eso que debe desarrollarse un estudio funcional. Las
cepas deben ser consideradas GRAS, poseer efecto probidtico y capacidades
tecnologicas adecuadas para ser propagadas y conservadas a traves del tiempo. Los
productos probidticos de uso veterinario que estan actualmente en el mercado, son
multicepa y contienen Lactobacillus spp., Bacillus spp., Enterococcus spp., Lactococcus
spp., Saccharomyces spp., Propionibacterium spp., Pediococcus spp., Streptococcus
spp., entre otros (Soto y col., 2009).

El analisis molecular de las poblaciones benéficas que habitan el tracto
gastrointestinal y el consecuente conocimiento de su composicion es critico para el
desarrollo y comercializacion de los productos probiéticos (Tannock, 2001).

El monitoreo con técnicas moleculares permitiria evaluar el efecto producido por
el consumo de probioticos en la microbiota fecal y podria utilizarse para seleccionar en

estudios in vivo las cepas mas aptas y la forma de administracién mas adecuada.

5.2. Seleccion de las cepas aisladas
5.2.1. Estudio de las propiedades probioticas in vitro

Solo un porcentaje de las cepas en estudio evidenciaron capacidad de
autoagregacion a diferentes tiempos. Estos resultados corroboran que dicha
caracteristica es especifica de cepa y que esta en relacion con la produccion de Fpa
(Cesena y col., 2001). Esta técnica sencilla puede ser utilizada como primer paso para la
seleccidn de cepas con potencial capacidad de adherencia a células del epitelio intestinal
y posteriormente pueden ser sometidas a estudios mas especificos para la evaluacién de

la adherencia a células eucariotas en estudios in vitro e in vivo.
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A su vez, la produccion de Fpa no implica que las células productoras
coagreguen con cualquier otro tipo de bacterias. Cepas tales como L. salivarius DSPV
326T tuvieron la capacidad de unirse a un solo genotipo E. coli y los aislamientos E.
hirae DSPV 320T y L. curvatus DSPV 352T no fueron capaces de unirse a ninguno de
los patdgenos indicadores a pesar ser productoras de Fpa. De los 3 indicadores
utilizados, S. dublin DSPV 595T fue la mas sensible, evidenciando la formacion de
arenilla en menor tiempo y con mayor cantidad de BAL, por lo que dicha cepa fue la
méas adecuada para el estudio de esta caracteristica. Los resultados aqui obtenidos
validan las investigaciones anteriores que han mostrado que la coagregacion entre pares
de bacterias es altamente especifico y esta mediado por una proteina adhesina en un tipo
de células y con un receptor sacarido complementario en la otra célula (Rickard y col.,
2003).

Al igual que con las propiedades de agregacion y coagregacion, el efecto
inhibidor del ELC depende de la BAL productora. También las cepas indicadoras
presentan diferentes susceptibilidades a las sustancias inhibitorias propias de cada cepa.
E. coli DSPV 284T fue la cepa mas sensible a las sustancias inhibitorias. Esta
caracteristica demuestra que dicho patogeno es de utilidad para la busqueda de
sustancias inhibitorias. Debido a que los ELC con pH neutro no produjeron inhibicion,
es posible que algunos aislamientos hayan mostrado capacidad de inhibir el crecimiento
de las cepas patogenas estudiadas, debido al efecto que provoca el acido lactico sobre
las mismas. La produccion de &cidos organicos por las BAL disminuye el pH del
ambiente y lo convierte en selectivo contra los microorganismos sensibles al bajo pH
(Gotcheva y col., 2002). Otra de las posibilidades es que el cambio de pH desnaturalice
las sustancias proteicas (bacteriocinas) intervinientes en la inhibicion. Las bacteriocinas,
excepto en raras excepciones (Du Toit y col., 1998), son activas frente a otras BAL. Por
lo que no se puede descartar que algunas de estas cepas sean productoras de
bacteriocinas. Estos resultados pueden estar en relacion con el hecho de que las
bacteriocinas generalmente no inhiben bacterias Gram negativas (Servin y Coconnier,
2003).

El control potencial de patégenos intestinales por BAL con capacidades
probidticas es de interés para el uso preventivo y terapeutico de infecciones intestinales.
Las cepas que no presentan ninguna de las caracteristicas estudiadas, no fueron tenidas

119



Soto, LP (2010) Discusion

en cuenta en los siguientes estudios siendo descartadas para la conformacion del indculo

probidtico.

5.2.2. Estudio de la resistencia a condiciones gastrointestinales

La tolerancia al &cido y la resistencia a la bilis, son caracteristicas deseadas y
necesarias que deben poseer las cepas que actdan en el tracto gastrointestinal.

En este trabajo se estudid la capacidad de multiplicacion de las cepas a
diferentes pHs, siendo ésta, una prueba mas exigente que la evaluacion del
mantenimiento de la viabilidad en dichas condiciones. Todas las cepas demostraron alta
resistencia a pH 4 o mas alto, multiplicandose en tales medios. Pocas bacterias pueden
tolerar pH menores a 3, pero la habilidad de sobrevivir y crecer en ambientes de bajo
pH es caracteristico de las BAL (Marteau y col., 1997). Las cepas del grupo 2 y 3,
resultaron ser las adaptadas a las condiciones evaluadas.

Luego del pasaje a través de las condiciones géstricas del estomago, las bacterias
deben atravesar la barrera que presenta el intestino con la presencia de sales biliares.
Diferentes autores, que han evaluado la resistencia a bilis de las cepas, han utilizado
concentraciones de bilis obteniendo resultados variados entre los diferentes
microorganismos (Gusils y col., 2002; Gotcheva y col., 2002; Mishra y Prasad, 2005).
El efecto del estrés producido por la bilis sobre las cepas de Lactobacillus es complejo
debido a la variacion de la concentracion de bilis y el tiempo de pasaje dentro de las
diferentes partes del sistema gastrointestinal. Ha sido estimado que algunas cepas
sobreviven a concentraciones de sales biliares mayores a las fisioldgicas (De Smet y
col., 1995). Todas las cepas en estudio crecieron en todas las concentraciones de bilis
evaluadas por lo que se puede inferir que todas muestran resistencia a la bilis. Ademas,
este estudio permitio diferenciar claramente a aquellas que mejor crecimiento
presentaron, que fueron las BAL del grupo 3. Estas cepas tienen mayores posibilidades
de crecer en aquellas porciones del intestino que mayor cantidad de sales biliares
presenten (yeyuno). La resistencia a bilis de algunas cepas estd relacionada a la
actividad enzimatica especifica de la hidrolasa de sales biliares (HSB) la cual ayuda a
hidrolizar la bilis conjugada, reduciendo los efectos toxicos. La actividad de esta enzima
ha sido observada en algunas cepas asociadas al tracto gastrointestinal, de diferentes
especies de Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium, etc. (Du Toit y col., 1998).
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Algunos autores relacionan la presencia de HSB con la capacidad de la cepa para
reducir el colesterol al interferir en el ciclo enterohepatico (Du Toit y col., 1998). La
pérdida de sales biliares con la materia fecal induce el requerimiento de colesterol como
precursor de la sintesis de nuevas sales biliares, lo que podria reducir los niveles de
colesterol (de Rodas y col., 1996).

Cuando se prueban los probidticos in vitro, generalmente se hacen crecer en
medios de laboratorio. Las caracteristicas de las cepas crecidas en contenido intestinal
varian respecto a las caracteristicas de las mismas crecidas en tales medios. Por ello,
utilizando medios de cultivo que tengan nutrientes similares a los que se hallan en el
contenido intestinal, se puede tener una idea mas acabada de la accion de los probi6ticos
in vivo (Tuomolay col., 2001).

Los resultados permitieron determinar cuales eran los mejores exponentes con
méas chances de llegar al sitio de accion y ejercer su efecto y se selecciond a
Lactobacillus plantarum DSPV 354T para evaluar su efecto probidtico en una

experiencia in vivo.

