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RESUMEN

Los probioticos representan una de las alternativas en la produccion porcina para
disminuir el uso desmedido de antimicrobianos y reducir la presencia de patdgenos
bacterianos y xenobioticos de uso veterinario en los alimentos. El objetivo de este
trabajo fue seleccionar un ino6culo microbiano con capacidades probidticas mediante
pruebas in vitro, integrado por bacterias indigenas de la microbiota intestinal de cerdos,
para mejorar el estado sanitario y la performance de crecimiento durante su crianza
intensiva.

Los microorganismos fueron aislados, identificados y seleccionados a través de
pruebas de agregacion, coagregacion, produccion de sustancias inhibidoras, crecimiento
en bilis y pHs bajos y su evaluacidn de crecimiento en condiciones optimas.

Los lactobacilos identificados fueron 13 y pertenecieron a las especies L.
jonhsonii, L. reuteri, L. agilis, L. salivarius, L. ruminis y L. fermentum. Las BAL
mostraron diferencias en su comportamiento durante los ensayos, tanto entre especies
como entre cepas de la misma especie. Los microorganismos L. reuteri DSPV 002C, L.
agilis DSPV 009C y L. ruminis DSPV 006C fueron los que mostraron la mejor
performance en las pruebas realizadas y poseen caracteristicas que justificarian ser

incorporadas en un inoculo probidtico multicepa y evaluarlo en un ensayo in vivo.

Palabras clave: Lactobacilos - Probidticos - Produccion porcina - Pruebas in vitro -

Salud Publica.
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SUMMARY

In vitro selection test of indigenous microorganisms to improve health status
and growth performance in intensive rearing pigs

Probiotics represent one of the alternatives in swine production to reduce overuse
of antibiotics and the presence of bacterial pathogens and xenobiotic veterinary products
in food. The objective of this study was to select a microbial inoculum with probiotic
capabilities by testing in vitro, consisting of indigenous bacteria of the intestinal
microbiota of pigs, to improve the health and growth performance during their intensive
farming. The organisms were isolated, identified and selected through different tests:
aggregation, co-aggregation, production of inhibitory substances, growth in bile and low
pH and growth evaluation in optimal conditions. A total of 13 lactobacilli were
identified belonging to the species L. jonhsonii, L. reuteri, L. agilis, L. salivarius, L.
ruminis y L. fermentum. The lactic acid bacteria (LAB) showed differences in their
behavior during testing, both between species and between strains of the same species.
Microorganisms L. reuteri 002C DSPV, L. agilis 009C and L. ruminis DSPV DSPV
006C showed the best performance on tests. It would justify being incorporated in a

multi-strain probiotic inoculum and evaluated in vivo assay.

Key words: Lactobacilli - Probiotics — Pig production — In vitro tests — Public health.
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I. INTRODUCCION

I.1. Utilizacidn de antimicrobianos en la produccion animal y su impacto en la
salud Publica

El uso de antimicrobianos (ATM) en la salud humana y animal adquirié gran
importancia en los ultimos 50 afios, aplicandose en tratamientos frente a patdgenos
microbianos y como aditivos en los alimentos de animales para mejorar la conversion
alimenticia y la ganancia de peso (McEwen & Fedorka-Cray, 2002), especialmente en la
crianza intensiva de animales para la obtencién de carne (Gesche & Emilfork, 1998).

La cantidad total de ATM utilizados en la alimentacion animal no es conocida con
precision, pero en el afio 2000 se estimaba que la mitad de los ATM producidos en el
mundo se empleaban en la agricultura y la ganaderia, en particular en la produccién de
cerdos y aves de corral (Stéhr, 2000). La utilizacion desmedida de estas sustancias ha
causado la aparicidn de cepas bacterianas resistentes, proceso que se vio potenciado por
la capacidad de transferencia de dicha resistencia entre bacterias (Saarela et al., 2000),
las cuales, pueden ser patdgenas para el humano.

Las bacterias resistentes a los ATM pueden transmitirse, principalmente de los
animales al hombre, a través del contacto directo y el consumo de alimentos
provenientes de ellos (Stohr, 2000). La contaminacion de flora fecal (resistente) en las
reses gque seran consumidas permite la transmision (Van den Bogaard et al., 2000), si
bien la coccion adecuada de la carne elimina este riesgo.

La resistencia cruzada entre dos antimicrobianos como la avoparcina y la
vancomicina (pertenecientes a los glucopéptidos) ha sido demostrada (Bates et al.,

1994; Bager et al., 1997; Wegener et al., 1999). Ambos poseen una molécula similar,
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tienen los mismos mecanismos de accion y generan en los microorganismos una
resistencia cruzada entre ellos. El primero es utilizado como promotor del crecimiento
en la alimentacion animal y el segundo en el tratamiento de infecciones ocasionadas por
Enterococcus. Los microorganismos de este genero pueden comportarse como
patdgenos intrahospitalarios en pacientes inmunodeprimidos y la vancomicina es la
unica droga disponible para su tratamiento efectivo.

Los enterococos resistentes a los glucopeptidos pueden aislarse a partir de la carne
cruda de animales que consumieron alimentos suplementados con avoparcina antes del
sacrificio (Chadwick et al., 1996). Esto ocasiono la prohibicion del uso de la avoparcina
en los animales de Europa (Errecalde, 2004). La medida causé el descenso de
enterococos vancomicina-resistentes en animales y alimentos, particularmente en carne
de aves de corral (Stohr, 2000).

Los ATM usados en dosis subterapéuticas en las raciones para los animales
provocan otro tipo de perjuicio como la presencia de residuos en los alimentos (Vassalo
et al., 1997) producidos por esos animales. EI consumo de ellos, ocasiona diversos
inconvenientes en Salud Publica, destacandose las alergias y trastornos
gastrointestinales debido a la alteracion de la microbiota intestinal. La consecuencia de
estas situaciones que ponen en riesgo la salud de la poblacion, es el aumento de la
presién de consumidores y entes reguladores para que el sector de la produccion de

alimentos no utilice algunos ATM.
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1.2. Los probidticos

El término probidtico deriva del griego y se define como a aquellos
“microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas confieren efectos
beneficos al hospedador” (FAO/OMS, 2002).

Los primeros conocimientos sobre probioticos surgen de la mano de Metchnicoff
a principios del siglo pasado, pero es recién en la década del 50 cuando se empiezan a
dedicar mayores recursos para su estudio. En ese momento, se intensificd la basqueda
de conocimientos que fundamentaran el efecto benéfico de determinados gérmenes para
la salud del hombre y de los animales y su posible capacidad probiotica (Fuller, 1992).

Dentro de los beneficios ocasionados por el consumo de estos microorganismos
en humanaos, es posible destacar los efectos frente a la intolerancia primaria y secundaria
a la lactosa, infecciones intestinales, diarreas asociadas a antibioticos, gastroenteritis
(Marteau, 2001), efectos sobre el colesterol sanguineo, efecto anticanceroso,
antiestrefiimiento, estimulacion del sistema inmune, afecciones gastricas, efectos
nutricionales (Fooks et al., 1999), como moduladores de la inmunidad, en tratamientos
de artritis reumatoidea, y previniendo o reduciendo los efectos de la dermatitis atdpica,
en la enfermedad de Crohn, en la diarrea y en las infecciones del tracto urinario (Reid,
1999).

En la produccion animal la utilizacion de los probidticos esta dirigida a prevenir
enfermedades e incrementar la productividad (Fuller, 1992). Se han reportado efectos
beneficiosos en bovinos, cerdos y pollos incluyendo mejoras en la salud general,
eficiente utilizacion del alimento, rapida tasa de crecimiento y mayor produccion de

leche y huevos (Hyronimus et al., 2000).
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En el animal sano, cada porcion del intestino es colonizada por una microbiota
tipica, la cual se adapta y desarrolla en una simbiosis benéfica con el hospedador
(Kurzak et al., 1998). En los animales criados en sistemas de produccion naturales
(extensivos) o en forma salvaje, la colonizacion del aparato digestivo se da en forma
espontanea y natural, adquiriendo la microbiota del entorno que lo rodea, siendo
fundamental en los primeros dias de vida el contacto con la madre, ya que ésta le
abastece parte de su microbiota. En las crianzas de animales, en especial cuando las
crias son separadas de sus madres y alojadas en sistemas intensivos, la posibilidad de
adquirir la flora autoctona natural se ve fuertemente disminuida y el intestino esta mas
vulnerable a ser colonizado por patdgenos.

Los efectos de la microbiota y sus actividades metabolicas requieren especial
atencion en el contexto de la produccion porcina en la cual la eficiencia del crecimiento
de los animales tiene una importancia primordial (Collier et al., 2003). Una fuente para
mejorar la colonizacién intestinal con microorganismos benéficos en los primeros dias
de vida es a través de un aditivo alimentario como el que representan los probioticos.

En el mercado existen numerosos productos que contienen microorganismos
probidticos con una eficacia variable y en algunos casos sin la adecuada validacion
cientifica (De Angelis et al., 2007). Para una mayor posibilidad de eficacia deben ser
obtenidos de la misma especie animal, del mismo sitio donde actuardn y desde una
microbiota a la cual se encuentren adaptados.

Los Lactobacillus son componentes habituales de la flora intestinal normal del
hombre y de los animales (Raibaud, 1992; Smoragiewicz et al., 1993). Estos fueron
identificados como responsables de controlar diarreas infantiles (Isolauri et al., 1991) y

tener efectos sobre gérmenes patdégenos como Salmonella spp. (Collins & Carter, 1978;
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Hudault et al., 1997; Gill et al., 2000; Frizzo et al., 2005) y Escherichia coli (Asahara et
al., 2001; Shu & Gill, 2002; Johnson-Henry et al., 2008).

En el caso de las afecciones gastrointestinales de los animales jovenes criados en
condiciones artificiales, la utilizacion de probidticos provenientes de la microbiota
indigena podria prevenir la colonizacion del tubo digestivo por patogenos, estimular el
desarrollo del sistema inmunolégico y contrarrestar el efecto negativo de dichas
enfermedades (Rosmini et al., 2004).

Los cerdos pueden albergar salmonelas en su intestino sin manifestar la
enfermedad (portadores cronicos) contaminando a las reses durante la faena (Casey et
al., 2004). Por lo tanto, el mantenimiento del estado de salud de los animales es de
importancia no solo para la obtencion de buenos resultados productivos, sino para lograr
la inocuidad del producto.

En paises donde el inicio de la prohibicion del uso de ATM como promotores del
crecimiento gener6 bajas en la produccion en explotaciones de cerdos y aves, se estan
utilizando estos microorganismos como preventivos de enfermedades infecciosas y
surgen como una alternativa de sustitucion a los antibi6ticos (Reid & Friendship, 2002).
Segun Laine et al. (2004) es posible producir cerdos con éxito sin el uso de ATM (como
promotores de crecimiento) de acuerdo a la experiencia vista en Finlandia, donde a
partir de su prohibicion hubo una disminuciéon en la produccién y una posterior
recuperacion.

Resulta de interés el estudio de los gérmenes indigenas componentes de la
microbiota intestinal del cerdo y la evaluacién de su capacidad probidtica como
alternativa de complementacion a la dieta animal. Es de gran utilidad, tanto en

produccion animal como en Salud Publica, el empleo de especies microbianas extraidas

6
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del intestino de cerdos de la regidén para reducir la incidencia de enfermedades
infecciosas, mejorar la ganancia de peso y la conversion alimenticia con el objetivo de
incrementar la productividad de las explotaciones porcinas y lograr un Optimo

desarrollo econémico.

1.3 Objetivos establecidos

1.3.1 Objetivo general:

1. Seleccionar un inoculo microbiano con capacidades probioticas mediante pruebas
“in vitro”, integrado por bacterias lacticas indigenas de la microbiota intestinal de
cerdos, para mejorar el estado sanitario y la performance de crecimiento durante su

crianza intensiva.

1.3.2 Objetivos especificos:

1. Aislar microorganismos desde la microbiota indigena de cerdos para evaluar su
potencial probidtico.

2. Estudiar las capacidades probidticas “in vitro” de los aislamientos comprendiendo
los principios basicos de las mismas.

3. Seleccionar los mejores exponentes en base a su potencial “in vitro” haciendo
hincapié en la inhibicion de patdgenos intestinales.

4. Conformar un indéculo probidtico integrado por especies bacterianas &cido lacticas,

que pueda ser utilizado en posteriores pruebas “in vivo”.
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I1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.L1. La situacion legislativa de los ATM y oportunidades locales para la
produccion porcina

La Comunidad Econdémica Europea (CEE) ha sido la mas restrictiva frente a los
problemas ocasionados por el uso desmedido de ATM. En 1970 publico la Directiva
70/524 sobre aditivos en la alimentacion animal en la cual establecia que sélo podian ser
empleados como promotores de crecimiento aquellos antibioticos que tuvieran un efecto
demostrado sobre el crecimiento animal, que fueran activos frente a bacterias gram-
positivas y no presentaran absorcion intestinal para prevenir la presencia de residuos en
la carne (Torres & Zarazaga, 2002).

En el afio 1998 la CEE prohibié mediante la Directiva 2821/98 (CEE, 1998) todos
los ATM utilizados en la medicina humana para el uso subterapéutico en alimentos
suministrados al ganado (bacitracina-cinc, espiramicina, virginiamicina y fosfato de
tilosina), con el objetivo de reducir la prevalencia de microorganismos resistentes a
antibidticos en humanos (White et al., 2002). A partir del 1 de enero de 2006 se
prohibieron el resto de los ATM utilizados en la alimentacion animal como promotores
de crecimiento, incluyendo al flavofosfolipol, avilamicina, bambermicina, monensina y
salinomicina (CEE, 2003). Sélo estan autorizados para administrar en las dietas los
ATM que actlan como coccidiostaticos e histomondstatos. Por lo tanto, la monensina y
salinomicina pueden utilizarse con este fin aunque se esta revisando esta posibilidad.

En paises como Dinamarca, el retiro de los ATM de la alimentacién animal
ocasiond una importante disminucién de las tasas de resistencia de ATM en cepas de

Enterococcus procedentes de aves y cerdos (Aarestrup et al., 2001). Dinamarca,
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Noruega y Suecia fueron los primeros en adoptar estas restricciones en forma voluntaria
y por decision de la industria; esta medida produjo un descenso marcado de la
utilizacion de estas sustancias en terapéutica animal (Grave et al., 2006).

La actual situacion legislativa de la CEE, que prohibe la utilizacién de antibioticos
como promotores de crecimiento, y los problemas generados en la salud humana por los
ATM, ha dado un fuerte empuje a la investigacion de estrategias nutricionales y aditivos
alternativos naturales como acidos (Mroz, 2005), probidticos, prebidticos (Patterson &
Burkholder, 2003), enzimas y fitoquimicos (Manzanilla et al., 2004), entre otros.

En este contexto, surge la necesidad de producir alimentos con métodos que
garanticen inocuidad para el consumidor, adaptandose a nuevas legislaciones y que
aumenten la produccién para satisfacer la demanda creciente de alimentos a nivel
mundial. La alta productividad, muchas veces, genera problemas en Salud Publica
(Fedalto et al., 2002) y deben desarrollarse una serie de aditivos alimentarios que traten
de mejorar la produccién, asi como los problemas sanitarios, en reemplazo de los ATM.