5.3.  Conservacion en condiciones de refrigeracion y congelacion

Es necesario que el inoculo cuente con una cantidad satisfactoria de
microorganismos en el momento de ser administrado al animal para posibilitar la
expresion de sus efectos probidticos. Esto tiene especial importancia, ademas, cuando se
pretende industrializar el indculo, aplicando algun proceso de conservacion, debido a la
necesidad de contar con una cantidad de microorganismos suficientes como para
compensar la disminucién del nimero de células causada por el propio proceso
tecnoldgico y durante la etapa de almacenamiento. Se ha mencionado que 10° UFC/ml
es el NMR de bacterias aplicables para producir los efectos probidticos (Vinderola y
col., 2000). Por otra parte, se ha verificado que la inoculacién de 10° UFC/kg de peso
vivo fue suficiente para mostrar un efecto de colonizacién y permanencia, representado
por los altos niveles del inoculo presentes en el tracto intestinal de terneros criados en
sistemas intensivos (Frizzo y col., 2007; Frizzo y col., 2010). En algunos casos de
productos probidticos veterinarios comerciales se detallan las cepas componentes del
inéculo, pero no dan informacion acerca de la concentracion celular que contienen.

Otros productos especifican estos valores que superan el NMR, pero contienen hasta 8
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especies distintas y no detallan la cantidad de cada una de ellas. Por otro lado, en
algunos casos tampoco se informa la dosis recomendada de tales inoculos (tabla 1).

En cuanto a las diferentes condiciones de almacenamiento se pudo observar que
la refrigeracion resultd adecuada, solo en el corto plazo, mientras que para la
conservacion a largo plazo seria necesario congelar el indculo. Esto estaria demostrando
que durante el almacenamiento en condiciones de refrigeracion el efecto del estrés
celular afecta directamente su viabilidad (Gilliland y Lara, 1988).

Se puede afirmar que la leche resulté ser el medio que mejor conservo las cepas
estudiadas, tanto en condiciones de refrigeracion como de congelacion. Estos resultados
estdn mostrando una importante ventaja del medio leche por sobre el medio especifico
(MRS), que estaria dada por el efecto crioprotector que le ha sido atribuido a la leche
(De Antoni y col., 1989).

Los resultados obtenidos permitieron observar una respuesta diferente de cada
una de las cepas frente a los medios de cultivo y las condiciones de almacenamiento
estudiadas siendo L. casei DSPV 318T la cepa que resulté mas sensible al efecto del
frio. Estos resultados coinciden con lo indicado por Juarez Tomas y col. (2004), quienes
informaron que el comportamiento diferencial entre cepas podria estar relacionado con
los distintos tipos y proporciones de acidos grasos de la fraccion lipidica. En el caso de
P. acidilactici DSPV 006T, se mantuvo un alto porcentaje de viabilidad durante 360
dias, resultado que coincide con las observaciones de Perez Guerra y col. (2007),
quienes determinaron una escasa perdida de viabilidad (0,22 Log UFC/ml) para P.
acidilactici NRRL B-5627 almacenado durante 3 meses en leche a —20 °C. Por su parte,
L. casei DSPV 318T en medio leche y condiciones de congelacidn, si bien disminuy06 su
porcentaje de viabilidad, mantuvo el NMR hasta el final del estudio, concordando con
lo informado por Judrez Tomas y col. (2004) para L. paracasei CRL 1251 y L.
paracasei CRL 1289 que mantuvieron altos recuentos durante un afo.

El almacenamiento en condiciones de congelacion es usado cominmente para
preservar la viabilidad de BAL durante un largo periodo de tiempo manteniendo sus
propiedades tecnologicas (actividad acidificante, propiedades organolépticas, etc.)
(Fonseca y col., 2001). Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron determinar
que la congelacion es un método muy efectivo para el mantenimiento del indculo

durante un afio. Saxelin y col. (1999) informaron que con temperaturas inferiores a -35
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°C se obtienen altos recuentos celulares por 12 meses, no obstante en este trabajo la
viabilidad se mantuvo en valores elevados conservando las células a -20 °C. Si
consideramos que durante el periodo de congelacion el metabolismo de los
microorganismos estd reducido al minimo, el mayor aporte de nutrientes que puede
ofrecer el MRS como medio especifico para las BAL pierde importancia relativa frente
al beneficio del efecto crioprotector que brinda la matriz lactea (Judrez Tomaés y col.,
2004). Esto justificaria que los mejores resultados se obtuvieran con el medio leche y en
condiciones de congelacion.

La adicion de diferentes crioprotectores a la leche (extracto de levadura, sacarosa,
etc.), para mejorar la supervivencia de los microorganismos ha sido documentada
(Dstlie y col., 2003; Juarez Tomas y col., 2004). Los resultados anteriormente expuestos
tienen mayor valor si se considera que fueron obtenidos sin el agregado de
crioprotectores. Esto deja, ademas, planteada la posibilidad de verificar potenciales
mejoras mediante la realizacion de nuevos estudios con la suplementacion de dichas
sustancias.

El principal interés industrial para conservar probioticos en condiciones de
refrigeracion esta relacionado con la fabricacion de alimentos refrigerados destinados a
la alimentacion humana, en especial yogures. En estas matrices los microorganismos
presentan poca estabilidad y generalmente no mantienen el NMR dentro del tiempo de
vencimiento (Schillinger, 1999), situacion que difiere a lo observado en las leches
acidificadas (Vinderola y col., 2000). En este estudio, en el cual las caracteristicas de la
matriz correspondieron a una leche acidificada, el NMR se mantuvo al menos hasta los
84 dias (L. casei DSPV 318T) y hasta el afio en el caso de L. salivarius DSPV 315T y
P. acidilactici DSPV 006T.

La habilidad de las cepas probidticas para sobrevivir al pasaje a través del tracto
gastrointestinal puede ser atribuida, principalmente, a su tolerancia al acido y a la bilis.
Esta es una caracteristica de las cepas que puede ser mejorada por la accion de los
alimentos transportadores (Charalampopoulos y col., 2003). De esta forma, la leche
actuaria como medio de desarrollo microbiano, matriz de conservacion y medio
protector que impida la pérdida de viabilidad in vivo a la hora de su administracion oral.

La preparacion del in6culo en medio leche y su almacenamiento en refrigeracion

0 congelacion, evita el costo afiadido de la separacion de los microorganismos del
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medio de cultivo (centrifugacion, filtracion, etc.) y el agregado de medios nuevos para
almacenarlos. La desventaja es que los concentrados liquidos, mantenidos mediante el
uso del frio, tienen altos costos de transporte y almacenamiento (Mattila-Sandholm vy
col.,, 2002), motivo por el cual se justifica la realizacion de nuevos estudios que
permitan evaluar otras formas de conservacion (microencapsulacion, liofilizacion, etc.)
o formulaciones farmacéuticas para productos veterinarios (tabla 1) y comparar los
costos de las distintas tecnologias. En todos estos casos se debe realizar el estudio de la
estabilidad microbiologica, para cada una de las técnicas evaluadas y verificar las

posibilidades reales de administrar el indculo a los terneros en el campo.

5.4. Suplementacion de leche con hidrolizados proteicos como medio de
crecimiento de BAL

El crecimiento de los microorganismos que formaron parte de este trabajo
mostro diferencias para cada una de las cepas y para cada medio de cultivo estudiado.
Esto estd en relacion, por un lado, con los requerimientos propios de cada
microorganismo Yy, por otra parte, con la oferta de nutrientes que le fue suministrada.
Las BAL son capaces de crecer en leche, pero ésta no es un medio 6ptimo de desarrollo
(Mayra-Makinen y Bigret, 1998). En algunos casos se debe enriquecer con fuentes de
energia, precursores para la division y el desarrollo celular y con sustancias estimulantes
del crecimiento (Elli y col., 1999), en especial para poder compensar las diferentes
habilidades que tienen las bacterias probidticas para metabolizar la lactosa y las
proteinas de la leche (@stlie y col., 2003). Algunos ejemplos de estos casos han sido
puestos en evidencia; por ejemplo, L. rhamnosus GG fue incapaz de fermentar lactosa, y
Bifidobacterium animalis BB12 y L. reuteri SD 2112 no crecieron bien en leche sin la
adicion de triptona (@stlie y col.,, 2003). En otros casos fue necesario adicionar
sustancias quimicas indefinidas para que las cepas de L. johnsonii, L. gasseri, L.
crispatus, L. amylovurus y L. gallinarum pudieran crecer en leche descremada al 10%
p/v y en leche UHT (Elli y col., 1999). A pesar de estos antecedentes y considerando
que el crecimiento fue mejor en el medio de cultivo especifico estudiado (MRS), las

cepas utilizadas en este trabajo fueron capaces de crecer en el medio leche.
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El enriquecimiento de los medios de cultivos con los hidrolizados proteicos
puede tener 2 finalidades, uno es el aporte de aminoéacidos y el otro es la accién de los
péptidos bioactivos generados bajo el tratamiento de hidrolisis.

Solo algunos hidrolizados de plasma han aportado beneficios al crecimiento
bacteriano. Incluso, algunos han disminuido el desarrollo de las células respecto al
medio leche sin suplementar. La hidr6lisis del plasma, fue muy incompleta, por lo que
se podrian haber generado menor cantidad de aminoéacidos libres y mayor cantidad de
péptidos, algunos de los cuales pueden haber tenido actividad antimicrobiana (Dziuba y
Darewicz, 2007).

Algunos péptidos bioactivos han sido identificados dentro de la secuencia
aminoacidica de las proteinas nativas de la leche (Clare y Swaisgood, 2000). Una gran
proporcion de estos péptidos tiene actividad antimicrobiana y muchos de ellos son
derivados de la accidn de enzimas digestivas. En nuestro estudio, los péptidos derivados
de la leche, bajo determinadas condiciones de hidrolisis, no produjeron inhibicién para
ninguna de las cepas evaluadas. Tampoco se observo dicho efecto en los hidrolizados de
gluten.

En un proceso industrial, la utilizacion de extracto de levaduras puede ser
prohibitiva debido al costo (Hofvendahl y Hahn-Hégerdal, 1997). Los hidrolizados de
gluten y de caseina poseen altos ITCA, por lo que gran parte de la proteina esta
disponible para las bacterias como aminoéacidos libres. Debido a lo dicho anteriormente
y al menor costo en relacion al extracto de levaduras, estos hidrolizados son una fuente

aminoacidica atil para el desarrollo bacteriano de este indculo en base leche.

55. Conservacion de L. casei DSPV 318T por encapsulacion en perlas de

alginato de calcio y almidon

El gran tamafio de las capsulas tiene una ventaja con respecto de las
microcépsulas, que es la mayor resistencia a las condiciones géstricas, lo cual esta en
relacion con la barrera fisica y el incremento de la distancia de las bacterias con el
medio (Lee y Heo, 2000; Muthukumarasamy y col., 2006).

Por otro lado, la encapsulacion permitié obtener un producto final con un
recuento celular mayor a los obtenidos en los cultivos libres, por lo que resulta de

interés para la produccién de un suplemento probi6tico con altas cargas microbianas.
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La produccion de capsulas de alginato con la adicion de almidon presentd una
serie de ventajas. Por un lado, la constitucion de la perla permite una mayor
concentracion celular dentro de la misma. Esto puede deberse a que la capsula queda
menos compacta y los poros serian capaces de contener mayor cantidad de células. Esto
estd en relacion con la mayor concentracion celular encontrada en las perlas con menor
concentracion de alginato (tabla 16). La busqueda de la concentracion 6ptima de los
polimeros que forman la matriz de la cépsula debe equilibrar una concentracion
bacteriana adecuada y una conformacion resistente. El reemplazo de la mitad del
alginato por el almidon, mejord la concentracion celular y ademas no se observaron
diferencias macroscdpicas en cuanto a la consistencia. Por otro lado, se disminuye el
costo de produccion, debido a que el almiddn es mucho méas econdémico que el alginato.

Estas 2 formulaciones evaluadas, han sido las que mejor resistieron a las
condiciones gastricas estudiadas por Muthukumarasamy y col. (2006) en comparacion
con otros polimeros, lo cual se le atribuye a la naturaleza protectora de las redes
generadas con polimeros durante la encapsulacion. Este autor también observé que las
capsulas producidas por el método de extrusion fueron mas resistentes a los jugos
gastricos y a la bilis que las producidas por la técnica de emulsion.

La incubacién de las perlas en medio nutritivo, ademas de aumentar la
concentracion bacteriana, produce una activacion celular que protege a los
microorganismos durante el proceso de secado. Este mismo proceso mantuvo mayor
viabilidad de las células entrampadas en el trabajo realizado por Turker y Hamamci
(1998) en comparacion con el secado de las capsulas sin incubacion previo al secado,
las cuales no presentaron actividad post secado. Este resultado, también estuvo
relacionado con la carga microbioldgica que aumenta durante la activacion de las
capsulas. Este proceso supone el llenado de los poros con las células, lo cual afecta la
porosidad de la perla, y por lo tanto el secado. El volumen de las perlas secas
previamente activadas es mucho mayor a las no activadas, por lo cual, el tiempo de
secado es mayor (Turker y Hamamci, 1998).

Al estudiar la concentracién de microorganismos presentes en las perlas secas,
se comprobd que las mismas poseian recuentos celulares superiores a las humedas. Esto
se puede deber a que la pérdida de agua disminuye el volumen de la capsula provocando
un aumento de la cantidad de células por g de perla.
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Las perlas poseen una especie de “piel” periférica que se ve incrementada con
los materiales de cobertura (Krasaekoopt y col., 2004). Este aumento en el grosor
externo de las perlas, permiti6 que las capsulas que tuvieron ese tratamiento
mantuvieran mayor viabilidad celular que las no recubiertas posiblemente, debido a una
mayor proteccion de las bacterias frente a los factores ambientales perjudiciales.

La sensibilidad al ambiente de muchas cepas probidticas a menudo limita su uso
practico en alimentos no refrigerados y suplementos farmacéuticos. La tecnologia de
encapsulacion puede mejorar la viabilidad de las cepas durante el almacenamiento
(Crittenden y col., 2006). Las capsulas recubiertas y secas, mantuvieron el NMR por 21
dias a temperatura ambiente. Por lo tanto, las capsulas podrian ser adicionadas al
balanceado, conservando la viabilidad necesaria para ejercer su efecto probidtico
durante dicho periodo.

La otra posibilidad es mantener las capsulas probidticas separadamente del
balanceado, en refrigeracién. De esta manera, los probioticos tendrian un tiempo de
vencimiento mayor (por lo menos 2 meses), y serian mezclados con el balanceado al
momento de ser consumidos por los terneros. Esta opcidn deja abierta la posibilidad de
adicionar las perlas al sustituto lacteo o a la leche, para aquellos terneros que no
consumen balanceado.

Los métodos de secado por liofilizacion o secado spray para la preservacion de
probidticos adicionados a alimentos no es la mejor opcion porque el contacto directo
con el producto disminuye su viabilidad, lo cual requiere de la inoculacion de mayor
namero de microorganismos para alcanzar los beneficios deseados. La encapsulacion es
una alternativa para la solucion de este problema (Muthukumarasamy y col., 2006). Esta
técnica tiene una ventaja adicional relacionada con la proteccion que ejerce la capsula a
las condiciones gastricas (Picot y Lacroix, 2004).