La Federacion Europea de Sanidad Animal, en un memorando de 1995 sobre el
uso responsable de los ATM para el control de enfermedades en animales domésticos,
recalca que éstos no pueden ser un sustitutivo de la mala gestion agropecuaria. Algunos
consideran que los antibidticos promotores del crecimiento se utilizan para apuntalar
una gestion deficiente de la produccion pecuaria (Soulsby, 1999).

El marco regulatorio de la CEE sobre el uso de ATM como promotores del
crecimiento estd basado en el principio precautorio (Cervantes, 2009), el cual no es
compartido por diversos autores, ocasionando una larga discusion con defensores y
detractores donde los intereses econdémicos muchas veces influencian ambas

posiciones. Es bien conocido que todas aquellas medidas tomadas en direccion de
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mejorar la salud de la poblacion tienen un sustento econdmico sobrado y son piedras
fundamentales para el desarrollo de toda la comunidad.

El hecho de ir reemplazando los antiguos promotores del crecimiento, que aun
hoy siguen siendo utilizados en nuestro pais, contribuira a la disminucion de los riesgos
para la salud humana y mejorara la calidad de vida de la poblacion. Ademas, nuestro
pais estara preparando ante aumento de las exigencias de los paises que importan carne.

La provincia de Santa Fe posee alrededor de 430.000 cerdos, lo que significa un
19,5% del total de Argentina (Censo Nacional Agropecuario, 2002) y la ubica como
tercera provincia a nivel pais en cuanto a existencia de cerdos. Estos datos nos hablan de
la importancia que tiene esta actividad en la zona y la necesidad de generar herramientas
para mejorarla.

La Argentina fue reconocida en mayo de 2005 como pais libre de Peste Porcina
Cléasica, la cual significaba una barrera sanitaria y comercial de importancia. Esta
situacion posiciona a la produccién porcina como una alternativa comercial atrayente y
un desafio para toda la cadena agroalimentaria, ante la posibilidad de acceso a los

mercados de exportacion (Papotto, 2006).

11.2. Caracteristicas generales del crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano puede ser entendido como el aumento del numero de
células, en donde una célula madre (previo aumento de tamafio) se divide en dos por
fision binaria y las nuevas células alcanzaran el mismo tamafio que la célula original. El
desarrollo microbiano se logra cuando estdn en adecuada cantidad los elementos
nutricionales necesarios para la sintesis bioldgica e incluyen carbono, nitrégeno, azufre,

fésforo, elementos trazas y vitaminas, junto a los factores fisicos apropiados como
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temperatura, pH, concentracion de oxigeno, humedad, entre otros (Junco Diaz &
Rodriguez Pérez, 2001).

Los organismos unicelulares en condiciones ideales de crecimiento se dividen
continuamente, por lo cual modificaran el medio de crecimiento utilizando nutrientes y
produciendo desechos. Las moléculas nutritivas seran una limitante si no se agregan a lo
largo del desarrollo del cultivo o bien, se afectaran las células vegetativas por la
toxicidad de los productos de desecho, enlenteciendo o deteniendo el crecimiento.
Cuando los niveles de desecho se encuentran sobre valores criticos para la vida del
microorganismo o cuando las necesidades nutritivas son insatisfechas, sobreviene la
muerte celular. Ambas suceden paralelamente (Carter, 1989).

En medios de cultivos liquidos y en condiciones adecuadas, cuando un pequefio

numero de células procedentes de un cultivo puro son inoculadas, las células presentan

Curva de crecimiento bacteriano

Faze
estacionaria

Muerte
Faze celular

exponencial

Fase de
adaptacidn
(Lag)

Log nimero de células viables

TIEMDO  ———

Figura 1: Las cuatro fases tipicas del crecimiento bacteriano.
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una curva de crecimiento tipica que puede descomponerse en cuatro fases (Figura 1).

La fase lag es el periodo de adaptacion metabolica de las células para crecer en un
nuevo medio. Esta etapa puede ser insignificante en caso de provenir del mismo medio
en el cual estaban en la fase de crecimiento exponencial. Sin embargo, si el inéculo se
toma desde un cultivo viejo (fase estacionaria) generalmente se presenta una fase lag
mas prolongada. Esto se debe a que las células agotan ciertos constituyentes celulares y
se requiere cierto tiempo para la formacioén de enzimas y metabolitos intermediarios
necesarios para recomenzar el crecimiento (Junco Diaz & Rodriguez Pérez, 2001). El
estado metabdlico de las bacterias y el medio de cultivo del que proceden son los
factores importantes que influencian la duracion de esta fase. Asi, mientras mayores
sean las diferencias en las condiciones de crecimiento en el nuevo medio, mayor sera el
tiempo empleado para adaptar su maquinaria biosintética para crecer.

En la fase de crecimiento exponencial la division celular tiene lugar a una tasa
maxima de acuerdo a las condiciones aportadas por el medio y la capacidad genética de
las células para desarrollar vias catabolicas y anabdlicas, siendo esta tasa de crecimiento
tipica para cada cultivo microbiano (Carter, 1989). Cuando la cantidad de células se
grafica en coordenadas aritméticas en funcion del tiempo transcurrido, se observa una
curva que aumenta constantemente su pendiente. El examen de las lineas curvas no es
adecuado y los resultados poblacionales generalmente se transforman tomando el
logaritmo de cada punto de los datos obtenidos (Brock et al., 1987). El logaritmo del
nimero de células aumenta linealmente en el tiempo en esta etapa. Sin embargo, la
multiplicacién bacteriana no continta en forma indefinida. Los recipientes con el medio
de cultivo contienen un numero limitado de nutrientes que se van agotando, los

productos de desecho van alcanzando niveles deletéreos para las células y la densidad
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de la poblacion actia como competencia. La tasa de crecimiento se vera influenciada,
tardando cada célula mayor tiempo en duplicarse y comenzara la siguiente etapa.

La fase estacionaria no posee un aumento o descenso del nimero de células, se
enlentece la division y se produce la muerte celular manteniendo relativamente estable
la cantidad de células viables. Finalmente, en la cuarta etapa, llamada de muerte celular,
se produce un descenso de bacterias viables, lo cual no significa que hayan perdido por
completo su capacidad metabolica o de influenciar en el medio (Carter, 1989). En
algunos casos la muerte celular se acompafia de lisis, dando lugar a la disminucion del
recuento microbiano (Brock et al., 1987).

Los parametros de crecimiento mencionados son de importancia para conocer la
capacidad de desarrollo del microorganismo, sobre todo cuando se debe realizar a escala
industrial. Aquellos que son capaces de generar mayor cantidad de biomasa por unidad
de tiempo y con menores requerimientos nutricionales son los que reunen ventajas

competitivas frente a otros porque podran obtenerse a un menor costo (Frizzo, 2007).

11.3. Mecanismo de accion de los probidticos y su aplicacion en la produccion
porcina

El tracto gastrointestinal (TGI) de los animales esta protegido en forma natural
por la flora autdctona que lo coloniza a partir del momento de su nacimiento, se adapta
a ese ambiente y dificulta la colonizacion del lumen por otros microorganismos, en
especial por patégenos (Ziemer & Gibson, 1998). Los animales libres de gérmenes
comparados con aquellos criados en forma convencional demuestran claramente que la

microbiota intestinal tiene una considerable influencia en la bioquimica, fisiologia,
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inmunologia y por lo tanto en el nivel de resistencia a las infecciones del hospedador
(Gordon & Pesti, 1971).

Las enfermedades gastrointestinales estan ocasionadas generalmente por
desbalances que se producen en el complejo ecosistema bacteriano que habita el tracto
gastrointestinal de los animales de granja. Los antimicrobianos se utilizan habitualmente
en el tratamiento de animales enfermos y también de manera profilactica durante
periodos de alto riesgo de enfermedades infecciosas (McEwen & Fedorka-Cray, 2002).
Sin embargo, las terapias con antimicrobianos, en especial las administradas por via
oral, si bien controlan los patdgenos a los que estan dirigidos también afectan a muchos
microorganismos benéficos produciendo trastornos en el equilibrio de la microbiota
gastrointestinal (Salminen et al., 1998).

Algunos mecanismos intentan explicar el efecto protector de los microorganismos
probidticos como la exclusion competitiva y la inmunomodulacion del hospedador. En
el primero habria competencia por los nutrientes o los sitios de adhesion y la
multiplicacién de los patdégenos y la produccion de toxinas por parte de éstos estaria
dificultada. El segundo induciria un aumento de la produccion de inmunoglobulinas
como lo verifica Fukushima et al. (1999) en el caso de las Ig A séricas totales y fecales
y activaria los monocitos y linfocitos (Fuller, 1989).

Los miembros de la microbiota afectan las funciones intestinales por medio de
interacciones con las células epiteliales. Por ejemplo, la microbiota intraluminal
influencia la liberacion de péptidos biol6gicamente activos y contribuye a regular las
células endocrinas gastrointestinales y la estructura epitelial (Uribe et al., 1994). La
colonizacion de ratones libres de gérmenes por Bacteroides thetaiotaomicron VVPI-5482,

un componente de su microbiota normal, ha revelado que esta bacteria comensal
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modula la expresion de genes involucrados en importantes funciones intestinales,
incluyendo absorcion de nutrientes, fortificacion de la barrera mucosa, metabolismo de
xenobidticos, angiogénesis y maduracion intestinal posnatal (Hooper & Gordon, 2001;
Hopper et al., 2001).

Las sustancias antibacterianas especificas como las bacteriocinas (nisina y
reuterina) son otros de los factores benéficos del uso de probioticos (Klaenhammer,
1988; Daeschel, 1989; Schillinger & Lucke, 1989). Existen cepas de bacterias lacticas
que tienen la capacidad de sintetizar estas sustancias, como las del género Lactobacillus,
que se encuentran en el tracto gastrointestinal sano del hombre y los animales; entre
ellos Lactobacillus reuteri, el cual produce reuterina, un inhibidor de diferentes
bacterias indeseables, incluyendo patdgenos entericos (Rodriguez et al., 2003).

Los probidticos pueden producir otras sustancias que acttan sobre la microbiota
patdgena como son el peroxido de hidrégeno y diversos acidos organicos (Marteau,
2001). Dentro de estos Ultimos encontramos principalmente el &cido lactico (producto
final distintivo del grupo de las bacterias &cido lacticas) y el acético, los cuales tienen
efecto inhibidor sobre el crecimiento de Escherichia coli (Jin et al., 2000) entre otros
patégenos. Ademas, las BAL pueden actuar modificando el potencial redox del
ambiente intestinal (Dunne et al., 1999) para limitar el desarrollo de patégenos.

Dentro de los géneros bacterianos utilizados como probidticos en produccion
porcina podemos encontrar a Lactobacillus (Pascual et al., 1999; Bogovis Matijasié et
al., 2004; De Angelis et al., 2007), Bifidobacterium (Abe et al., 1995), Bacillus (Zani et
al., 1998; Taras et al., 2007) y Enterococcus (Vassalo et al., 1997; Broom et al., 2006).
Los mismos se han usado como aditivos alimentarios basicamente en dos campos de

investigacion y desarrollo: produccion y sanidad animal.
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En la produccion animal se emplean fundamentalmente como promotores del
crecimiento en las etapas de recria y engorde (Dilworth & Day, 1978; Miles et al., 1981;
Mordenti, 1986). Vassalo et al. (1997) observaron en lechones que recibian probidticos
una ganancia de peso mayor que el grupo que consumia un antimicrobiano como
aditivo. Los lactobacilos y las levaduras administrados en la dieta han demostrado que
mejoran la performance de crecimiento en lechones destetados (Pollman et al., 1980;
Lessard & Brisson, 1987; Kornegay et al., 1995).

En sanidad animal el uso estd enfocado principalmente a la prevencion de
enfermedades infecciosas, especialmente aquellas que causan diarreas en la etapa de
cria y destete (Alexopoulos et al., 2004), las cuales tienen un fuerte impacto sobre la
performance de crecimiento de los animales.

El estrés que sufren a temprana edad los cerdos en los sistemas de crianza
intensiva, causa un desbalance entre la presencia de bacterias patdgenas y no patdégenas
que colonizan el intestino (Fox, 1988), afectando directamente el rendimiento de los
animales de granja (Kurzak et al., 1998). En el periodo de crecimiento de los cerdos la
microbiota intestinal normal puede ser afectada por cambios en la racion alimenticia,
alteraciones de la temperatura y humedad relativa del ambiente, cantidad de animales
por unidad de superficie, grado de ventilacion y diversas variaciones de las condiciones
ambientales como las resultantes de la aplicacion de productos medicamentosos, lo que
puede ocasionar desequilibrio y proliferacion de la microbiota patégena (Marutas,
1993).

El periodo de destete es cuando los lechones sufren cambios bruscos (separacion
de su madre y mezcla con cerdos de otras camadas, cambios en la dieta y en el

ambiente) en un momento en donde la inmunidad lactacional llega a su fin (Kyriakis et
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al., 1999). De esta forma, se ve facilitado el ingreso y multiplicacion de Escherichia coli
K88 y Salmonella spp., reconocidos agentes etiologicos de diarreas en neonatos y
cerdos destetados (Sharon, 1986; Bertschinger et al., 1992; Wilcock & Schwartz, 1992).

Las bacterias patdgenas invaden la mucosa intestinal y pueden producir
enterotoxinas que causan diarrea y muerte de los cerdos (Bertschinger et al., 1992). En
el proceso de infeccion el primer paso es la adhesion de la bacteria al epitelio mediante
lectinas ubicadas en su superficie, las cuales intervienen en este proceso de unién de las
bacterias a las mucosas (Sharon, 1987). La forma en que los probidticos evitan esta
adhesion es por competicion de los sitios de unién a través de lectinas de estructura
similar a las del patdégeno (Meng et al., 1998) y asi mejoran el balance de la microbiota
intestinal en lechones luego de la ingestion de BAL, en particular disminuyendo las

enterobacterias en las heces de los cerdos (De Angelis et al., 2007).

11.4. Caracteristicas deseables de las cepas probioticas y su evaluacion in vitro

La comunidad cientifica ha consensuado la manera de seleccionar bacterias
potencialmente probidticas, debiéndose realizar en forma obligatoria una evaluacién
preliminar in vitro y posteriormente la validacion en pruebas in vivo (FAO/OMS, 2002).

Los microorganismos deben ser aislados desde animales de la misma especie
donde seréan utilizados (Gilliland et al., 1980) y en especial del mismo lugar donde
actuard en el huésped (sitio especifico del tracto gastrointestinal) (Havenaar et al.,
1992). Esto permite aprovechar el efecto conocido como de especificidad de hospedador
(“host-specific effect”) (Fuller, 1997). La existencia de sitios especificos en el tubo
digestivo tiene fundamento en la capacidad de las cepas de adherirse a las células del

epitelio intestinal (Fuller, 1989)
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Este principio es utilizado para asegurar que las BAL aisladas persistan en el
tracto gastrointestinal cuando sean utilizadas como probioéticas, aunque naturalmente la
microbiota intestinal esta conformada por microorganismos autoctonos y aloctonos. Los
primeros son aquellos que ocupan un nicho en el intestino cumpliendo una funcién en la
compleja ecologia microbiana, mientras que los segundos ingresan con el agua y los
alimentos (Berg, 1996) siendo residentes temporarios. Las cepas autoctonas poseen una
fuerte asociacion con el hospedador y son una poblacion estable en una region particular
del intestino. En caso de no existir el nicho para un microorganismo dado es muy dificil
que este pueda permanecer, razén por la cual los niveles de poblacion y especies de la
microbiota indigena gastrointestinal son muy estables.

La consideracion de que las cepas sean utilizadas en la misma especie que se aislo
estd comenzando a ser revisada por algunos autores (Morelli, 2007), debido a la
dificultad de determinar si un microorganismo es verdaderamente autéctono. Un indicio
de su adaptacion a ese ambiente, es la capacidad de permanecer en el tubo digestivo por
un periodo de tiempo prolongado. L. reuteri y L. johnsonii son especies autoctonas en
los cerdos segun diversos autores (Leser et al., 2002, Walter, 2008) y poseen diferentes
factores, que han sido identificados por biologia molecular, que les permiten persistir en
el tracto gastrointestinal. Algunos de ellos son proteinas de superficie para adherirse a
celulas epiteliales, exopolisacaridos para la formacion de biofilms y proteasas para
protegerse de la accién de las IgA (Walter, 2008).

El desempefio de los microorganismos probidticos puede variar en individuos de
la misma especie, por lo que resulta adecuado que el in6culo a utilizar este formado por
varias cepas (Gardiner et al., 2004) para que sea mas efectivo (Timmerman et al.,

2004). La ventaja de los indculos multicepa es que tienen la posibilidad de
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complementar sus efectos y es mas probable que logren la colonizacion del complejo
ecosistema gastrointestinal (Frizzo, 2007).

La busqueda de los mejores exponentes de la microbiota debe considerar la
capacidad de lograr un efecto benéfico en el hospedador, resistir la bilis y bajo pH
(barreras naturales del tracto intestinal), poseer capacidad de adhesion a las mucosas
digestivas, ser seguro para su uso en el alimento y/o con funciones terapéuticas, no ser
patdgeno, poseer buenas propiedades tecnologicas y sobrevivir en condiciones de
almacenamiento (Fuller, 1989; Ziemer & Gibson, 1998; Ouwehand et al., 1999). Todo
ello se debe hacer prestando especial atencién al origen ecologico de las bacterias, su
tolerancia a la condiciones hostiles del estomago y el intestino delgado y su capacidad
de adherirse a las superficies intestinales (Morelli, 2007) para realizar una adecuada
seleccion.

Los microorganismos utilizados en los inoculos probidticos son comunmente
suministrados en el alimento (Chou & Weimer, 1999) y por via oral llegan a su
principal sitio de accion: el intestino. Para alcanzar este sitio, deben atravesar barreras
naturales del organismo, resistiendo las condiciones adversas del estbmago e intestino
delgado para llegar viables en un niimero de 10° -10” UFC/g de alimento y asi ejercer su
efecto beneficioso.

El estomago es un importante componente del tracto gastrointestinal que actla
como obstaculo en la colonizacion de microorganismos patégenos y bacterias
beneficiosas, debido a la secrecion &acida (Lallés et al., 2007). La evaluaciéon de la
tolerancia al acido es un criterio general que es aplicado durante la seleccion de

potenciales cepas probidticas para garantizar su viabilidad y funcionalidad (FAO/OMS,
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2001) y por lo tanto una propiedad deseable de los microorganismos (Corcoran et al.,
2005).

El pH luminal del estbmago de los cerdos esta influenciado por diversos factores,
los més importantes son el tipo de alimento, el momento de la alimentacion y la edad.
En términos generales el pH gastrico en lechones pre y post destete estaria entre 3y 4,9
(Jonsson & Conway, 1992). Lawrence (1970) demostro en cerdos con diferentes dietas
un pH maximo de 3,8 a 4,8 a los 30 min. Luego de la alimentacion va descendiendo
gradualmente hasta llegar a 2 a las 7,5 horas.

Si bien los lactobacilos son intrinsecamente resistentes al bajo pH (Tannock,
2004) ocasionado por la presencia de acido lactico el cual es producto de su
metabolismo, es necesario conocer en qué grado lo son para seleccionar las cepas mas
aptas. La tolerancia a la acidez depende no sélo de la cepa, sino también de la fuente de
energia disponible en el medio. La glucosa en condiciones de acidez puede mejorar la
sobrevida de los probioticos proveyendo el ATP requerido para la exclusiéon de los
hidrogeniones (H+) (Corcoran et al., 2005) hacia afuera de las células. En las bacterias
patdgenas la tolerancia al bajo pH puede ser considerado un factor de virulencia, ya que
les permite resistir la acidez en el estdmago y en los fagosomas de los macr6fagos
facilitando la infeccion (Cotter & Hill, 2003).

Los acidos débiles (como los producidos por el metabolismo de las BAL) tienen
una potente actividad antimicrobiana. Esto es debido a que pasan libremente a traves de
las membranas celulares por no estar disociados en las condiciones intestinales (Cotter
& Hill, 2003). En el pH citoplasmatico de los patdégenos que generalmente es mas alto
que el del medio, al pasar estos acidos se disocian liberando protones y acidificando el

interior celular.
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Existe una combinacion de estrategias constitutivas e inducibles por los
microorganismos para resistir a la acidez, como eliminar protones del citoplasma,
alcalinizar el ambiente externo, cambiar la composicion de la envoltura celular, producir
proteinas de shock y chaperonas y expresar reguladores transcripcionales que pueden
contribuir a la supervivencia (Cotter & Hill, 2003).

Los mecanismos que colaboran a la resistencia a la acidez son esenciales para la
funcionalidad y produccién de cultivos probidticos (Azcarate-Peril et al., 2004). En las
BAL los mecanismos principales para tolerar el bajo pH involucran una bomba de
protones dependiente de ATP (F1Fo-ATPasa) (Corcoran et al., 2005), el sistema de
arginina deaminasa (ADI) y la glutamato descarboxilasa (GAD) (Cotter & Hill, 2003).
El sistema GAD funciona incorporando un aminoécido al citoplasma bacteriano, el cual
es descarboxilado y el producto resultante es eliminado fuera de la célula. En esta
reaccion se consume un protén, aumentando el pH intracelular. En el sistema ADI una
enzima transforma por desaminacion la arginina en ornitina la cual es eliminada fuera
de la bacteria; producto de esta reaccion la célula incorpora amoniaco (NH3) el cual
toma un proton y se convierte en amonio (NH4") (Curran et al., 1995).

La habilidad de los microorganismos de resistir un stress (usualmente letal) puede
ser mejorado por exposicion previa a condiciones subletales (Maus & Ingham, 2003).
La pre-exposicion puede ser con un stress diferente al que se quiere inducir mayor
resistencia, a lo que se denomina adaptacion cruzada. En los lactobacilos esta propiedad
ha sido demostrada, por ej. en la exposicion a bilis se provee proteccién a las altas
temperaturas y pre-exponiendo a NaCl se suministra tolerancia a la bilis y a las altas

temperaturas.
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La respuesta a la tolerancia al acido involucra la induccion de genes del shock
acido y depende de diversos sistemas de regulacion (Azcarate-Peril et al., 2004) que
pueden solaparse en estos casos, ya que muchos injuriantes tienen efecto similar en la
fisiologia celular y pueden causar la induccion de un mismo paquete de proteinas de
stress. Este solapamiento de proteinas puede actuar no sélo en la proteccion cruzada,
sino también en otros mecanismos.

L. acidophilus mejora la capacidad de sobrevivir a las condiciones de acidez (pH
4,0) cuando es pre-expuesto a desafios menos severos (pH 5,5) con respecto a células
que no fueron pre-expuestas (Lorca et al., 2002). Esta capacidad de adaptacion podria
ser utilizada para mejorar la resistencia en situaciones puntuales como las préximas al
procesamiento tecnoldgico, pero no seria de utilidad para el paso por el tubo digestivo
debido a que son proteinas que se expresan por un corto periodo de tiempo.

Los microorganismos probidticos también deben superar otra barrera natural
como la que significa la bilis. Chateau et al. (1994) consideraron de vital importancia la
resistencia de las cepas a la bilis durante la seleccion de microorganismos probidticos.
El suministro a terneros de cepas de L. acidophilus con alta tolerancia a la bilis permite
aumentar los recuentos de lactobacilos en la primera parte del intestino delgado,
respecto a cepas de baja tolerancia (Gilliland et al., 1984).

La secrecion biliar estd formada por colesterol, fosfolipidos, pigmentos y acidos
biliares. Estos dltimos son los componentes activos principales, sintetizados en el
higado a partir de colesterol y pueden ser secretados como compuestos desconjugados
en una fraccion minoritaria, o bien conjugados mediante unién peptidica con glicina o
taurina (glico y tauroconjugados). La conjugacion les proporciona mayor solubilidad en

el agua y a pH intestinal se encuentran casi totalmente ionizados. Por lo tanto, se
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favorece la formacion de sales con cationes (especialmente con sodio) y es por ello que
con frecuencia se llamen sales biliares (Gonzalez Gallego, 1995). La funcion que
ejercen es facilitar la digestion de las grasas de la dieta a través de su accidn
emulsionante. Estas moléculas anfipaticas tienden a formar micelas cuando se
encuentran por encima de una determinada concentracion (concentracion micelar
critica).

La bilis actua primariamente sobre las membranas celulares ejerciendo su accion
detergente, la cual fue comparada con la realizada por el dodecil sulfato de sodio y
sugerido para utilizar en pruebas in vitro (Flahaut et al., 1996). Aunque diversos
factores determinan el efecto de la bilis sobre las paredes bacterianas, la concentracion
tiene la mayor importancia (Begley et al., 2005). Los &cidos biliares en alta
concentracion pueden disolver rapidamente los lipidos de la pared celular causando la
disociacion de las proteinas integrales de ésta (Coleman et al., 1980). Si bien, no existe
consenso sobre la concentracion de bilis que deben tolerar las cepas para su seleccion
(Anukam & Koyama., 2007), numerosos trabajos admiten como adecuada la cantidad
de 0,3% (Gilliland et al., 1984; Mustapha et al., 1997; Hyronimus et al., 2000).

Las bacterias patdgenas pueden ser muy resistentes a la bilis, por €j. la
concentracion minima para actuar como bactericida sobre Salmonella Typhimurium y
Salmonella Typhi es de 60% y 18% respectivamente (Van Velkinburgh & Gunn, 1999).
La capacidad de colonizar canales biliares en portadores créonicos de la enfermedad
muestra la gran resistencia que poseen.

La tolerancia a la bilis es un rasgo especifico de cada cepa, presentando una gran

variabilidad dentro de una misma especie (Chateau et al., 1994; Jacobsen et al., 1999).

24



Bertozzi, Ezequiel -2012 -

Bertozzi, E. (2012)

Diversos autores observaron que la resistencia cambiaba totalmente al evaluar distintas
cepas de una misma especie (Begley et al., 2005).

El tipo y estructura de los &cidos biliares que acttan sobre los microorganismos es
otro factor importante (Begley et al., 2005). La bilis bovina, que contiene
principalmente sales biliares trihidroxiconjugadas (acido taurocoélico y glicocdlico) es
menos inhibitoria que la bilis porcina, la cual posee dihidroxiconjugados. Las sales
biliares con dihidroconjugados (4cido glico/taurodeoxicolico y
glico/tauroguenodeoxicolico) en su composicién, pueden traspasar mas rapidamente la
membrana fosfolipidica de las bacterias (Grill et al., 2000).

La arquitectura y composicion de la membrana puede jugar un rol clave en la
resistencia a la bilis. Las modificaciones en las caracteristicas de la membrana tales
como su carga, hidrofobicidad y fluidez de lipidos pueden tener importantes
consecuencias. La temperatura de crecimiento puede afectar a los lipidos de la
membrana y por lo tanto la resistencia bacteriana. Dafios conformacionales vy
estructurales de los lipopolisacaridos de las envolturas celulares causados por el
congelamiento aumenta la susceptibilidad de Escherichia coli a los &cidos biliares.
Ademas, fue observado que lactococos con el agregado de tween 80 en el medio de
crecimiento modificaban su membrana y mejoraban su resistencia a la bilis (Kimoto et
al., 2002).

El efecto del estrés subletal puede inducir cambios de membrana que proveen
proteccion (Russel et al., 1995). Por ello, el proceso que sufran los microorganismos
durante la incorporacion al alimento modificara la expresion de determinados genes y
las caracteristicas de membrana tales como permeabilidad, fluidez o carga. Asi, el

ingreso al intestino y la exposicion a bajas concentraciones a la bilis pueden incrementar
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su tolerancia a ésta. Pero, como se dijo anteriormente, estas modificaciones en la
resistencia de diversos injuriantes bacterianos permanecen por un periodo acotado en la
célula bacteriana.

La presencia de enzimas que hidrolizan sales biliares (actividad BSH) es comun
en los lactobacilos (De Smet et al., 1995) asociados con el ambiente gastrointestinal y
puede ser utilizada como estrategia para resistir la accion biliar. La importancia de la
actividad BSH en probioticos es discutida y existen diversas hipotesis (Begley et al.,
2006), por lo tanto no hay acuerdo en la comunidad cientifica sobre su valor real en la
resistencia a la bilis (Gilliland et al., 1984; Usman & Hosono, 1999).

La adhesion al epitelio intestinal y su capacidad de formar biofilms son
caracteristicas a tener en cuenta para la seleccion de microorganismos probiéticos. Estas
le permitirian cumplir su accion de exclusion frente a los patdgenos intestinales
(Forestier et al., 2001), establecerse en su lugar de accion y estimular el sistema inmune.

La matriz extracelular (MEC) que se encuentra debajo de las células epiteliales
intestinales estd compuesta por una estructura estable. Los dafios en la mucosa pueden
exponer esta matriz y permitir la colonizacion e infeccién. La unién a la MEC por parte
de los patdégenos ha demostrado su importancia en la colonizacion de los mismos en los
tejidos y las BAL pueden actuar uniéndose a esas estructuras para proteger al
hospedador frente a la invasion patogena (Westerlund & Korhonen, 1993; Styriak et al.,
2003).

En las primeras etapas de adhesion microbiana existe una interaccion hidrofébica
entre la célula bacteriana y el sustrato de contacto (Kiely & Olson, 2000). De todas
maneras, una baja hidrofobicidad de la superficie celular no indica que la cepa tenga

menores posibilidades de adherirse al epitelio intestinal, ya que dominios hidrofilicos
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podrian también estar implicados (Savage, 1992). Van coillie et al. (2007) no detectaron
relacion entre la hidrofobicidad de lactobacilos con su capacidad de colonizacion o la de
inhibicién de Salmonella in vivo. Incluso, el microorganismo con menor hidrofobicidad
demostro colonizar al menos tan bien como otras BAL y fue capaz de inhibir mejor a
Salmonella spp. comparada con las altamente hidrofdbicas, indicando que hay otros
factores que tienen efecto sobre la capacidad de adherirse al epitelio.