La utilizacion de leche en reemplazo de los medios comerciales disponibles para
el crecimiento de Lactobacillus y la sustitucion de un porcentaje de alginato por
almidon, disminuyo considerablemente los costos de produccion. Esto se vera reflejado
en un producto final de alta concentracion probidtica accesible para la crianza artificial
de terneros, con un periodo de vencimiento suficientemente prolongado y un tamafo
similar al balanceado, por lo que podra ser mezclado homogéneamente con el mismo y

administrado al animal de este modo (Havenaar y col., 1992).
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5.6. Desafio experimental frente a Salmonella dublin DSPV 595T en terneros
lactantes inoculados con lactosa y BAL conservadas por congelacion

La disminucién de peso durante la primera parte del experimento es considerada
normal durante las primeras semanas de vida de los animales, y se puede deber al estrés
del transporte (Adams y col., 2008) y a la adaptacion al nuevo sitio de crianza. El
aumento de peso en el GP fue mayor al GC en los animales que sobrevivieron a la
salmonelosis. A pesar de ello la diferencia entre ambos grupos no fue significativa,
posiblemente debido a la disminucion del numero de individuos al final del
experimento.

La ausencia de signos clinicos durante los primeros 10 dias del experimento
puso en evidencia el buen estado de salud de los terneros antes de la infeccion
experimental. Luego de la administracion del patdgeno, todos los animales mostraron al
menos 1 signo de enfermedad. La presencia de dicha signologia fue mas frecuente
durante los primeros 10 dias post inoculacion de Salmonella. La dosis infectiva de S.
dublin DSPV 595T utilizada en este trabajo correspondi6 a la DLsp; la mitad de los
terneros de cada uno de los grupos murieron entre de los 3 y 13 dias post infeccion. Los
animales que lograron sobrevivir demostraron estar en una etapa de reversion de la
enfermedad. Estos animales, si bien podrian liberar Salmonella en forma esporadica por
materia fecal o presentar lesiones caracteristicas de haber sufrido la infeccién ya no
presentaban signos de enfermedad. Paulin y col. (2002) utilizaron una dosis de S. dublin
menor a la utilizada en este trabajo (6 Log UFC). Esto provocé que solamente la mitad
de los terneros manifestaran signos de enfermedad y se produjera en ellos la muerte
espontanea debido a la accion del patdgeno. La cantidad de Salmonella utilizada en este
ensayo fue adecuada debido a que el objetivo era evaluar el efecto probiotico del
inéculo administrado, por lo que todos los animales debian enfermar. Los signos
clinicos aportaron a este trabajo la evidencia de la enfermedad, pero estos pardmetros no
lograron probar de manera significativa si el tratamiento con BAL producia en el
hospedador una respuesta diferente del GC.

La propagacion de las BAL en leche y su conservacion por congelacion resulto
adecuada para una efectiva administracion, ya que el inoculo fue encontrado en altas
cargas en la materia fecal de los terneros. Esta metodologia de crecimiento en leche
también fue utilizada por Abu-Tarboush y col. (1996) para la cepa L. acidophilus 27SC,
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pero con una conservacion en refrigeracion por un periodo no mayor a 1 semana. En
este trabajo se utilizo lactosa junto a la administracion del inoculo probiotico debido que
ha sido corroborado en estudios anteriores que la combinacion de ambas herramientas
aumenta el recuento de Lactobacillus por lo que puede contribuir a mejorar el estado
sanitario en la crianza de los terneros (Frizzo y col. 2006a).

Anadon y col. (2006) proponen que la poblacion de Lactobacillus en intestino
esta entre 10’ y 10° UFC/g. En el GP los Lactobacillus no disminuyeron de 6 Log
UFC/g, aun después de la infeccion. En cambio, dicha poblacion en el GC disminuyo,
por debajo de los valores propuestos aun antes de la infeccion con Salmonella. Es decir,
que los terneros en un sistema de crianza artificial, alimentados con sustituto lacteo,
fueron disminuyendo la poblacion de Lactobacillus a medida que crecieron. Ozawa y
col. (1983) observaron que la poblacion de Lactobacillus disminuye con la utilizacién
de una dieta que contiene antibidticos y que la administracion periodica de BAL
conlleva a la estabilizacidn de esta poblacion en los terneros.

El aumento de las poblaciones de coliformes puede ser debido al estrés que
sufren los terneros al cambio de sitio, lo cual se vio reflejado en la disminucion del
peso. Esta condicion se revirtio en el dia 10, cuando los animales ya se adaptaron a tales
condiciones.

La relacion Lactobacillus/coliformes presento diferencias entre ambos grupos vy,
ademas, la relacion para el GP fue mayor a 1 y para GC menor que 1 en esos dias. Abu-
Tarboush y col. (1996) relaciona este indice con la presencia/ausencia de diarrea; los
animales que presentan diarrea tienen un indice menor a 1 y los sanos presentan un
indice mayor a 1. En este trabajo, la frecuencia de diarrea fue similar en ambos grupos,
pero en el GC la caracteristica de la misma mostro niveles mas severos. Si esta relacion
se mantuvo mayor a 1 en los animales tratados con probioticos, aun después del
padecimiento de una salmonelosis, es de esperar que en condiciones normales, los
coliformes presentes en el intestino no desencadenen diarreas debido a la gran cantidad
de Lactobacillus presentes.

La poblacién de levaduras se modifico debido a la administracion del probiotico.
Ozawa Yy col. (1983) observaron que la administracion de BAL produjo una disminucién
de la poblacién de levaduras, contrariamente a lo que sucedié en nuestro estudio. La

suplementacién con levaduras vivas ha demostrado ser Gtil para mejorar la resistencia a
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enfermedades y la eficacia productiva (Cole y col., 1992). Esta poblacion podria tener
un efecto sobre las otras poblaciones, debido a componentes de pared de la levadura
(mananos) o a un efecto directo de la levadura viva evitando el establecimiento de
bacterias patdgenas y los efectos de los metabolitos toxicos producidos por ellas
(Frizzo, 2007).

La administracion del in6culo probidtico produjo una relacion
Lactobacillus/Enterococcus en la microbiota de estos animales mayor a la misma
relacion en el GC. El género Enterococcus, presente en el tracto intestinal de los
animales puede resultar problematico por la presencia de resistencia transmisible a
antibioticos (Anaddn y col., 2006). Por otra parte, microorganismos de este mismo
género han sido utilizados como suplemento probidtico en varias especies (Szabé y col.,
2009; Taras y col., 2006).

Un efecto claro de la administracion de probidticos se vio reflejado en la
respuesta inmune entre ambos grupos. La respuesta especifica de los animales del GP se
vio incrementada luego de la infeccidn, a la vez que la respuesta innata en dicho grupo
disminuyo. Este comportamiento se vio reflejado en el recuento de leucocitos y mas
especificamente en el de neutrdfilos. Al final del experimento, cuando los animales ya
demostraban haber superado la infeccidn, los valores de linfocitos volvieron a la
normalidad. En cambio el GC no demostro diferencias en las respuestas inmunoldgicas
a lo largo de la experiencia a pesar de la infeccion. Los valores de la serie leucocitica
estuvieron dentro de los niveles normales, a excepcion de los neutrdfilos, durante la
primera parte del experimento, siendo superiores a los valores de referencia para adultos
durante los primeros 30 dias de vida del ternero (Knowles y col., 2000).

El descenso general en la produccion de IgA en materia fecal para los terneros a
medida que pasa el tiempo esta soportado por investigaciones anteriores (Heinrichs y
col., 2009). En este estudio, los animales del GC mostraron una tendencia a dicho
comportamiento, disminuyendo la produccién de anticuerpos en el yeyuno luego de la
infeccion. En cambio, los animales del GP mantuvieron los mismos valores una vez
superada la enfermedad. Esto podria deberse a una constante estimulacion del sistema
inmune por parte de las bacterias administradas, ya que las reacciones del centro
germinal de las placas de Peyer que preferentemente genera IgA y células B especificas
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de antigeno, depende de la estimulacion por parte de los antigenos bacterianos entéricos
(Shroff y col., 1995).

Los valores de glébulos rojos, hemoglobina y hematocrito permanecieron dentro
de los valores normales en los 2 grupos a lo largo de toda la experiencia, pero se pudo
observar que luego de la infeccion con Salmonella, los 3 pardmetros comenzaron a
disminuir con respecto a los valores encontrados antes de la infeccidén experimental.

La enzima AST evidenci6 el dafio hepatico producido por la infeccidn arrojando
valores maés altos luego de la infeccion con el patdgeno. En cambio, la GGT presentd un
comportamiento normal y caracteristico de los terneros jovenes. Esta enzima estaba por
encima de los rangos normales al inicio del experimento, debido a que la misma se
incorpora a través del calostrado (Kurz y Willett, 1991; Weaver, 2000). Luego, los
valores de la enzima se normalizaron y no se vieron modificados a causa de la
infeccion. La urea permanecié dentro de los rangos normales durante todo el tiempo,
aun después de la infeccion. De todas maneras, la concentracion de urea presentd un
pico en el dia 20. El indculo probidtico no ejercié ningun efecto detectable a traves de
estas enzimas y de la urea.

En el dia 15 de la experiencia, se detectdo Salmonella en materia fecal sélo en
algunos de los animales. Con este resultado, se podria pensar que no todos los terneros
estaban infectados, sin embargo, todos los animales mostraban al menos un signo
clinico de infeccion. Esto se debe a que la bacteria no es eliminada en forma continua,
por lo que, es posible, que un animal que muestre signos tipicos de salmonelosis, no
resulte positivo en la busqueda bacteriolégica del microorganismo a partir de las heces
(Forbes y col., 1977). La no deteccion de Salmonella en sangre, tampoco denota la
ausencia real de la misma en el animal. Algunos de los individuos que presentaban
ausencia de Salmonella en sangre y heces, luego murieron a causa de la infeccion y la
bacteria fue encontrada en el medio interno del ternero. La colonizacion por parte de S.
dublin DSPV 595T se produjo en todos los érganos estudiados y se encontré en alta
frecuencia en los animales que murieron espontaneamente en ambos grupos. Estos
resultados corroboran la alta virulencia que presenta esta especie de Salmonella (Paulin
y col., 2002). Esta translocacion fue similar en ambos grupos, por lo que se puede
concluir que el in6culo probidtico no afecto la translocacion del patdgeno. A su vez, se
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encontré Salmonella en algunos 6rganos de algunos animales que sobrevivieron a la
infeccion y que adn eran portadores de la misma.

El ingreso de Salmonella por via oral, la proliferacién en el intestino delgado y
su rapida penetracion en la lamina propia provoca edema, proliferacion de macrofagos,
reclutamiento de linfocitos y PMN con dilatacion del quilifero central de las
vellosidades. Esto genera una caida pronunciada de los enterocitos apicales y a una
reaccion proliferativa en el fondo de las criptas (enteritis regenerativa). El ciclo se
descompensa rapidamente, provocando una atrofia y fusion de las vellosidades. La
bacteria invade los nddulos linfaticos regionales con reclutamiento de macréfagos y
PMN. Lo mismo acontece en las venas de la submucosa produciendo flebitis y
tromboembolias. Los trastornos circulatorios llevan a una lesion irreversible apical de
las vellosidades con necrosis, hemorragias y exudacion de fibrina (enteritis
fibrinonecrética). La diseminacion bacteriana por la via hemolinfatica provoca la etapa
de septicemia o bacteriemia transitoria con compromiso de los nddulos linfaticos
mesentéricos, el higado y el bazo (Jubb y col., 1988; Tizard, 1996; Robbins, 2000).

Los animales que murieron espontdneamente a causa de la infeccion,
presentaron mayor cantidad de lesiones y de mayor severidad que los animales
sacrificados al final de la experiencia. A su vez, las lesiones caracteristicas de
Salmonella fueron observadas con mayor frecuencia y mayor nivel de severidad en los
organos diana. Las lesiones producidas en el bazo del GC, de los animales que murieron
espontaneamente, presentaron mayor severidad que las del GP. Este resultado fue
corroborado por la observacion tanto macroscopica como microscopica. A su vez, la
lesion patognomédnica de Salmonella, los nédulos paratifoideos, estuvieron presentes en
el bazo de los animales del GC con mayor frecuencia que en el GP. Este proceso es
consecuencia de la bacteremia y del reclutamiento de macrofagos y PMN en la pulpa
roja del 6rgano. Por lo dicho anteriormente, se pudo determinar que el indculo
probidtico tuvo una incidencia sobre este Organo que estaria relacionada con una
respuesta distinta de los animales referida a la proteccion de los mismos ante el
patdgeno. Los pulmones de los animales inoculados con el probidtico también
mostraron lesiones menos graves, segun lo observado macroscdpicamente, pero esto no

fue corroborado por el analisis microscépico por lo que no es factible llegar a una
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conclusion definitiva sobre el efecto del tratamiento en cuanto a la proteccion de este
drgano.

Las lesiones encontradas en los animales que lograron revertir la enfermedad
fueron menos graves en general, lo cual denota tanto, el paso del patégeno como la
gradual recuperacion de los animales. Las diferencias encontradas en las lesiones de
estos animales no corresponden a los 6rganos diana.

Ha sido demostrado por otros autores (Abe y col., 1995, Timmerman y col.,
2005) que la administracion de probidticos protege contra la diarrea causada por
bacterias patogenas. En este caso, la administracion de bacterias patdgenas en una
cantidad elevada, no permitid que el probiético ejerza su efecto al punto de disminuir la
translocacion de Salmonella y el consecuente desarrollo de la enfermedad y muerte.
Pero la modificacion de la microbiota intestinal, la mayor respuesta inmune especifica,
y la proteccion de ciertos o6rganos a las lesiones caracteristicas de Salmonella en el GP
denota un efecto benéfico en el hospedador. Estos resultados, hacen suponer la
posibilidad de que la administracion del in6culo probidtico sea efectiva como
herramienta profilactica en el control de los patdgenos. Esto fue observado por Ozawa y
col. (1983) que vieron disminuida la cantidad de Salmonella que estaba presente

normalmente en el intestino por la adicion de S. faecalis BIO-4R.

5.7. Evaluacion de la performance de terneros suplementados con 2 indculos
probioticos conservados por congelacion

El sistema de alimentacion utilizado en este ensayo presento la problematica de
que los tanques que contienen la leche no son refrigerados. Por tal motivo, la leche
permanecia durante 12 h en el tanque, y luego se descartaba la leche restante.
Posteriormente, se lavaba el recipiente y se volvia a llenar con leche fresca. Esta
metodologia, no solamente produce una pérdida econdmica por la leche descartada, sino
que ademas, puede provocar una disminucion en los rendimientos de produccion por las
diarreas y muertes producidas debido al consumo de este alimento no seguro. La leche
almacenada de esta forma se convierte en un medio de cultivo optimo para muchos
microorganismos, incluyendo patégenos. Este problema se acrecienta sobremanera

durante los meses calidos de primavera-verano en donde la leche debe ser reemplazada
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con mayor frecuencia o deben, necesariamente, incorporarse inhibidores del crecimiento
microbiano.

En este trabajo, la adicion de BAL en la leche, produjo la fermentacion de la
misma, evidenciada con la disminucién del pH. Este aumento de la acidez del medio,
disminuyo los riesgos del crecimiento de cepas alterantes 6 patogenas, convirtiéndolo en
un alimento méas seguro. Como consecuencia, tampoco fue necesario descartar la leche,
debido a que la misma podia ser mantenida en el tanque hasta que fuera consumida en
su totalidad, evitando pérdidas econémicas.

La acidez de la leche, no modificé la palatabilidad de la misma, sino que por el
contrario, la leche fermentada fue consumida en mayor cantidad que la fresca. Keith y
col., (1983) evaluaron la influencia sobre la palatabilidad de leche de descarte
fermentada y leche de descarte fermentada con el agregado de bicarbonato de sodio para
neutralizar la acidez. Estos autores observaron que no hubo diferencias en el consumo
de ambos tipos de leche. Ademas, segin Netke y col., (1962) la alimentacion de
terneros con leche &cida no influye negativamente en el contenido de materia seca de las
heces, en la excrecion fecal diaria o en la incidencia de diarreas.