Los mecanismos de adhesion pueden necesitar de la participacion de distintos
constituyentes de superficie que interactdan para vencer fuerzas repulsivas (Gusils et
al., 2002). Entre ellos son las proteinas de la superficie celular las que le permiten
interactuar con el epitelio y otras bacterias. La capacidad de adhesion puede ser
evaluada in vitro a traves de estudios de agregacion. Esta ultima comprende la
autoagregacion, caracterizada por el agrupamiento de células de la misma cepa (Reniero
et al.,, 1992) y la coagregacion cuando estan involucradas celulas genéticamente
diferentes (Rickard et al., 2002). Ambos tipos de agregacion fueron bien descriptos para
lactobacilos. En el mecanismo de autoagregacion de lactobacilos intervienen proteinas
que se encuentran en el sobrenadante del cultivo (Kmet et al. 1995) y proteinas o
lipoproteinas presentes en la superficie celular. El sobrenadante de un cultivo puede
generar autoagregacion del propio microorganismo que lo produjo y de otras BAL
(Reniero et al., 1992). La habilidad de las bacterias de coagregar patégenos puede
funcionar como un importante mecanismo contra la infeccion (Reid et al., 1988).
Spencer & Chensson (1994) y Roselli et al. (2007) observaron que los lactobacilos que
coagregan con un patdgeno pueden favorecer su remocién e inhibir la adhesion a las
paredes intestinales bloqueando el primer paso en la patogénesis. La capacidad de

coagregacion depende de las especies bacterianas implicadas, siendo especifica entre
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cepas y afectada por las condiciones ambientales en la que sucede esta interaccion. El
pH y la concentracién salina del medio modifican esta caracteristica, probablemente
como consecuencia de la influencia sobre las cargas superficiales de las bacterias; asi, el
bajo pH y la alta concentracion electrolitica la favorece (Vandevoorde et al., 1992). Las
proteinas son consideradas los principales mediadores de la adhesion entre bacterias,
aunque participarian un conjunto de estructuras complementarias para el
reconocimiento de las células implicadas.

Los microorganismos probidticos pueden producir sustancias que mejoran la
respuesta del sistema inmune (activando macrofagos) o modulan la funcion del
hospedador inmunocomprometido y ejercen un efecto de inhibicion frente a patdgenos.
La produccidon de estos inhibidores (&cidos organicos y bacteriocinas) por las BAL les
provee una ventaja competitiva frente a otros microorganismos durante la colonizacién
del tubo digestivo (Bogovis-Matijasié et al., 2004).

Los efectos inhibitorios sobre microorganismos indeseables pueden deberse a la
produccion de &acido lactico, acético y propidnico por las bacterias lacticas hetero y
homofermentativas o por formacion de peroxido de hidrogeno (Huber, 1997;
Nousiainen & Setdld, 1998). Los &cidos orgéanicos producidos pueden ejercer su accion
sobre patdgenos causantes de diarrea en cerdos, como Salmonella spp. y Escherichia
coli in vitro (Van coillie., 2007 y) e in vivo. Alakomi et al. (2000) demostraron que el
acido lactico actta permeabilizando la membrana celular de bacterias Gram negativas y
puede resultar como un potenciador de otras sustancias bactericidas.

Los distintos tipos de acidos producidos por el metabolismo bacteriano
dependeréan segun como utilicen las fuentes de carbono disponibles en el medio (tipo de

fermentacion) y las condiciones de crecimiento. Ademas, los grupos bacterianos que
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utilizan de la misma forma las fuentes de carbono, tienen un alto grado de variabilidad
en la actividad antagonica frente a patdgenos, lo que indica que otros factores
antimicrobianos no identificados pueden estar actuando (Annuk et al., 2003).

Las bacterias administradas para mejorar la salud y performance de cerdos deben
poseer caracteristicas que permitan o faciliten el procesamiento en la industria. La
preparacion de tales inoculos requiere la utilizacion de medios de cultivos que sean
econdémicos y que aseguren condiciones Optimas de crecimiento de las cepas que lo
componen (Soto et al., 2006a). La resistencia a factores de stress durante los procesos
de obtencion del producto final, debe ser considerada, para establecer la aptitud de los

microorganismos desde el punto de vista tecnolégico.
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11l. MATERIALES Y METODOS
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I11. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Toma de muestras y aislamiento

I11.1.1. Obtencion de muestras

Los animales utilizados para la obtencion de las muestras fueron 6 cerdos sanos
provenientes desde diferentes establecimientos productores de los distritos Rafaela,
Humboldt, El Trébol (Pcia. de Santa Fe) y Pozo del Molle (Pcia. de Cérdoba).

Las muestras fueron tomadas en la zona limpia de la playa de faena de un
frigorifico habilitado. A cada animal se le extrajo una porcion de 10 cm de intestino
delgado situada a 20 cm de la valvula ileocecal (ileon terminal). Para ello, la porcion del
intestino a extraer fue identificada, atada mediante hilo de sutura y separada utilizando
una tijera.

Una vez obtenidas, las muestras fueron envasadas en recipientes herméticos

estériles y transportadas al laboratorio bajo refrigeracion (Schneider et al., 2004).

111.1.2. Aislamiento de los microorganismos

En el laboratorio de alimentos del Departamento de Salud Pdblica Veterinaria
(DSPV) - F.C.V. - U.N.L.,, se procedi6 a realizar raspajes de la mucosa de la porcion de
intestino extraida.

A partir de los mismos se realizaron diluciones decimales en solucion de ringer ¥,
las cuales fueron sembradas en placas con medios selectivos.

Los medios utilizados para el cultivo fueron LAMVAB para Lactobacillus

(Hartemink et al., 1997), Beerens para Bifidobacterium (Beerens, 1990) y agar selectivo
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para Enterococcus (Slanetz & Bartley, 1957). Las placas fueron sembradas en superficie
con espatula de Drigalsky e incubadas 48 h en anaerobiosis a 37 °C.

A partir de las placas que evidenciaron crecimiento, se recuperaron colonias
teniendo en cuenta la seleccion de representantes de las distintas morfologias presentes.
Cada colonia se repicd mediante dos pasajes sucesivos en caldo MRS (Britania) y un
pasaje por agar MRS (Britania) para garantizar un correcto aislamiento de cada

microorganismo.

111.1.3. Caracteristicas fenotipicas de los aislamientos

Mediante las técnicas tradicionales, con el fin de obtener informacion basica
inicial y antes de su conservacion, se realizo la coloracion de Gram, la prueba de la
catalasa y por observacion microscopica se determino la morfologia (cocos y bacilos) y

la disposicion espacial (cadenas, racimos, etc.) de los aislamientos.

111.1.4. Conservacioén de los aislamientos
Los aislados fueron conservados en un freezer a -80°C en crioviales con un 35% de
glicerol como crioprotector. Todos los microorganismos fueron incorporados al cepario

del DSPV.
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111.2. Pruebas in vitro

111.2.1. Autoagregacion

La prueba de autoagregacion se realizo utilizando la técnica descripta por Reniero
et al. (1992) con algunas modificaciones. Todos los aislamientos fueron cultivados 2
veces sucesivas en caldo MRS (Britania) en aerobiosis a 37 °C durante 24 h. De cada
cultivo en crecimiento fueron tomadas alicuotas de 2 ml que fueron centrifugadas a
7000 X g durante 5 min. Desde estas, se obtuvo el sedimento bacteriano (pellet) en la
parte inferior de los tubos y el sobrenadante (extracto libre de células), en la parte
superior, el cual fue separado del pellet y almacenado. Los pellets fueron lavados 2
veces con 2 ml de solucion Ringer Y4 estéril y resuspendidos en un volumen igual al
original con la misma solucion empleada anteriormente. Luego, se colocaron en
microtubos estériles 900 ul de la suspension bacteriana de cada aislado y 100 ul de su
correspondiente extracto libre de células. Como control fue utilizado un tubo que
contenia 1 ml de la suspension bacteriana sin el agregado del sobrenadante. La
incubacion se realiz6 a temperatura ambiente y la lectura de los ensayos a tiempos
predeterminados (30, 60, 90 y 120 min). EIl resultado de la prueba fue considerado
positivo cuando se visualizo la formacion de particulas similares a arena en el fondo del
tubo. Estas formaciones fueron causadas por el agrupamiento de las células bacterianas
(autoagregacion), las cuales fueron descendiendo al fondo del tubo y clarificando la

parte superior (Reniero et al., 1992).
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111.2.2. Coagregacion con patdgenos

El ensayo de coagregacion se realizd segin Kmet et al. (2001) a aquellos
aislamientos positivos a la autoagregacion. La cepa de Salmonella Dublin DSPV 595T
se utilizd en este ensayo, la cual se obtuvo de un aislamiento realizado en la FCV a
partir de érganos bovinos procedentes de una necropsia llevada a cabo en el Hospital de
Salud Animal. Este microorganismo se mantuvo a -80 °C en medio BHI con 35% de
glicerol y su perfil bioquimico se determind mediante un ensayo con el sistema APl 20
E (bioMérieux, Hazelwood, Mo.). La identificacion fue realizada por el Servicio de
Enterobacterias del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, dependiente de la
Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (A.N.L.I.S.), “Dr. Carlos
G. Malbran”. La cepa se registro en la base de datos GenBank (nimero de acceso
FJ997268).

Las bacterias que resultaron positivas a la prueba fueron posteriormente
enfrentadas a Escherichia coli DSPV 247T. Este patdgeno es de origen bovino y se
obtuvo de un aislamiento realizado en la FCV-UNL a partir de 6érganos procedentes de
una necropsia llevada a cabo en el Hospital de Salud Animal. Este microorganismo se
mantuvo a -80 °C en medio BHI con 35% de glicerol. La cepa fue identificada mediante
técnicas de biologia molecular y registrada en la base de datos GenBank (numero de

acceso FJ997269).

111.2.2.1. Preparacion de los aislamientos
Los aislamientos fueron sembrados en caldo MRS (Britania) e incubados a 37 °C
durante 24 h. A partir de cada cultivo se centrifugaron 2 ml a 7000 X g durante 5 min,

obteniendo el sedimento bacteriano (pellet) en la parte inferior de los tubos y el
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sobrenadante (extracto libre de células), en la parte superior, el cual fue separado del
pellet y desechado. Los pellets fueron lavados 2 veces con solucion Ringer Y4 estéril.
Finalmente fueron resuspendidos en solucion Ringer ¥4 estéril, en un volumen igual al
original (Soto et al., 2008a).

Los patdgenos se sembraron en caldo Infusion Cerebro-Corazon (BHI-Britania) a
37 °C vy repicados a las 24 h. Los cultivos obtenidos fueron centrifugados para la
obtencion del pellet, el cual fue lavado dos veces con Ringer ¥4 estéril y resuspendido en

esta solucién con un volumen similar al inicial.

111.2.2.2. Ensayo in vitro

Para cada microorganismo se utilizaron dos tubos, el control y el experimental. El
primero contenia 0,5 ml de la BAL aislada y 0,5 ml del patdgeno y el segundo contenia
0,45 ml de la cepa BAL, 0,45 ml del patégeno y 0,1 ml de extracto libre de células de la
bacteria utilizada. Todos los tubos fueron agitados por un lapso de 10 s e incubados a
temperatura ambiente, efectuando lecturas a tiempos predeterminados (30, 60, 90 y 120
min).

El resultado de la prueba fue considerado positivo cuando se visualizé la
formacion de particulas similares a arena formadas por las células bacterianas
(Coagregacion), las cuales se depositaban en el fondo del tubo clarificando la parte

superior.
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111.2.3. Produccion de sustancias inhibidoras

Las BAL fueron cultivadas en caldo MRS a 37 °C por 24 h. Los cultivos fueron
centrifugados y los sobrenadantes obtenidos se esterilizaron por filtracion. El extracto
libre de células (ELC) estéril de cada microorganismo se sometié a la determinacion de
la presencia de inhibidores segun lo establecido por Klaenhammer (1988). Los ELC de
cada aislado fue dividido en partes iguales, una de las cuales se dejo tal como se obtuvo
del cultivo (ELC sin neutralizar) y la otra se llevé a pH 6 utilizando Na (OH) 2 M (ELC
neutralizado). La prueba fue realizada utilizando como indicadores las cepas de
Salmonella Dublin DSPV 595T, Salmonella Typhimurium DSPV 542T, Salmonella
Dublin DSPV 559T y Escherichia coli DSPV 247T. Los patdgenos se incubaron a 37
°C en caldo BHI (Britania) y fueron subcultivados a las 24 h. Posteriormente, 60 ul del
cultivo de la cepa indicadora se adicion6 a 12 ml de agar BHI fundido (50 °C)
contenido en un tubo de ensayo, el cual se agitd y plaqued. Una vez solidificado el agar
fue secado durante 15 min en estufa. Posteriormente se realizaron sendos hoyos de 7
milimetros de diametro en el agar con un sacabocados estéril. Para cada
microorganismo se emplearon 2 hoyos y en uno de ellos se coloco 20 ul de ELC
neutralizado y en otro un volumen igual sin neutralizar. Las placas se mantuvieron a
temperatura ambiente por 30 min para promover la difusién de la potencial sustancia
inhibidora y luego se incubaron a 37 °C. La lectura de los resultados se efectu6 a las 24
h. La misma consistié en la visualizacion y medicion del diametro de los halos de
inhibicidn producidos sobre la cepa indicadora (patdgeno). Los halos correspondian a
zonas donde el patdgeno fue inhibido y el agar se mostraba transparente (sin

crecimiento).
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111.2.4. Crecimiento en bilis

Los aislamientos fueron colocados en caldo MRS (Britania) y expuestos a
diferentes concentraciones de bilis para conocer su resistencia y capacidad de desarrollo
ante esta situacion de stress.

La metodologia utilizada fue la empleada por Gilliland & Walker (1990) con
algunas modificaciones. Para ello, fueron utilizadas microplacas de ELISA estériles con
96 cavidades provistas de tapa. En cada cavidad se colocaron 240 ul de medio MRS con
diferentes concentraciones de bilis (oxgall) de 0% (control), 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%
y 7%. Todos los microorganismos fueron sembrados (3,2 ul de cultivo) por triplicado en
cada concentracion de bilis, dejandose cavidades sin sembrar para ser utilizados como
blancos.

La incubacion fue realizada 37 °C durante 12 h y cada 1 h se midio la absorbancia
en un lector de ELISA a una longitud de onda de 650 nm.

Los resultados obtenidos se abordaron de diferentes maneras para conocer el
comportamiento de las distintas cepas cuando fueron expuestas a esta situacion
estresante. De esta manera, se analizaron comparando: 1) el tiempo que necesitaron las
cepas para alcanzar una determinada densidad optica (DO) (Gilliland et al., 1984;
Chateau, 1994; Hyronimus et al., 2000; Liong & Shah, 2005), 2) las diferencias de DO
entre las concentraciones de bilis y los controles de cada cepa estudiada (Mustapha et
al., 1997) y 3) tres parametros de crecimiento (Ahn et al., 2003): el crecimiento maximo
(N-Max), la duracién de la fase lag (t-lag) y la tasa méxima de crecimiento bacteriano
(Mumax). Para cuantificar los resultados de las cepas se emple6 un modelo logaritmico

de regresion y=0,6451Ln(x)+8,6336 (Frizzo, 2007) con el cual se transformaron los
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valores de absorbancia a logaritmos de unidades formadoras de colonias por mililitro
(log1o UFC/mI). Una vez obtenidos los logio UFC/mI los resultados fueron procesados
utilizando el programa MicroFit® v1.0 basado en el modelo de Baranyi & Roberts
(1994) para obtener los parametros estudiados.