Los terneros alimentados con la leche suplementada con probidticos presentaron
un mayor consumo, tanto de leche como de balanceado. Esta estimulacién del consumo
puede ser atribuida en parte a la acidez ocasionada por la fermentacién de la leche. Este
aumento del consumo debido al bajo pH del alimento liquido fue observado por Davis y
Drackley (2001), en cuyo trabajo, los terneros alimentados con sustituto lacteo
acidificado consumieron mas materia seca y tuvieron una mayor ganancia de peso que
los terneros alimentados en forma convencional.

El desarrollo del rumen abarca una serie de procesos que deben comenzar en la
primera etapa de vida del ternero si se pretende realizar un destete precoz con alimento
solido a una edad temprana (4-6 semanas). Los procesos del desarrollo comienzan con
cambios anatomicos y fisiologicos de los tejidos del rumen (Davis y Drackley, 2001).
Los cambios iniciales dependen unicamente del consumo de alimento seco, junto con la
fermentacion microbiana de la materia organica en acidos grasos volatiles. Los acidos
butirico y propionico son los que brindan el mayor estimulo para el crecimiento y
desarrollo del tejido epitelial del rumen. El desarrollo de los preestémagos y de las
papilas absortivas responde mas al consumo de granos, por lo que se debe estimular el
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consumo de alimento seco a una edad temprana (Davis y Drackley, 2001). Estos autores
proponen que el destete se realice cuando el ternero consume entre 0,7 y 0,9 kg de
balanceado. Por lo tanto, cuanto antes llegue el animal a consumir esta cantidad, antes
sera realizado el destete, con los consecuentes beneficios econdmicos.

La acidez del alimento, influye en el pH del abomaso. Woodford y col. (1987)
evaluaron el efecto sobre el pH del abomaso de terneros alimentados con sustituto
lacteo comun y sustituto lacteo acidificado, encontrando una diferencia significativa
entre ambos grupos. El efecto de los &acidos organicos en el abomaso tiene una
influencia directa sobre la microbiota. A su vez, el establecimiento de la poblacion
microbiana del rumen parece seguir un patron relacionado con los sustratos disponibles
y el pH ruminal. A medida que aumenta el consumo de alimento seco, el acido lactico
se transforma en el principal producto de la fermentacion lo que provoca una caida del
pH ruminal (Davis y Drackley, 2001).

Es evidente que, ademéas del efecto beneficioso producido por la leche
acidificada, los microorganismos administrados, seleccionados por sus efectos
probidticos, tuvieron un rol fundamental en la estimulacion del consumo. Asi, las cepas
utilizadas en este trabajo, aportaron los beneficios buscados para el rapido desarrollo del
rumen del ternero. Lo contrario sucedié en el trabajo de Morril y col. (1977) quienes
observaron que la suplementacion de leche cultivada con L. acidophilus y L. lactis, no
estimulo el consumo de alimento seco.

La estimulacién del consumo, fue evidenciada por los dos grupos probioticos,
pero sélo los terneros del grupo B tuvieron un peso significativamente mayor al grupo
control. El grupo A, que mostré un consumo de alimento liquido y seco similar al del
grupo B, no logro diferenciarse del grupo control en cuanto al peso de los terneros, pero
tampoco fue diferente al grupo B. Debido a que en la semana 3, el aumento de peso fue
significativamente superior al de las semanas anteriores, hace suponer la posibilidad de
que el aumento de peso podria haber sido significativamente diferenciable en las
semanas posteriores.

La ausencia de diferencias en los recuentos de Lactobacillus en materia fecal
entre los grupos suplementados con probidticos y el control, podria deberse a la
presencia de Lactobacillus ambientales multiplicados en la leche de los tanques sin

refrigeracion con el que cuenta el sistema de crianza mencionado precedentemente. Si
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bien la cantidad de Lactobacillus en la leche del grupo control fue menor (P<0,05) a la
cantidad de Lactobacillus en los grupos probidticos, hubo un consumo constante de este
género en los animales controles.

Existio una diferencia en la relacion indculos/Lactobacillus. El grupo B tuvo una
mayor relacion que el grupo A, y este ultimo fue disminuyendo en el tiempo, mientras
que el grupo B se mantuvo constante. Esta diferencia, podria explicar por qué el
aumento de peso del grupo A, a pesar de ser mayor al del grupo control, no pudo ser
diferenciado estadisticamente, a la vez que tampoco fue diferente al grupo B. En el
grupo B la mayoria de los Lactobacillus fueron reemplazados por L. plantarum DSPV
354T y esta modificacion en la microbiota podria considerarse como una de las
responsables de la mejora en la performance de crecimiento de los animales tratados
con dicho indculo.

El resto de las poblaciones evaluadas presentaron comportamientos similares a
través del tiempo en los diferentes grupos. La poblacion de levaduras disminuy6 a lo
largo de las semanas, lo cual puede estar relacionado con que la poblacion total de
microorganismos aerobicos y facultativos disminuye durante las 4-6 semanas de edad,
posiblemente, debido a los cambios del tipo de sustrato disponibles (Davis y Drackley,
2001).

La mayor relacion entre los Lactobacillus y el resto de las poblaciones
estudiadas en los grupos probidticos, demuestra la influencia de la administracion de los
indculos sobre el ecosistema microbiano presente en el intestino, especialmente en el
grupo B.

Ademas del beneficio propio de la conservacion de la leche que ejercio la
disminucion del pH, esta caracteristica estimulé el consumo, tanto de alimento liquido
como sélido, lo cual aceleraria el destete de los animales. Por otro lado, la cantidad de
Lactobacillus presentes en el tracto gastrointestinal es un factor importante, pero en este
trabajo se determiné que el reemplazo de la poblacion de los lactobacilos indigenas, por
las cepas probidticas seleccionadas y conservadas, tuvo un efecto benéfico sobre los
terneros. En el grupo control, las cepas indigenas del intestino, provenientes del medio
ambiente, no produjeron los mismos efectos. De este resultado se desprende la
importancia de la seleccion de las cepas con las mejores caracteristicas probioticas, para
que ejerzan los efectos deseados. Estos indculos podrian ser utilizados para el
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mejoramiento del crecimiento de los terneros, lo que aceleraria el pasaje de lactante a
rumiante (Adams y col., 2008) y produciria una disminucién en los costos de
produccién. Por otro lado se propone que la cepa L. plantarum DSPV 345T sea
adicionada al inéculo conformado por Lactobacillus casei DSPV 318T, Lactobacillus
salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T para potenciar los
efectos probidticos de este indculo multiespecie.
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6. CONCLUSIONES
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A partir de los resultados obtenidos en esta tesis y su discusion con los aportes

de otros autores se pudieron extraer las siguientes conclusiones:

Este estudio permitié determinar que la técnica de ARDRA, mediante la
utilizacion de las enzimas Hae Ill, Msp | y Hinf I, posibilitd la distincién entre
especies de Enterococcus y Lactobacillus altamente relacionadas vy
pertenecientes al mismo grupo filogenético. También se determind que L.
salivarius fue la especie predominante en el tracto gastrointestinal de los
terneros estudiados. Esta especie fue encontrada en el ciego de todos los

individuos y en algunos de los animales result6 ser la Gnica especie aislada.

La evaluacion in vitro de las propiedades probi6ticas, asi como la resistencia a
las condiciones gastrointestinales de las cepas aisladas, corrobora y extiende los
datos de la literatura, demostrando que las caracteristicas probidticas son
especificas de cepa. Los estudios desarrollados permitieron determinar cuales
eran los mejores exponentes. Lactobacillus plantarum DSPV 354T fue
seleccionado por considerarlo la cepa con mas chances de llegar al sitio de
accion para ejercer su efecto probiotico, el cual fue demostrado en el estudio in

Vivo.

El in6culo conformado por las cepas Lactobacillus casei DSPV 318T,
Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T
puede ser almacenado en leche, manteniendo valores superiores al NMR durante
84 dias en condiciones de refrigeracion y hasta 360 dias en condiciones de
congelacion. Todo ello permitira una adecuada conservacion a través del tiempo
y posibilitard que el suplemento probidtico pueda ser administrado en

condiciones de campo en las guacheras del tambo.