A partir de los ensayos en que se utilizdé MRS sin bilis, fue evaluado el
crecimiento de los microorganismos en condiciones Optimas, para predecir la capacidad
de desarrollo y multiplicacion a escalas mayores (capacidad de produccién a escala)
(Gibson & Fuller, 2000). Para ello, el N-Max, la duracién de la fase t-lag y la Mumax

fueron analizadas de la misma forma descripta anteriormente.

111.2.5. Crecimiento en medio &cido

Los aislamientos fueron expuestos a diferentes valores de pH de acuerdo a lo
descrito por Du toit et al. (1998). Para ello, se utilizaron microplacas de ELISA estériles
con 96 cavidades provistas de tapa.

El medio de cultivo utilizado fue caldo MRS (Britania) cuyo pH fue ajustado a 2,
3, 4,5y 6,5 mediante la adicién de &cido clorhidrico 2 M.

En las cavidades de cada microplaca se colocaron 240 ul de caldo MRS con los
diferentes valores de pH. Las microplacas fueron precalentadas durante 10 min a 37 °C
y la siembra efectuada por triplicado en cada valor de pH con un volumen de 3,2 ul de
cultivo por cavidad. La incubacion fue realizada durante 24 h a 37 °C.

El crecimiento se evalu6 realizando mediciones de la absorbancia en un lector de
ELISA, a una longitud de onda de 650 nm, cada 1 h hasta la hora 10 y a las 12 y 24 h.

Los resultados obtenidos por las cepas se cuantificaron empleando un modelo
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logaritmico de regresion y=0,6451Ln(x)+8,6336 (Frizzo, 2007), con el cual se
transformaron los valores de absorbancia en logiy UFC/ml. Posteriormente, los
resultados fueron procesados por el programa MicroFit® v1.0 basado en el modelo de
Baranyi & Roberts (1994) para obtener los parametros estudiados. Los resultados
obtenidos fueron expresados a través de tres parametros: crecimiento maximo (N-Max),

duracion de la fase lag (t-lag) y tasa méxima de crecimiento bacteriano (Mumax).

111.3. Identificacion de los microorganismos
Los microorganismos seleccionados que poseian caracteristicas in vitro deseables
para formar parte de un potencial indculo probidtico fueron identificados utilizando

técnicas moleculares.

111.3.1. Aislamiento del ADN bacteriano

El proceso de obtencién de ADN de las células bacterianas se realizé a partir de
un cultivo de 24 h en caldo MRS (Britania) de cada microorganismo. Alicuotas de 2 ml
de los cultivos fueron tomadas y centrifugados a 14000 X g durante 5min. El sedimento
fue congelado a -20 °C durante 24 h para facilitar la lisis celular (Soto et al., 2008c).

El ADN fue recuperado segln la metodologia utilizada por Marmur (1961) y
modificada por Kurzak et al. (1998) y resuspendido en 50 ul de buffer TE (10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8).

La pureza del ADN obtenido se evalu6é por medicion en espectro UV a 260 nm y
280 nm y su integridad fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 0,7% plv,

tefiido con bromuro de etidio y visualizado bajo luz UV.
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111.3.2. Amplificacion de secuencias de ADN

La amplificacion se realizd desde una porcion del gen 16S rDNA por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con un termociclador (MJ Research®). Los fragmentos
de ADN obtenidos poseian un tamafio de 1,5 kpb y 0,8 kpb, segin los primers
utilizados. Los primeros fueron obtenidos usado los primers 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y 1492R (5"-GGYTACCTTGTTACGACTT-3")
(Kim & Chun, 2005). En el caso de los fragmentos mas pequefios se utilizaron los
primers 27F y 609R (5’-GGACTACCAGGGTATCTAATC -3’) (Muller et al., 2000).

Cada tubo de PCR contenia 50 pl de una mezcla de reaccion conformada por 5 pl
de ADN molde, 10 ul 5X PCR buffer para Tag polimerasa (Promega®), 1,5 mM
MgCl,, 200 uM de cada deoxinucleétido trifosfato (Promega®), 0,4 uM de cada primer,
2U de Taq Polimerasa (Promega®) y agua estéril hasta alcanzar los 50 pl.

La programacion del termociclador fue la siguiente: 94 °C por 5 min; 30 ciclos a
94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min 'y 72 °C por 1 min; y la etapa final a 72 °C por 7 min.
Los productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 1% y

observados bajo luz UV después de la tincion con bromuro de etidio.

111.3.3. Secuenciacidn, identificacion y registro de las secuencias

Los productos de PCR fueron purificados con el kit Wizard PCR SV Gel & PCR
Clean-Up System (Promega®) y luego secuenciados por un servicio especializado.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las registradas en la base de

datos GenBank usando el algoritmo BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/;

(Benson et al., 2000) y finalmente depositadas en la Base de datos GenBank mediante la
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web-based data submission tool, Banklt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Banklt, (Benson

et al., 2000).

I11.4. Andlisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA vy el test de Duncan para determinar la existencia de
diferencias significativas del crecimiento de las cepas al ser expuestas a los diferentes
pHs y concentraciones de bilis. Las pruebas estadisticas se realizaron con el Programa

SPSS 15.0 para Windows.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Aislamientos obtenidos y caracteristicas fenotipicas basicas

Los microorganismos aislados a partir de los raspajes de mucosa intestinal fueron
un total de 143, de los cuales se obtuvieron 65 en el medio LAMVAB, 46 en el medio
Beerens y 32 en agar selectivo para Enterococcus.

Las pruebas para conocer caracteristicas fenotipicas basicas mostraron que todos
los microorganismos fueron Gram positivos y catalasa negativos. La morfologia
observada de los aislamientos en LAMVAB y Beerens fue en forma de bacilos solos, de
a pares o0 en cadenas y los obtenidos en agar selectivo para Enterococcus fueron cocos

solos o en cadenas.

IV.2. Identificacion de los microorganismos

Las bacterias identificadas fueron solo aquellas que obtuvieron la mejor
performance en los ensayos de autoagregacion, coagregacion y produccion de
sustancias inhibidoras frente a patdgenos. Los microorganismos que reunian tales

condiciones provenian del medio de aislamiento LAMVAB.

IVV.2.1. Secuenciacion y determinacion de las especies
Las secuencias obtenidas fueron registradas en la base de datos GenBank. Los

resultados y nimeros de acceso se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1: Especies de bacterias acido lacticas aisladas desde el intestino de cerdos.

Cepa Cerdo Especie pb % deidentidad Numero de acceso
DSPV 001C 1 Lactobacillus johnsonii 1466 99% GQ231435
DSPV 002C 3 Lactobacillus reuteri 1471 99% GQ231436
DSPV 003C 4 Lactobacillus agilis 790 97% GQ231437
DSPV 004C 5 Lactobacillus reuteri 803 99% GQ231438
DSPV 005C 1 Lactobacillus agilis 1455 97% GQ231439
DSPV 006C 2 Lactobacillus ruminis 792 99% GQ231440
DSPV 008C 4 Lactobacillus reuteri 804 99% GQ231441
DSPV 009C 4 Lactobacillus agilis 790 97% GQ231442
DSPV 010C 2 Lactobacillus johnsonii 799 99% GQ231443
DSPV 011C 3 Lactobacillus johnsonii 801 99% GQ231444
DSPV 012C 3 Lactobacillus fermentum 1468 99% GQ231445
DSPV 013C 4 Lactobacillus agilis 1457 97% GQ231446
DSPV 014C 5 Lactobacillus salivarius 790 99% GQ231447
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IVV.3. Pruebas in vitro
Los resultados obtenidos en las pruebas de autoagregacion, coagregacion y

produccion de sustancias inhibidoras se muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Ensayos de autoagregacion, coagregacién y produccion de sustancias inhibidoras
utilizando sobrenadantes sin neutralizar el pH.

Coagregacion Inhibicién
=) (1) )
c
o c £ £ £
8 i S s = S S
=4 S = 8 Sk SF Sk 8F
Cepas o S 3 s 08 2§ O0F =5
S 8o TN "D g SO SN
< T > 2> T> TS B> 2>
o =] o o 0L [eiya c c o oL
= [%2] cwm S w o wm S wn c
> EQ g0 EQ0 EO EO @A
< = L 3 3 = i
Lactobacillus johnsonii DSPV 001C 30 30 60 3 - 3 3
Lactobacillus reuteri DSPV 002C 30 120 90 4 3 2 -
Lactobacillus agilis DSPV 003C 60 30 30 5 4 3 2
Lactobacillus reuteri DSPV 004C 30 60 60 - - - -
Lactobacillus agilis DSPV 005C 30 90 30 3 3 3 4
Lactobacillus ruminis DSPV 006C 60 30 60 4 3 4 4
Lactobacillus reuteri DSPV 008C 15 60 60 - 2 3 3
Lactobacillus agilis DSPV 009C 30 30 60 5 5 6 5
Lactobacillus johnsonii DSPV 010C 15 30 30 3 4 4 3
Lactobacillus johnsonii DSPV 011C 30 60 60 4 3 2 4
Lactobacillus fermentum DSPV 012C 60 90 30 3 3 5 2
Lactobacillus agilis DSPV 013C 90 60 30 4 4 4 3
Lactobacillus salivarius DSPV 014C 60 30 30 5 5 4 5

@: En min que necesitd la cepa para agregar o coagregar.
@: En mm que poseia el halo de inhibicién sobre el microorganismo indicador utilizado.
(-): No se observo halo de inhibicion.
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I1VV.3.1 Autoagregacion

Las cepas fueron capaces de autoagregar en su totalidad a diferentes tiempos
(tabla 2). L. johnsonii DSPV 010C y L. reuteri DSPV 008C lo hicieron rapidamente (15
min), L. agilis DSPV 013C empleo el mayor tiempo (90 min) y los microorganismos

restantes lo hicieron en tiempos que fueron de 30 a 60 min.

1VV.3.2. Coagregacién con patogenos

Los 13 Lactobacilos fueron positivos a la prueba de coagregacion. L. reuteri
DSPV 002C, L. agilis DSPV 005C y L. fermentum DSPV 012C coagregaron entre 90 a
120 min frente, al menos, a uno de los patogenos utilizados (tabla 2), mientras que el

resto de las cepas lo hicieron entre los 30 a 60 min.

1V.3.3. Produccion de sustancias inhibidoras

Los ELC de todos los microorganismos causaron algun grado de inhibicion
cuando fueron utilizados sin neutralizar, exceptuando a L. reuteri DSPV 004C (tabla 2).
Sin embargo, cuando fueron neutralizados no se encontr6 efecto inhibitorio.

Las cepas que originaron mayores halos fueron L. agilis DSPV 009C y L.
salivarius DSPV 014C y las restantes inhibieron en menor medida a los cuatro

patdgenos dando halos de inhibicion més pequefios (tabla2).
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1VV.3.4. Crecimiento en bilis

IVV.3.4.1. Tiempo utilizado para alcanzar 0,3 de DO

El 38% de las cepas estudiadas (5 de 13) alcanzaron la densidad dptica de 0,3 en
las concentraciones del 1% al 4% de bilis en menos de 12 h y ellas fueron L. johnsonii
DSPV 001C, L. reuteri DSPV 002C, L. reuteri 004C, L. ruminis DSPV 006C y L. agilis
DSPV 010C. De estas, solo dos alcanzaron el parametro de densidad predeterminado

entre el 5% al 7% de bilis en menos de 12 horas (tabla 3).

El resto de los microorganismos mostraron ser mas vulnerables a la accion de la

bilis y necesitarian mas de 12 horas para alcanzar el valor 0,3 de DO.

Tabla 3: Tiempo requerido por las cepas para alcanzar una DO de 0,3 a una longitud de onda de

650 nm.
L. jonhsonii L. reuteri DSPV L. reuteri DSPV L. ruminis L. jonhsonii
DSPV 001C 002C 004C DSPV 006C DSPV 010C
Control 5,01 #0,12*°®  447+163*®  632+0,23"®@ 816+1,22@” 715+0,06%@
Bilis1% 7,60+0,042®  792+0372®9  815+0,79°® 10,06 +1,87°© 10,10 +0,04°®
Bilis 2% 7,330,172 ® 7,33+0,17°® 8,44 +0,34°®  743+0,85 @Y 10,93+0,62°©
Bilis 3% 9,48 +0,87%°© 949408729 10,78+0,92°¢© 828+0,17¢®  11,07+0,76°©
Bilis 4% 10,08 +1,32°©Y 10,08 +1,32°@  894+0,52°®  636+054®@ 10,46 +0,10"®
Bilis5% 9,40 +0,10°© > 12 8,99+0,14°®  738+0,35°®% 10,45 + 0,26°®
Bilis 6% 9,82 +0,09" 9 > 12 8,90+0,892°® 794 +0,34°C0 > 12
Bilis 7% 10,71 +0,02 @ > 12 9,06 + 0,56 © > 12 > 12

Todos los valores estan expresados en horas.

abed: Diferencias significativas entre columnas para la misma concentracion de bilis.
@bed: piferencias significativas entre filas para la misma cepa.

L. ruminis DSPV 006C expreso una minima variacion en las distintas
concentraciones y fue la Unica cepa que, exceptuando al 1%, no mostrd diferencias

significativas entre el control y las concentraciones de bilis.
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Los lactobacilos restantes prolongaron el tiempo para alcanzar 0,3 de DO a
medida que aumentaba la cantidad de la bilis, siendo las diferencias significativas entre
el control y el 1% de bilis en todos los casos.

Los controles de todas las cepas evaluadas alcanzaron el valor predeterminado de
DO, realizandolo en diferentes tiempos como muestra el grafico 1. Los
microorganismos mostraron valores de 2,63 h (L. agilis DSPV 009C) a 8,16 h (L.

ruminis DSPV 006C).

Gréfico 1: Tiempo requerido por las cepas lacticas para alcanzar una DO de 0,3 en ausencia de
bilis.
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a9 -

ef

f.e

b,c,d T de L

¢de
c,d,e —|- T
5 | g ¢d

-

ab,¢ a,b,c

ab

-

Tiempo (h)

< < ¢ aC < < C < C C < C o aC
A T (O (O (T (O (T G 0T T 0 Y
& & F F F F FFFF TS
Cepas

a,b,c,d,e,f,g: Diferencias significativas entre columnas (P < 0,05).
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1V.3.4.2. Diferencias de DO en un medio con y sin bilis

Las cepas aumentaron paulatinamente las diferencias de DO a medida que
transcurria el tiempo cuando crecian en los medios con bilis respecto al control. Estas
fueron pequefias en las primeras horas y a partir de la hora 4 comenzaron a ampliarse.
En ese momento podria establecerse un punto de corte, a partir del cual, la mayoria de
los microorganismos mantienen esa tendencia en su crecimiento durante el resto del
ensayo.