El enriquecimiento de la leche con algunos hidrolizados proteicos de diferente
naturaleza aumento el desarrollo microbioldgico de las cepas Lactobacillus casei
DSPV 318T, Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici
DSPV 006T. Este estudio permitié determinar que el grado de hidrolisis depende
de la naturaleza de la fuente proteica, la enzima utilizada y el tiempo de

hidrolisis empleado. A su vez, cada uno de estos hidrolizados tuvo un efecto
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diferente sobre el crecimiento de cada cepa en particular. Por ello, se seleccion6
y utilizd un hidrolizado de caseina con un ITCA del 54% para mejorar el

desarrollo de la biomasa del in6culo en estudio.

» Se desarrollé una metodologia de produccion de macrocapsulas de un volumen
de 2 ml como transportadores de las bacterias probidticas. Las perlas estan
compuestas de alginato de calcio y almidén y poseen un recubrimiento de
quitosano. Estas perlas pueden ser conservadas a temperatura de refrigeracion
durante un periodo de 2 meses. Dicha metodologia facilitard la administracién
del suplemento probiotico a terneros en el campo pudiendo incorporarse tanto en

un alimento liquido como en uno sélido.

» La metodologia de conservacion por congelacion en matriz lactea resultd ser una
metodologia adecuada para administrar el inculo en las condiciones de campo.
Tanto el inéculo conformado por las cepas Lactobacillus casei DSPV 318T,
Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T,
como el conformado por Lactobacillus plantarum DSPV 354T, mantuvieron la
viabilidad celular, lo cual se evidenci6 en las altas cargas de los

microorganismos probioticos encontrados en la materia fecal de los terneros.

* Aunque el inoculo probidtico (Lactobacillus casei DSPV 318T, Lactobacillus
salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T) no fue capaz de
disminuir la translocacién de S. dublin DSPV 595T y el consecuente desarrollo
de la enfermedad y muerte de los animales el mismo ejercio un profundo efecto
sobre la microbiota intestinal el cual tuvo consecuencias sobre la respuesta

inmune especifica de los animales.

* La suplementacion de la leche para terneros con el inoculo probiotico
conformado por Lactobacillus casei DSPV 318T, Lactobacillus salivarius
DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T, y el conformado por
Lactobacillus plantarum DSPV 354T incrementd el consumo precoz de

balanceado, lo cual facilitaria un rapido desarrollo ruminal. Todo ello permitiria
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un destete anticipado de los animales y mejoraria los indices de produccién de la
guachera.

* Lacepa Lactobacillus plantarum DSPV 354T demostrd su efecto probidtico en
los estudios in vivo mejorando la performance de los terneros. Esta cepa podria
ser adicionada al inoculo conformado por Lactobacillus casei DSPV 318T,
Lactobacillus salivarius DSPV 315T y Pediococcus acidilactici DSPV 006T

para potenciar los efectos probidticos en un indculo multiespecie.
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7. RESUMEN
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El objetivo general de este trabajo fue determinar las mejores condiciones de
conservacion de un inoculo, conformado por bacterias acido lacticas indigenas con
capacidades probioticas, para que al ser administrado en el campo a terneros lactantes
criados en condiciones artificiales les brinde proteccion frente a las bacterias patdgenas
productoras de diarrea. Para ello, en primer lugar se realizé un aislamiento de lactobacilos
a partir de la mucosa de ciego y yeyuno de terneros jovenes criados en condiciones
intensivas. Luego se realizo la identificacion de los aislamientos por la metodologia de
ARDRA y secuenciacion del gen 16S ARNTr. Las cepas pertenecian a las especies L.
plantarum, P. acidilactici, W. paramesenteroides, L. salivarius, L. ruminis, L. curvatus,
L. farciminis, L. mucosae y E. hirae. La especie encontrada con mas frecuencia fue L.
salivarius.

Luego las cepas fueron evaluadas en cuanto a sus propiedades probidticas,
realizando las pruebas de agregacion, coagregacion con patégenos y produccion de
sustancias inhibidoras. Aquellas que presentaron alguna de las caracteristicas
probidticas fueron sometidas a las pruebas de resistencia a las condiciones gastricas y a
la bilis. Para ello se evalud el crecimiento de las cepas en pH 6,5;5; 4; 3y 2yen1; 2;
3; 4; 5; 6; y 7% de bilis. Los resultados permitieron seleccionar los mejores exponentes
y Lactobacillus plantarum DSPV 354T fue seleccionado por considerarlo la cepa con
mas chances de llegar al sitio de accion para ejercer su efecto probiotico, el cual fue
demostrado en el estudio in vivo.

Por otro lado se evalud la suplementacion de leche con hidrolizados proteicos
como medio de crecimiento de BAL, con el objetivo de estimular el desarrollo de un
indculo probidtico de origen bovino compuesto por L.casei DSPV 318T, P. acidilactici
DSPV 006T vy L. salivarius DSPV 315T. Para ello se evalud el grado de hidrolisis de
diferentes fuentes proteicas: caseina, gluten y plasma por medio de la utlilizacion de
distintas proteasas (alcalasa, neutrasa y acidasa). Se obtuvieron 13 hidrolizados con
diferentes grados de hidrolisis, y cada uno tuvo un efecto diferente. Se selecciond, un
hidrolizado de caseina con un ITCA del 54% para mejorar el desarrollo de la biomasa
del indculo en estudio.

Ademas se estudiaron diferentes metodologias de conservacion. Por un lado se
evaluo la viabilidad del in6culo probidtico en matriz lactea almacenados en condiciones
de refrigeracion (4 °C) y congelacion (-20 °C), y se realizaron recuentos bacterianos

cada 21 dias durante un periodo de 3 meses y a los 6, 9 y 12 meses (180, 270 y 360

143



Soto, LP (2010) Resumen

dias). La conservacion de este indculo con recuentos bacterianos superiores al nivel
minimo recomendado (10° UFC/ml), en la leche, fue posible durante 84 dias en
condiciones de refrigeracion y 360 dias en congelacion.

Otra metodologia de conservacion evaluada fue la encapsulacion. Para este
estudio se utiliz6 una de las cepas componentes del indculo antes mencionado (L. casei
DSPV 318T). El objetivo puntual de esta parte del estudio fue desarrollar una
metodologia de produccion de capsulas grandes, del tamafio del balanceado suministrado
a los terneros, con el fin de poder adicionar el probiotico en el alimento seco. Para la
conformacion de las perlas se evaluaron diferentes medios de propagacion de la biomasa,
distintas formulaciones para la conformacion de la matriz de cépsula, crecimiento de la
biomasa dentro de la capsula por incubacion de la misma en un medio de cultivo y
viabilidad de las células en perlas recubiertas con un policatién y no recubiertas, secas y
hdimedas y almacenadas en diferentes temperaturas. De estos estudios se obtuvo un
protocolo de produccion de macrocapsulas de un volumen de 2 ml compuestas de alginato
de calcio y almiddn y poseen un recubrimiento de quitosano. Estas perlas pueden ser
conservadas secas a temperatura de refrigeracion durante un periodo 2 meses.

Se realizaron 2 estudios in vivo en terneros para la evaluacion de las propiedades
probidticas de las BAL conservadas en matriz lactea en congelacion. En el primer estudio
se estudio el efecto de la suplementacion del inoculos probioticos (L.casei DSPV 318T,
P. acidilactici DSPV 006T y L. salivarius DSPV 315T) vy lactosa, frente a un desafio
con Salmonella dublin DSPV 595T. En el segundo ensayo se evalud el efecto sobre la
performance de los terneros del inéculo anteriormente descripto y de la cepa L.
plantarum DSPV 354T. La metodologia de conservacion por congelacion en matriz
lactea, resulto ser adecuada para administrar el inoculo en las condiciones de campo de
ambos indculos debido a que mantuvieron la viabilidad celular, lo cual se evidencio en
las altas cargas de los microorganismos probiéticos encontrados en la materia fecal de
los terneros.

En el primer ensayo se determind: peso de los animales, signos clinicos que
evidencien la infeccion, variacion de la microbiota intestinal, perfil bioquimico y
leucograma, presencia de Salmonella en materia fecal, sangre y translocacion en
6rganos del medio interno, indice del peso esplénico, lesiones micro y macroscopicas en
organos y produccion de IgA en yeyuno. La dosis de Salmonella administrada fue la

DLso. No se encontraron diferencias entre el GC y GP en cuanto a la morbilidad y
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mortalidad de los terneros. Todos los animales manifestaron signos de infeccion y
murieron espontaneamente el 53% de los animales de cada grupo. Los animales que
sobrevivieron a la infeccidn fueron sacrificados al final del experimento.

Aunque el indéculo probidtico no fue capaz de disminuir la translocacion del
patdgeno y el consecuente desarrollo de la enfermedad y muerte de los animales el
mismo ejercio un profundo efecto sobre la microbiota intestinal el cual tuvo
consecuencias sobre la respuesta inmune especifica de los animales. Estos resultados,
hacen suponer la posibilidad de que la administracion del inoculo probidtico sea
efectiva como herramienta profilactica en el control de los patgenos.

En el segundo ensayo se evalud el peso de los terneros, el consumo de leche y
balanceado y la modificacion de la microbiota intestinal. Se determind que la
alimentacion de los animales con leche suplementada con ambos inoculos probidticos
estimulaba el consumo tanto de alimento liquido como seco, lo cual facilitaria un rapido
desarrollo ruminal y permitiria un destete anticipado de los animales mejorando los
indices de produccion de la guachera. Por otro lado se determind que los animales
inoculados con L. plantarum DSPV 354T tenian un peso mayor al grupo control luego
de 3 semanas de la administracion del inéculo. La cepa L. plantarum DSPV 354T
demostro su efecto probidtico en los estudios in vivo mejorando la performance de los
terneros. Esta cepa podria ser adicionada al indculo conformado por L. casei DSPV
318T, L. salivarius DSPV 315T y P. acidilactici DSPV 006T para potenciar los efectos

probioticos en un in6culo multicepa.

Palabras clave: probioticos, conservacion, terneros jovenes, bacterias acido lacticas.
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The general aim of this study was to determine the best conditions of
conservation of an inoculum, consisting of indigenous lactic acid bacteria with probiotic
capabilities, so that when administered in the field of nursing calves reared in artificial
conditions to protect them against pathogenic bacteria producing of diarrhea. To do this,
first conducted a lactobacilli isolation from the mucosa of cecum and jejunum of calves
reared in intensive conditions. Later, the identification of isolates was made by the
methodology of ARDRA and 16S rRNA gene sequencing. The strains belonged to the
species P. acidilactici, W. paramesenteroides, L. salivarius, L. ruminis, L. curvatus, L.
farciminis, L. mucosae y E. hirae. The species most commonly found was L. salivarius.

Then, the strains were evaluated for their probiotic properties, making
aggregation tests, co-aggregation with pathogens and production of inhibitory
substances. Those who showed any of the probiotic properties were subjected to tests
for resistance to gastric and bile conditions. This was assessed using media with pH 6.5,
54,3 and 2 and 1, 2, 3, 4, 5, 6, and 7% of bile for the growth of strains. This was
assessed using culture media with pH 6.5, 5, 4, 3and 2 and 1, 2, 3, 4, 5, 6, and 7% of
bile for the growth of strains. The results allowed to select the best exponents,
Lactobacillus plantarum DSPV 354T was selected by considering the strain with more
chances to reach the target site to exert their probiotic effects, which was demonstrated
in an in vivo study.

On the other hand was evaluated supplementation of milk with protein
hydrolysates as a growing medium of lactic acid bacteria, with the aim of stimulating
the development of a bovine probiotic inoculum composed of L.casei DSPV 318T, P.
acidilactici DSPV 006T y L. salivarius DSPV 315T. It was assessed the degree of
hydrolysis of different protein sources: casein, gluten and plasma through the utilization
of different proteases (alcalase, neutrase and acidase). Thirteen hydrolysates were
obtained with different degrees of hydrolysis, and each had a different effect. Was
selected, a casein hydrolyzate with an TCAI of 54% to improve the development of
biomass of inoculum in the study. Also different methods of conservation were studied.
On one hand, was assessed the viability of probiotic inoculum in milk matrix stored
under refrigeration (4 °C) and freezing (-20 °C), and bacterial counts were performed
every 21 days during a period of 3 months and at 6, 9 and 12 months (180, 270 and 360

days). The conservation of this inoculum with bacterial counts above the recommended
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minimum level (10° CFU/mI) in milk, it was possible for 84 days under refrigeration
and for 360 days under freezing conditions.

Another method of preservation evaluated was encapsulation. For this study, a
component of the inoculum strains mentioned above was used (L. casei DSPV 318T).
The specific aim of this part of the study was to develop a methodology for producing
large capsules, of the size of the balanced fed for calves, in order to add the probiotic in
the dry food. For the formation of the pearls were evaluated different media of biomass
growth, different formulations for the formation of the capsule matrix, biomass growth
within the capsule by incubating it in a culture medium, and viability of cells in beads
coated with a polycation and uncoated, dry and wet and stored at different temperatures.
From these studies we obtained a protocol for production of macrocapsules of a volume
of 2 ml using calcium alginate and starch and with a coating of chitosan. These pearls
can be stored dry at refrigeration temperature for a period of 2 months.

2 studies in vivo were performed in calves to evaluate the probiotic properties of
LAB preserved in frozen milk matrix. In the first study was explored the effect of
supplementation of probiotic inocula (L.casei DSPV 318T, P. acidilactici DSPV 006T y
L. salivarius DSPV 315T) and lactose, face a challenge with Salmonella dublin DSPV
595T. In the second trial, the effect on performance of calves of the inoculum described
above and the strain L. plantarum DSPV 354T was evaluated. The methodology of
conservation by freezing milk matrix, proved to be adequate to manage the inoculum in
field conditions because both inocula maintained cell viability, which was evidenced at
high loads of probiotic microorganisms found in the stool calves.

In the first trial was determined: weight of the animals, clinical signs which
demonstrate the infection, variation of the intestinal microbiota, biochemical profile and
white blood cell count, presence of Salmonella in feces, blood, and translocation in
organs of the internal environment, spleen weight index, macro-and microscopic lesions
in organs and IgA production in the jejunum. The dose of Salmonella administered was
the LDso. No differences were found between the GC and GP in terms of morbidity and
mortality of calves. All animals showed signs of infection and died spontaneously the
53% of the animals in each group. The animals that survived the infection were
sacrificed at the end of the experiment.

Although the probiotic inoculum was not able to decrease the translocation of

the pathogen and the consequent development of the illness and death of the animals, it
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had a profound effect on the intestinal microbiota which had an impact on the specific
immune response in animals. These results, suggest the possibility that the
administration of the probiotic inoculum is effective as a prophylactic tool in controlling
pathogens.

In the second trial the weight of calves, milk and starter consumption, and
modification of the intestinal microbiota, were evaluated. It was found that feeding
animals with milk supplemented with two probiotic inocula stimulated consumption of
both liquid and dry food, which would facilitate rapid rumen development and early
weaning of animal allowing to improve production rates of calf rearing. In addition it
was found that animals inoculated with L. plantarum DSPV 354T had a greater weight
to the control group after 3 weeks of administration of the inoculum. The strain L.
plantarum DSPV 354T showed probiotic effects in the in vivo study improving the
performance of calves. This strain could be added to the inoculum composed by L. caseli
DSPV 318T, L. salivarius DSPV 315T and P. acidilactici DSPV 006T to enhance the

probiotic effects in a multicepa inoculum.

Keywords: probiotics, conservation, young calves, lactic acid bacteria.
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