Las concentraciones de bilis no hicieron variar en gran forma el comportamiento
de cada BAL (Grafico 2). Las mejores performances dependieron del periodo
observado, sin embargo L. ruminis DSPV 006C fue la menos afectada a lo largo de todo
el ensayo. En el periodo de 5 h a 7 h L. reuteri 004C, L. reuteri DSPV 008C y L. agilis
DSPV 010C, mostraron las mejores condiciones de crecimiento respecto al control,
(solamente fueron superadas por L. ruminis DSPV 006C) mientras que sobre el final del
ensayo (8 h a 11 h) se incorporaron a este grupo L. fermentum DSPV 012C y L.
jonhsonii DSPV 001C quienes mostraron mejor desarrollo (Gréfico 2).

Las cepas que mas disminuyeron el crecimiento en todas las concentraciones de
bilis fueron L. agilis DSPV 003C, L. agilis DSPV 005C, L. reuteri DSPV 009C y L.

agilis DSPV 013C (Gréfico 2).
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Gréfico 2: Diferencias de DO respecto al control de las cepas lacticas que crecieron entre el 1%

al 7% de hilis.
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1VV.3.4.3. Estudio de parametros de crecimiento

El estudio incluyé 13 cepas de las cuales L. johnsonii DSPV 011C solo pudo
analizarse hasta la concentracion del 3% de bilis, ya que ante mayores cantidades de
bilis, el crecimiento era afectado de forma importante y los datos obtenidos no pudieron

ser introducidos al programa utilizado.

1VV.3.4.3.1. Crecimiento maximo (N-Max)

Los lactobacilos disminuyeron su N-Max con diferencias significativas en las
concentraciones de bilis respecto a sus controles, exceptuando L. reuteri DSPV 002C,
quien no mostré diferencias entre el control y las concentraciones 1% al 6% de bilis y L.
ruminis DSPV 006C, que s6lo establecio diferencias al 4% y 5% pero con un
crecimiento mayor respecto al control (Gréafico 3).

Entre las concentraciones de bilis utilizadas el N-Max de la mayoria de las cepas
sufrio leves modificaciones o no mostr6 cambios. Las excepciones fueron: L. johnsonii
DSPV 011C que disminuy6 con diferencias significativas en todas las concentraciones,
L. agilis DSPV 010C y L. fermentum DSPV 012C que lo hicieron a partir del 5% de
bilis (gréafico 3) y finalmente L. reuteri DSPV 004C la cual mostré la particularidad de
crecer mejor al 6% y 7% de bilis respecto a las restantes concentraciones (excepto al
0%).

La diferencia promedio entre el crecimiento méximo de todos los lactobacilos
entre los controles y el 1% de bilis fue de 0,74 logip UFC/mI, mientras que entre el 1%

y el 7% de bilis fue de 0,02 log;o UFC/ml.
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Gréfico 3: Crecimiento maximo de los lactobacilos expuestos a bilis entre el 0% y el 7%.
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Los microorganismos que alcanzaron valores mas altos en la concentracion del
1% al 6% fueron L. johnsonii DSPV 001C, L. reuteri DSPV 002C, L. reuteri DSPV
004C, L. ruminis DSPV 006C y L. agilis DSPV 010C con un crecimiento mayor de 1,5
logio UFC/mI. Diferencias significativas fueron observadas entre las dos primeras cepas
respecto a las tres ultimas en las concentraciones del 2 y 3%.

Las cepas con menor N-Max fueron L. johnsonii DSPV 011C y L. agilis DSPV
005C. Esta tltima mostro valores bajos en todas las concentraciones y el mayor impacto
negativo en su desarrollo fue en la concentracion de 1% de bilis, con una disminucion

respecto al control de 1,57 logio UFC/m.
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1V.3.4.3.2. Tasa de crecimiento (Mumax)

La Mumax de los lactobacilos estudiados fue afectada por la bilis en forma
variable y se los pudo clasificar en tres grupos de acuerdo al tipo de comportamiento
que tuvieron las cepas frente a este inhibidor (Graficos 4, 5y 6). El primer grupo de
cepas conformado por L. reuteri DSPV 002C, L. johnsonii DSPV 010C y L. johnsonii
DSPV 011C no mostraron diferencias en sus tasas de crecimiento en las primeras
concentraciones de bilis respecto a los controles, para luego descender la Mumax a
medida que se incrementaba la cantidad de bilis o mantenerse sin diferencias
significativas (Gréafico 4).

Gréfico 4: Tasa de crecimiento maximo de las cepas expuestas a concentraciones de 0% y 7%
de bilis (grupol).
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El segundo grupo estuvo integrado por L. johnsonii DSPV 001C, L. reuteri DSPV
004C, L. ruminis DSPV 006C, L. reuteri DSPV 008C y L. salivarius DSPV 014C

mostraron valores mayores respecto a sus controles. En general, se observ6 un aumento
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de la tasa de crecimiento en las concentraciones bajas de bilis para luego descender

paulatinamente en concentraciones superiores (Grafico 5).

Gréfico 5: Tasa de crecimiento maximo de las cepas expuestas a concentraciones de 0% a 7%
de bilis (grupo 2).
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En el tercer grupo la Mumax de los microorganismos fue mayor en los controles
respecto a todos los niveles de bilis y a medida que esta aumentaba, los patrones de los
comportamientos de las cepas fueron diferentes, ya que en algunos casos la tasa fue
mayor en altas concentraciones respecto a las bajas y en otros a la inversa o no hubo

grandes variaciones (Gréafico 6).
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Gréfico 6: Tasa de crecimiento maximo de las cepas expuestas a concentraciones de 0% a 7%
de bilis (grupo 3).
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Las cepas que manifestaron una tasa mayor en las concentraciones de bilis fueron
L. johnsonii DSPV 001C y L. reuteri DSPV 008C y el caso inverso sucedié con L.
reuteri DSPV 002C, L. agilis DSPV 005C y L. fermentum DSPV 012C como se observa

en la tabla 4.
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Tabla 4: Tasa de crecimiento (log;o UFC/hora) de los lactobacilos estudiados.
Cepa Control Bilis 1% Bilis 2% Bilis 3% Bilis 4% Bilis 5% Bilis 6% Bilis 7%
L. johnsonii DSPV 001C  1.69 +0,05*@  1.87+0,03°®  1.68+0,04>*®  1.58+0,01"Y 1.60+0,05°” 1.46+0,05°Y 1.45+0,04*® 1.23+0,17%"9®
. reuteri DSPV 002C 0.973+0,29*"“Y  1.17+0,16°? 0.96 + 0,03**“?) 0.83+0,00**®9 0.75+014%@* 0,67 +0,11°*” 054+0,12°®  0.62 + 0,05

. agilis DSPV 003C

. reuteri DSPV 004C

. agilis DSPV 005C

. ruminis DSPV 006C

. reuteri DSPV 008C

. agilis DSPV 009C

. johnsonii DSPV 010C

. johnsonii DSPV 011C

. fermentum DSPV 012C

. agilis DSPV 013C

r r r - - - - - - - -

. salivarius DSPV 014C

1.72 + 0,06°®
0.94 + 0,04*°@
2.01+ 0,31
0.86 + 0,07°@"
0.9 +0,15*°@
1.98 +0,18%@
1.27 +0,02°®)
1.19 + 0,24"°®)
1.42 + 0,169
1.80 +0,1°®

1.32 +0,07%@P

1.35 +0,03%%®
1.38 + 0,059
0.78 +0,04°@
1.22 + 0,130
2.12 + 0,130
0.8 + 0,04%@
1.08 +0,01°@"
1.08 +0,14°@")
0.74 + 0,2°@D
1.43 +0,06°@

2.09 + 0,11

1.10 + 0,03*PcC.cd

1.24 + 0,01><4®)

0.80 + 0,04%°@

1.95 + 0,05°®
1.30 + 0,12%9®

1.10 + 0,05%P<®)

0.89 +0,21*>")

0.75 + 0,043@:D

1.15 + 0,05*P<c@bo)

3.05 +0,86"@

1+ 0,07°cd@D

1.21 + 0,13%®

0.94 0,16

1.04 + 0,06*><C4®) g 94 + 0,03%P°)

1.72 + 0,06°%
1.4 +0,36°®
1.07 +0,24%9@0)
0.79 £ 0,06*°@
0.73 + 0,06°®"
1.04 +0,07>%4@

1.48 + 0,08"9®

1.12 +0,06°9C%
1.22 +0,06'®
0.93 + 0,26"@
1+ 0,170
1.60 + 0,06°¢9
1.26 +0,07°®
1.25 +0,01°®
Nd
0.68 + 0,06°@
1.19 + 0,049

1.54 + 0,05°®

1.21 +0,03°@
1.19 +0,04°®
1.2 +0,16""
1.18 +0,1°®"
1.54 +0,05%
1.54 +0,12°®
1.12 +0,14°®
Nd
0.67 +0,06°@
1.22 +0,04°C

1.52 + 0,03°®

1.05 + 0,08°®©
1.18 + 0,02°<®)

1.06 + 0,120¢@0)

1.13 + 0,05>¢@eD

1.46 +0,03%°®9
1.26 + 0,09°%®
1.21 +0,2°°®)
Nd
0.63 + 0,2°@
1.07 +0,12"¢@"

1.02 + 0,05°@

0.90 + 0,09"¢4®
1.03 + 0,06%%¢@
0.81 + 0,10*P<®
0.73 +0,03*"®
1.39 + 0,04%®

1.28 + 0,3"9®

0.85 + 0,14%P¢d@

Nd

0.94 % 0,18"%®)

1.08 + 0,01%¢@0)

0.88 + 0,03"%9@

abedefd: piferencias significativas entre microorganismos para la misma concentracién de bilis (P < 0,05).
@beded: Diferencias significativas entre filas para la misma cepa (P < 0,05).

Nd: No fue determinado.

56



Bertozzi, Ezequiel -2012 -

Bertozzi, E. (2012)

1V.3.4.3.3. Tiempo de latencia (t-lag)

Las cepas aumentaron progresivamente su fase lag a medida que se incrementaba
la concentracion de bilis. En todos los microorganismos hubo diferencias significativas
entre el 0% vy el resto de las concentraciones de bilis, exceptuando L. agilis DSPV 009C
y L. reuteri DSPV 002C. Esta ultima cepa solo tuvo diferencias entre el control y el 7%

de bilis.

Gréfico 7: Duracion de la fase lag de las cepas aisladas para las distintas concentraciones de
bilis.
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L. reuteri DSPV 002C, L. agilis DSPV 005C, L. reuteri DSPV 008C y L. agilis
DSPV 009C fueron las menos afectadas en la concentracion mas baja de bilis respecto a
sus controles (Grafico 7).

L. ruminis DSPV 006C utiliz6 el menor tiempo en las concentraciones del 2% al

7% y en todas ellas el tiempo de latencia fue inferior a las 2 h. Los microorganismos
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que prolongaron mas su adaptacion al medio para comenzar a crecer fueron L. johnsonii
DSPV 001C, L. johnsonii DSPV 010C y L. johnsonii 011C (Grafico 8) con diferencias

significativas sobre los demas y los restantes utilizaron tiempos intermedios.

Gréfico 8: Comparacion del tiempo de latencia de las cepas L. johnsonii aisladas en
comparacion con L. ruminis DSPV006C para las concentraciones de bilis mas bajas.
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ab¢d: piferencias significativas entre microorganismos para la misma concentracion de bilis (P < 0,05).

IVV.3.5. Crecimiento en &cido

Los resultados de los ensayos de crecimiento a un pH de 2 y 3 no pudieron
introducirse al programa Microfit® Esto se debi6 a que el desarrollo microbiano fue
insignificante (Grafico 9 y 10) y por lo tanto los datos obtenidos no pudieron ser
introducidos al programa empleado. Es por ello que solo fueron utilizados los valores de
pH 4, 5y 6,5 para evaluar los parametros del crecimiento microbiano.

El gréfico 9 muestra el cambio de densidad dptica de microorganismos expuestos

apH 2,3, 4,5y 6,5 (control).
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Gréfico 9: Lactobacilos que crecieron modificando < 0,9 la densidad 6ptica a pH 6,5.
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Gréfico 10: Lactobacilos que crecieron modificando > 0,9 la densidad 6ptica a pH 6,5.
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1VV.3.5.1. Crecimiento maximo (N-Max)

Los microorganismos disminuyeron su N-Max en diferentes magnitudes al ser
expuestos a pH 4 respecto a los restantes pHs. L. fermentum DSPV 012C fue la
excepcién a este comportamiento y la Unica cepa que no mostro diferencias estadisticas

entre el pH 4 y el 6,5 (Grafico 11).

Gréfico 11: Crecimiento méaximo de los lactobacilos expuestos a diferentes pHs.
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Las cepas con mayor crecimiento fueron L. reuteri DSPV 002C, L. agilis DSPV
003C, L. agilis DSPV 005C y L. agilis DSPV 013C. En cuanto a L. ruminis DSPV
006C su crecimiento no alcanz6 a los 7 log;o UFC/ml a pH 4 y demostré los menores
valores en este parametro, seguido por L. johnsonii DSPV 010C. Finalmente, el menor
impacto negativo sobre su crecimiento respecto al control (pH 6,5) lo tuvieron L.
fermentum DSPV 012C y L. reuteri DSPV 002C, el cual disminuyé sélo 0,12 logio

UFC/ml.

61



Bertozzi, Ezequiel -2012 -

Bertozzi, E. (2012)

1VV.3.5.2. Tasa de crecimiento (Mumax)

La Mumax de los microorganismos mostré menor variabilidad entre las cepas a
medida que disminuia el pH. Esto lo demuestra el hecho que la mayor amplitud de
valores entre dos cepas a pH 4 fue de 0,59 logio UFC/h mientras que a pH 5y 6,5 fue de
1,43 logip UFC/h y 1,33 logio UFC/h respectivamente. La totalidad de los lactobacilos
mostraron diferencias significativas entre el pH mas bajo y los dos superiores (Gréafico

12).

Gréfico 12: Tasa de crecimiento maximo de los lactobacilos expuestos a diferentes pHs.
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L. fermentum DSPV 012C a pH 4 y 5 obtuvo el mayor valor de la tasa con
diferencias sobre el resto de los microorganismos.

Las cepas estudiadas pueden nuclearse en tres grupos de acuerdo al
comportamiento expresado frente a los diferentes pHs. Un grupo fue aumentando la tasa

de crecimiento maxima a medida que se acrecentaba el pH (L. johnsonii DSPV 001C, L.
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agilis DSPV 005C, L. ruminis DSPV 006C, L. reuteri DSPV 009C, L. agilis 010C y L.

salivarius DSPV 014C). Otro grupo no mostro diferencias de crecimiento entre los dos

valores de pHs superiores (5 y 6,5) y finalmente el ultimo grupo integrado sélo por L.

fermentum DSPV 012C quien obtuvo un valor superior en el pH 5 respecto al control.

1V.3.5.3. Tiempo de latencia (t-lag)

Los microorganismos mostraron dos tipos de comportamiento en cuanto a su

tiempo de latencia. Por un lado, algunas cepas disminuyeron el tiempo de la fase lag a

medida que aumentaba el pH, mientras que otras lo hicieron a la inversa. Sin embargo,

en ambos casos las diferencias mayores se dieron entre el pH 4 y 5 (Gréfico 13).

Gréfico 13: Tiempo de latencia de los lactobacilos expuestos a diferentes pHs.
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El tiempo que necesitaron para comenzar a crecer en forma exponencial a pH 4

fue menor a una hora en L. reuteri DSPV 002C, L. reuteri DSPV 004C, L. agilis DSPV

005C, L. ruminis DSPV 006C, L. reuteri DSPV 008C, L. fermentum DSPV 012C y L.

salivarius DSPV 014C. Los microorganismos que mas tiempo demoraron en comenzar
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su crecimiento fueron L. johnsonii DSPV 011C y L. johnsonii DSPV 010C con 13,8 hy

8,1 h respectivamente, mientras que el resto de las cepas lo hicieron entre 3y 6 h.

I1VV.3.6. Evaluacion del crecimiento en condiciones dptimas

1VV.3.6.1. Crecimiento maximo (N-Max)

Las cepas que alcanzaron mayor desarrollo fueron L. agilis DSPV 005C vy L.
reuteri DSPV 009C con valores de 8,7 logio UFC/ml estableciendo diferencias
significativas sobre el resto de los microorganismos. En el otro extremo, con los
menores crecimientos se encontraron L. ruminis DSPV 006C, L. fermentum DSPV
012C y L. agilis DSPV 013C los cuales no alcanzaron los 8 logi;p UFC/mI. Las cepas
restantes obtuvieron un crecimiento maximo que estuvo entre 8,33 y 8,6 logi;p UFC/ml

(Grafico 14).

Grafico 14: Crecimiento maximo de los lactobacilos en MRS.
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a,b,c,d,e,f: Diferencias significativas entre microorganismos (P < 0,05).
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IV.3.6.2. Tasa de crecimiento (Mumax)

La Mumax fue mayor para las cepas L. johnsonii DSPV 001C, L. agilis DSPV
003C, L. agilis DSPV 005C y L. reuteri DSPV 009C con valores superiores a 1,5 logio
UFC/h. En el otro extremo, obteniendo una tasa menor a 1 log;o UFC/h, se situaron L.
ruminis DSPV 006C, L. reuteri DSPV 008C y L. reuteri DSPV 004C y los
microorganismos restantes tuvieron un comportamiento intermedio con valores entre 1

y 1,5 logip UFC/h (Grafico 15).

Graéfico 15: Tasa de crecimiento maximo de los lactobacilos en MRS.
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a,b,c,d,e,f: Diferencias significativas entre microorganismos (P < 0,05).

1VV.3.6.3 Tiempo de latencia (t-lag)

Las cepas que mostraron los tiempos de latencia mas cortos fueron L. ruminis
DSPV 006C (0,2 h), L. fermentum DSPV 012C (0,31 h) y L. agilis DSPV 013C (0,31 h)
con diferencias significativas frente al resto. Estas BAL junto a L. reuteri DSPV 009C

(0,8 h) fueron las Unicas que cuyo t-lag fue inferior a 1 h (Grafico 15).
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Los microorganismos que mas prolongaron su latencia fueron L. johnsonii DSPV
001C y L. johnsonii DSPV 010C y los lactobacilos restantes obtuvieron valores
intermedios de tiempo entre 1,2 h a 1,7 h sin diferencias estadisticas entre ellos (Grafico

16).

Gréfico 16: Tiempo de la fase lag de los lactobacilos en MRS.
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a,b,c,d,e,f : Diferencias significativas entre microorganismos (P < 0,05).
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V. DISCUSION

El medio LAMVAB demostro cualidades valiosas para el aislamiento de cepas
potencialmente prébioticas las cuales pertenecieron al género Lactobacillus. Los
microorganismos identificados no incluyeron algunas especies de lactobacilos citadas
por otros autores (Leser et al., 2002; Korhonen et al., 2007) como predominantes en el
tracto gastrointestinal de los cerdos. Este hallazgo podria deberse a que en los trabajos
consultados utilizaron otras técnicas de aislamiento, junto a otros factores como es la
influencia dietaria y medioambiental que afecta a los integrantes de la flora indigena de
los cerdos. La identificacion se realiz6 en una porcion limitada de exponentes
microbianos obtenidos a partir de un trabajo de seleccion que se llevo a cabo en un
numero importante de aislamientos. Gran parte de los aislamientos que integraban la
flora porcina no fue identificada por considerarla inapropiada o de inferiores
condiciones que las cepas seleccionadas. Esto inevitablemente produjo un sesgo en
cuanto al tipo de microorganismos que fueron identificados e informados en este trabajo
y explica, de alguna manera, porque no estan presentes ciertas especies citadas por otros
autores como integrantes de la microbiota normal de los cerdos.

Las especies identificadas tuvieron un porcentaje de homologia entre el 97% y
99% respecto a las presentes en el GenBank; valores similares a los encontrados por
Soto et al. (2010). Los resultados obtenidos validan el método utilizado en el
aislamiento del ADN bacteriano, la posterior amplificacion del gen especifico y
finalmente la secuenciacion del mismo. Las especies de lactobacilos encontradas fueron
6 y coinciden con las aisladas por otros autores en intestino de cerdos. Las BAL

identificadas como L. reuteri y L. johnsonii son lactobacilos predominantes del intestino
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de cerdos sanos (Leser et al., 2002). L. agilis y L. salivarius son encontrados en
poblaciones microbianas intestinales de cerdos, pero en menor magnitud que los
anteriores (Korhonen et al. 2007; Leser et al. 2002). Al Jassim (2003) determino que L.
ruminis es la BAL predominante del intestino grueso de cerdos, cumpliendo una
importante funcion en la ecologia microbiana del mismo. L. fermentum ha sido aislado
en muchas especies de mamiferos y aves y Lin et al. (2007) la identificaron como la
principal BAL del tracto gastrointestinal de aves de corral y porcinos. Las especies
identificadas son parte de la microbiota indigena de cerdos de distintos origenes lo que
muestra su potencial para establecerse en el TGl aunque deberia realizarse una
comprobacion in vivo. La informacion existente sobre las propiedades probioticas de
cepas de L. reuteri, L. johnsonii, L. salivarius y L. fermentum es abundante, sucediendo
lo inverso con L. ruminis y L. agilis donde es escasa. La division del género
Lactobacillus de acuerdo a la asignacion filogenética brindada por Vandamme et al.
(1996) coloca a L. johnsonii dentro del grupo L. delbrueckii y al resto de las especies
identificadas en el grupo L. casei-Pediococcus con representantes de los tres fenotipos
(tipo de fermentacion). Las especies identificadas muestran de esta forma la diversidad
de nichos que podrian ocupar para ser utilizadas en un indculo multiespecie.

La autoagregacion es una propiedad de superficie que puede utilizarse para iniciar
el estudio de las interacciones microbianas (Frizzo, 2007). Hay una asociacion entre la
habilidad de los lactobacilos para adherirse al epitelio intestinal y la actividad de
agregacion (Wadstrom et al., 1987). La presencia de esta caracteristica en los
microorganismos permitiria entrever la habilidad para adherirse e interactuar con la
pared intestinal (Del Re et al., 2000; Bertozzi et al., 2007). La capacidad de las bacterias

para adherirse al epitelio intestinal juega un papel importante en la colonizacion del

69



Bertozzi, Ezequiel -2012 -

Bertozzi, E. (2012)

tracto gastrointestinal, evitando ser eliminadas por el peristaltismo y les proporciona una
ventaja competitiva frente a la microbiota intestinal (Crociani et al., 1995; Alander et
al., 1997). Los microorganismos con este comportamiento pueden competir por los
sitios de fijacion frente a patdgenos causantes de diarreas y estimular el sistema inmune
local y sistemico. Castagliuolo et al. (2004) demostraron que es indispensable la
autoagregacion por parte de las bacterias para ejercer su efecto protector en las colitis.
Este ensayo sirve también de tamiz para descartar microorganismos durante la seleccion
(Maldonado et al., 2009), ya que las cepas con ausencia de esta caracteristica funcional
dificilmente se adhieran y persistan en el tubo digestivo en estudios in vivo, tal como lo
demostraron Cesena et al. (2001). La totalidad de los lactobacilos identificados fueron
positivos a la agregacion y serian capaces de adherirse al epitelio intestinal y efectuar su
accion competitiva frente a bacterias potencialmente productoras de diarreas. La
autoagregacion segun la clasificacion propuesta por Bujnakova & Kmet (2002) en
ningun caso fue lenta, demostrando una alta potencialidad de las cepas para adherir a las
paredes intestinales y formar biofilms protectores. Algunas cepas que han obtenido
buenos resultados in vitro, no lo han confirmado in vivo (Morelli, 2007). Por lo tanto,
habria que realizar pruebas in vivo para confirmar la habilidad de las cepas
seleccionadas para colonizar el intestino de los cerdos (Cesena et al., 2001).

La habilidad de las bacterias para coagregar frente a microorganismos
perjudiciales puede funcionar como un importante mecanismo contra la infeccion (Reid
et al., 1988). Roselli et al. (2007) y Spencer & Chensson (1994) observaron como los
lactobacilos al coagregar con patdgenos pueden favorecer su remocién e inhibir la
adhesion a las paredes intestinales bloqueando el primer paso en la patogénesis. La

coagregacion no esta asociada necesariamente a la capacidad de autoagregar (Ehrmann
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et al. 2002; Frizzo, 2007) y dependeréa del patogeno utilizado (Soto et al., 2008a), lo que
justifica la realizacion de la prueba con diferentes patdégenos y en aquellas cepas
positivas a la autoagregacion. El presente estudio mostré que Salmonella Dublin DSPV
595 y E. coli DSPV 247T fueron coagregadas por todos los lactobacilos identificados.
En 10 de las cepas la velocidad de coagregacion fue de 30 y 60 min, tiempos
considerados como rapidos y normales por Bujnakova & Kmet (2002), mientras que L.
reuteri DSPV002C, L. agilis DSPV 005C y L. fermentum DSPV 012C lo hicieron en
forma lenta (90 min) frente a por lo menos uno de los patogenos utilizados. Los
resultados permiten entrever potencial actividad de las cepas frente a patdgenos en un
ensayo in vivo. Esta habilidad puede ser modificada por condiciones ambientales o
tecnologicas a las que pueden ser sometidas las bacterias durante la incorporacion a un
alimento, como es la presencia 0 ausencia de oxigeno y los tratamientos térmicos
(Ekmekci et al., 2009). En futuros ensayos, seria de interés incorporar las variables
antes mencionadas para conocer el impacto en la coagregacion de las cepas evaluadas.
La actividad antimicrobiana de las BAL utilizadas como probi6ticos juega un rol
importante en su habilidad para competir con la microbiota residente y modificarla
beneficiosamente (Frizzo, 2007). La misma, puede efectuarse por una serie de
actividades microbianas como: produccién de acido lactico, consumo de los nutrientes
disponibles, disminucion del potencial redox, produccion de peroxido de hidrégeno y
produccion de sustancias inhibidoras especificas como bacteriocinas (Havenaar et al.,
1992). A pesar de las limitaciones de las pruebas in vitro, en una primera etapa son
utiles como elemento de seleccion en la deteccion de cepas probidticas (Annuk et al.,
2003). Existe una alta correlacion entre el poder inhibitorio de los lactobacilos y la

produccion de &cidos organicos, cuya accion antimicrobiana frente a patdgenos fue
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demostrada en mdaltiples publicaciones (Brashears et al., 1998; Ogawa et al., 2001;
Servin, 2004). Si bien, la actividad antagonica entre microorganismos es generalmente
especie especifica, las bacterias Gram negativas son mas sensibles a los acidos
organicos producidos por los lactobacilos (Alakomi et al., 2000). En el presente trabajo
12 de los 13 microorganismos estudiados inhibieron patdgenos que estan presentes en el
tracto gastrointestinal. El efecto de inhibicion fue debido a la produccion de acido
lactico por parte de las BAL. Los halos producidos por las cepas fueron similares a los
encontrados por Jacobsen et al. (1999) y fueron causados por la accion acida de los
sobrenadantes, ya que al ser neutralizados no se observaron evidencias de su efecto
inhibidor. Las cepas de L. salivarius DSPV014C y L. agilis DSPV009C fueron las que
mayor inhibicion produjeron en las especies de salmonellas utilizadas, tal como
determinaron Casey et al. (2004) y Van coillie et al. (2007) en cepas obtenidas de
bovinos y de aves respectivamente. Sin embargo, L. reuteri mostré gran variabilidad en
la inhibicion coincidiendo con los datos reportados con Van coillie et al. (2007). La
capacidad para producir acidos organicos se modifica de acuerdo al ambiente donde se
desarrollan los microorganismos (Annuk et al., 2003) y el tipo de fermentacion que
realicen (Vandamme, 1996). El ensayo fue efectuado en condiciones de aerobiosis y sin
competencia con otros microorganismos, a diferencia del intestino donde existe
anaerobiosis y gran competencia microbiana por los sustratos, los cuales podrian
modificar la produccién de &cidos por las cepas. La fuente principal de hidratos de
carbono suministrada en el ensayo in vitro fue la glucosa, mientras que en el TGI existe
una gran variedad de monosacaridos. Las bacterias utilizadas pertenecieron a los tres
grupos de fermentacion (homofermentativas, heterofermentativas facultativas y

heterofermentativas) lo cual posibilita la utilizacion de sustratos variados a través de
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vias metabdlicas diferentes para producir diversas sustancias como resultado de su
metabolismo celular. Asi, es conocido que las bacterias heterofermetativas facultativas
utilizan la glucosa produciendo &cido lactico y ante la baja disponibilidad de ésta
fermentan hexosas sintetizando entre otras sustancias acido acéetico (Vandamme et al.,
1996) el cual tiene un poder inhibitorio mayor que el &cido lactico (Ouwehand, 1998).
De todas maneras, se ha demostrado una alta correlacion entre la produccion de acido
lactico y la inhibicion de cepas de Salmonellas (Van coillie et al., 2007). El estudio
realizado permitio seleccionar potenciales cepas probioticas teniendo en cuenta la
capacidad de inhibicion de las mismas aunque dista de brindar precisiones sobre el
poder inhibitorio que tendran en el intestino. Por lo tanto, sera de interés realizar un
estudio bajo las condiciones que estan presentes en el intestino para tratar de cuantificar
la capacidad de produccion de acidos y el efecto inhibitorio causado sobre otras cepas
de interes.

En la bibliografia hay disponible numerosos trabajos sobre microorganismos
expuestos a bilis de diferentes especies animales (Gilliland et al., 1984; Chateau, 1994;
Hyronimus et al., 2000; Liong & Shah, 2005), los cuales han presentado sus resultados
de crecimiento bacteriano mostrando el tiempo que requirieron las cepas expuestas a la
bilis para alcanzar una determinada DO. Los lactobacilos resisten en forma diversa a la
bilis, siendo la cepa un factor importante de variacion (Chateau et al., 1994). En el
presente trabajo fue encontrada una gran variabilidad entre los lactobacilos y entre cepas
de L. Johnsonii y L. reuteri. En ambas especies se estudiaron tres ejemplares,
comportandose de tres maneras diferentes. Uno de ellos creci6 alcanzando la DO de 0,3
en todas las concentraciones de bilis, otro lo hizo en las méas bajas y la Gltima sélo pudo

alcanzar el parametro predeterminado en ausencia de bilis. Chateau et al. (1994)
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mostraron que la mitad de las cepas de Lactobacillus estudiadas retrasaron su
crecimiento mas de una hora en un medio con bilis respecto a uno sin ella. En los
microorganismos evaluados en el presente trabajo las diferencias fueron de hasta 3,5 h
en las 5 cepas con crecimiento mas rapido, pero con una concentracion 3 veces mayor
de bilis y un indculo inicial del 1,3% a diferencia del estudio citado el cual fue del 10%.
Gilliland et al. (1984) obtuvieron un retraso de mas de 3 h en varias cepas de L.
acidophilus expuestas a 0,3% de bilis, similar al retraso encontrado en el presente
trabajo en la concentracion al 1%. El grado de resistencia a la bilis es importante para
seleccionar microorganismos probioticos (Gilliland et al., 1984). La metodologia
utilizada permitid distinguir cepas con distintos grados de tolerancia a la accion biliar,
en la cual L. johnsonii DSPV 001C, L. reuteri 004C y L. ruminis DSPV 006C fueron las
mas resistentes en todas las concentraciones de bilis mientras que L. reuteri DSPV
002C y L. jonhsonii DSPV 010C mostraron una tolerancia méas baja. Este tipo de
analisis de los resultados brindé informacién sobre la tasa de crecimiento y el desarrollo
maximo que podrian tener las cepas durante las primeras horas de su llegada al
intestino. Ademas, permitié seleccionar las cepas con diferentes capacidades para
resistir la accion biliar.

Las cepas fueron comparadas utilizando los valores de DO del control respecto de
las concentraciones de bilis (Mustapha et al., 1997) y se observé lo sucedido a través
del tiempo. Los lactobacilos utilizados, si bien pertenecian a 6 especies diferentes,
mostraron comportarse de manera similar, indicando que al exponerlos al 1% de bilis se
proporciond una buena aproximacion de lo sucedido en concentraciones superiores. Ello
fue determinado al observar que cada cepa obtuvo diferencias de crecimiento entre el

medio con bilis y su respectivo control, las cuales se modificaban escasamente a medida
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que crecia la concentracion de bilis. En la hora 4 del ensayo las BAL marcaron la
tendencia de comportamiento que tendrian en las siguientes horas. A partir de la hora 8
las diferencias de crecimiento respecto a los controles variaron escasamente, debido a
que en el medio sin bilis los microorganismos estaban finalizando su fase exponencial,
mientras que en el medio con bilis todavia continuaba el crecimiento bacteriano. L.
ruminis DSPV 006C fue la menos afectada a lo largo de todo el ensayo y en las
primeras horas L. reuteri 004C, L. reuteri DSPV 008C y L. jonhsonii DSPV 010C
mostraron un comportamiento similar. Al final del ensayo L. fermentum DSPV 012C y
L. jonhsonii DSPV 001C fueron las menos afectadas. En el otro extremo se situaron las
cepas L. agilis DSPV 003C, L. agilis DSPV 005C, L. reuteri DSPV 009C y L. agilis
DSPV 013C que fueron las que mas disminuyeron el crecimiento. Los resultados
posibilitaron conocer el impacto en el crecimiento ante la presencia de bilis en relacion
a condiciones optimas y el grado de tolerancia de las cepas. La metodologia tiene como
limitante el hecho de no mostrar los valores absolutos alcanzados, los cuales pueden ser
altos, a pesar de haber disminuido fuertemente el crecimiento respecto al control. Por
ello, actla en detrimento de aquellas cepas que se desarrollan de mejor forma sin bilis.

El estudio de los parametros de crecimiento microbiano ha sido empleado con
poca frecuencia para los estudios de seleccion de cepas probidticas. Ahn et al. (2003)
analizaron microorganismos expuestos a un &cido biliar en una Unica concentracion
obteniendo pardmetros de crecimiento, mientras en el presente trabajo se expusieron las
cepas a bilis completa en numerosas concentraciones.

Para el caso del crecimiento méximo las cepas fueron divididas en dos grupos en
base al desarrollo obtenido en las condiciones utilizadas, las de mayor y menor

crecimiento. En ambos grupos existieron cepas de la misma especie, demostrando que la
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capacidad para crecer en bilis fue dependiente de cepa. Los resultados reportados son
similares a los encontrados por Gotcheva et al. (2002) que utilizaron una concentracién
méaxima del 2% de bilis. Ademas, existié una heterogeneidad moderada entre cepas de
las especies L. agilis, L. johnsonii y L. reuteri como lo observaron Chateau et al. (1994).

La Mumax de las cepas, ante la presencia de bilis, mostré6 un aumento, una
disminucion marcada o no fue modificada. En el primer caso los microorganismos
fueron L. jonhsonii DSPVO001C, L. reuteri DSPV 004C, L. reuteri 008C y L. salivarius
014C, los cuales tuvieron una tasa de crecimiento mayor en bilis respecto a los
controles, la misma descendia en forma gradual a partir del 1% de bilis. En estas cepas
la fase de crecimiento exponencial fue mas corta y el t-lag mas prolongado, por ello, la
tasa de crecimiento no fue suficiente para alcanzar los valores de crecimiento del
control. Aunque tuvieron la capacidad de crecer rapidamente ante el stress generado por
la bilis, lo hicieron por un lapso acotado de tiempo. L. ruminis DSPV 006C también se
ubico en este grupo pero fue la que se adaptdé mejor al medio con la presencia de bilis
alcanzando valores de crecimiento méaximo superiores al control y tiempos menores de
la fase lag respecto al 0% de bilis. Las cepas de los lactobacilos de la misma especie
tuvieron comportamientos similares en la tasa de crecimiento a diferentes
concentraciones. Sélo se diferenciaron en los valores absolutos pero siguieron una
tendencia similar durante el ensayo. Sanchez et al. (2007) y Tsuda et al. (2007)
expusieron sélo la Mumax como Unico parametro de crecimiento. Esto representa una
vision parcial y puede llevar a errores a la hora de considerarlo en la seleccion de una
cepa probidtica, ya que el efecto de la bilis puede hacer que la tasa de crecimiento sea
mayor pero en un periodo de tiempo menor al del control. Por ello, una Mumax mayor

pero por un corto periodo de tiempo puede resultar en un crecimiento méaximo inferior y
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la fase lag puede durar un tiempo mayor. Ademas, es cuestionable el célculo que
realizan los autores citados para obtener el parametro, en donde utilizan los porcentajes
de la tasa de crecimiento en bilis respecto al control. Los valores absolutos fueron
similares e incluso superiores a los encontrados por Ahn et al. (2003) a pesar de que en
el presente trabajo fue utilizada una mayor concentracion de bilis. Las cepas estudiadas
mostraron que la Mumax no fue inversamente proporcional al aumento de la bilis
cuando las concentraciones de ésta fueron altas.

La fase de latencia abarca el lapso de tiempo entre la inoculacion y el momento en
que se alcanza la tasa de division maxima (Schlegel, 1997), donde existe un aumento de
la masa individual de los microorganismos, y es el momento en el cual los mismos
preparan su maquinaria biosintética y de adaptacion al medio para comenzar la
replicacion. Los microorganismos prolongaron la fase lag a medida que aumenté la
concentracion de bilis debido a que el tiempo utilizado para adaptarse a un medio de
cultivo es mayor ante la presencia de inhibidores del crecimiento y mayor ain a medida
que la concentracién del mismo es superior. Los resultados se condicen con los
encontrados por Ahn et al. (2003) a bajas concentraciones.

Los resultados del crecimiento fueron abordados de diferentes formas y en base a
ello se pudo determinar que las cepas estudiadas crecieron en todas las concentraciones
de bilis alcanzando valores finales altos. Todo ello permitié obtener datos acerca de la
capacidad de crecimiento que poseerian estos microorganismos frente a este inhibidor
en el TGI, si bien existen in vivo diversos factores que pueden atenuar el efecto de la
bilis. La actividad antibacteriana de la bilis puede ser inferior a la observada in vitro, ya
que en el intestino puede formar micelas y no estar libre para interactuar con las células

bacterianas (Begley et al., 2005). Ademas, los alimentos presentes en el tubo digestivo
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pueden generar microambientes que evitan la exposicion de las bacterias a la bilis o bien
componentes de los alimentos que pueden ligar acidos biliares y evitar la accion toxica
que afecta la supervivencia microbiana. La variabilidad en la susceptibilidad a la accién
de la bilis es dependiente de la especie y de la cepa involucrada (Gilliland et al., 1984;
Mishra & Prasad, 2005), como fue demostrado en el presente trabajo. Las seis especies
incluidas en este estudio mostraron diferentes respuestas a la accion biliar e incluso
entre las cepas de L. johnsonii, L. agilis y L. reuteri. La informacion sobre la posible
correlacion entre el hospedador de la cepa aislada y su resistencia a la bilis es escasa.
Morelli (2007) determind que la especie bacteriana es de mayor importancia que la
ecologia de donde es originaria y solamente a valores extremos puede existir una
influencia del origen. De todas maneras es de esperar que los microorganismos aislados
desde los alimentos tengan menor posibilidad de resistir altas concentraciones de bilis.
Las cepas estudiadas fueron aisladas desde el ileon porcino y se observo un alto nivel de
resistencia. Los reportes de la composicion de los fluidos biliares y su concentracion en
el intestino de diferentes especies animales son limitados (Lin et al., 2007; Kim et al.,
2007). En los ensayos realizados se utiliz6 bilis de origen bovino, la cual posee un poder
inhibitorio inferior que la de origen porcino (Morelli, 2007; Dunne et al., 2001; Du toit
et al., 1998; Grill et al., 2000). La causa de ello es que la bilis bovina contiene
principalmente sales biliares trihidroxiconjugadas, mientras en la porcina son
dihidroxiconjugadas (Begley et al., 2005), las cuales pueden traspasar mas rapidamente
la membrana lipidica de las células (Grill et al., 2000). Las maximas concentraciones de
bilis que se podrian encontrar en el intestino son de 4% (Novik et al., 2006), pero
normalmente son varias veces inferiores. Estos aspectos fundamentan haber utilizado un

amplio espectro de concentraciones de bilis, algunas de ellas superiores respecto a la
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utilizada en la mayoria de la bibliografia consultada y probablemente a las encontradas
in vivo. El ensayo fue exigente utilizando desde el 1% al 7% de bilis en las cuales las
bacterias desarrollaron y demostraron su alta resistencia creciendo al 7% de bilis. Casey
et al. (2004) y Kim et al. (2007) demostraron que cepas de L. reuteri y L. johnsonii
toleraban la bilis porcina al 5%, pero sin cuantificar los resultados de una manera que
permitan ser comparados con los obtenidos en el presente estudio.

Existe abundante bibliografia que estudia la resistencia a la bilis pero es escasa la
que evalua el crecimiento en bilis en altas concentraciones y por periodos prolongados.
Los trabajos de Gotcheva et al. (2002), Ehrmann et al. (2002) y Jacobsen et al. (1999)
contemplan alguna de las dos variables. La capacidad para crecer en altas
concentraciones de bilis fue demostrada por todas las cepas identificadas, siendo mayor
en algunas de ellas como L. johnsonii DSPV 001C, L. reuteri DSPV 002C, L. reuteri
DSPV 004C, L. ruminis DSPV 006C y L. agilis DSPV 010C. Las cepas con esta
caracteristica podrian desarrollarse y permanecer en mayor nimero respecto al resto de
los microorganismos en las primeras porciones del intestino delgado (Gilliland et al.,
1984), lo cual les daria ventajas competitivas para arribar y establecerse en el intestino
grueso. L. ruminis DSPV 006C expresé una minima variacion de crecimiento ante las
diferentes concentraciones evaluadas y por lo tanto, fue quien mejor tolerd el impacto
de la accion biliar. Ademés, mejoré el crecimiento ante la presencia de bilis, hallazgo
similar al mostrado por Liong & Shah (2005) en algunas cepas de L. casei y L.
acidophilus. Sin embargo, el caso inverso sucedi6 con las tres cepas de L. agilis que
mostraron ser muy sensibles a la bilis, tal como lo demostré Van coillie et al. (2007) en
todas las cepas aisladas desde aves. Gilliland et al. (1984) y Gopal et al. (1996)

reportaron que cepas de L. acidophilus con baja tolerancia a la bilis tendieron a crecer
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mas lentamente en un medio sin ella. Los autores presumen que las cepas que tienen una
fase lag prolongada y un activo sistema de desconjugacion de acidos biliares son mas
susceptibles a la inhibicion, causada por liberar acido coélico durante esta fase. Los
acidos biliares no conjugados como el colico causan un mayor efecto inhibidor del
crecimiento respecto a los conjugados (Cesena et al., 2001) debido a que pueden pasar
mas facilmente a traves de las membranas (Begley et al., 2005). Los resultados en cepas
de L. gasseri obtenidos por Usman & Hosono (1999) muestran resultados
contradictorios a los de Gilliland et al. (1984) y Gopal et al. (1996) ya que algunas
cepas tuvieron un lento desarrollo en bilis y crecieron rapidamente en ausencia de ella.
En el presente estudio también se muestran resultados dificiles de explicar con la
informacidn solamente obtenida en este estudio, debido a que las tres cepas de L. agilis
toleraron menos la bilis pero crecieron rapidamente sin ella y lo inverso sucedio con L.
ruminis DSPV 006C. Los resultados de N-Max de cada cepa muestran escasas
diferencias en las diversas concentraciones, en cambio la fase lag, como era de esperar,
se fue incrementando a medida que aumentaba la concentracion de bilis. Esto puede
explicarse debido a que el t-lag es tomado previo a que la actividad bacteriana pueda
modificar las condiciones del medio como lo es el descenso del pH (Liong & Shah,
2005), si bien existe un buffer en el MRS que amortigua en parte este descenso. En
cambio N-Max es calculado cuando el crecimiento bacteriano ya fue efectuado y en los
ensayos que se utilizo alta concentracion de bilis la baja del pH producida por las
bacterias puede haber disminuido la solubilidad de los &cidos biliares y de esta forma
haberse vista afectada la capacidad de inhibicidn en horas avanzadas donde la actividad
bacteriana produjo gran cantidad de acido. En cerdos adultos el pH en la primera

porcién del intestino puede variar entre 3,5 a 6,5 (Jonsson & Conway, 1992) y es el
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lugar del tubo digestivo donde es mas alta la concentracion biliar. En este trabajo el pH
alcanzado en el medio causado por la produccion de acido bacteriano dificilmente haya
alcanzado el valor mas bajo citado por la bibliografia y por ello, la metodologia
utilizada generé un pH que se aproximaria al existente en el lugar més critico para la
resistencia a la bilis. Aunque en el presente estudio no se realizo la prueba de
desconjugacion de los acidos biliares (BSH), cuya caracteristica podria ser una de las
razones de resistencia a la bilis por parte de las bacterias, es necesario hacer algunos
comentarios al respecto. Existen datos de diversos investigadores que resultan
contradictorios cuando analizan la actividad BSH y su relacion a la tolerancia a la bilis,
algunos establecen que las cepas BSH positivas son mas resistentes a la bilis (De Smet
et al., 1995) mientras que otros no reconocen dicha relacion (Ahn et al., 2003). Las
cepas BSH positivas incorporan los é&cidos biliares conjugados (la bilis posee
aproximadamente 97% de estos) a la célula hidrolizandolo para generar acido colico,
quenodeoxicélico o deoxicdlico por un lado y taurina o glicina por otro. El &cido
deconjugado tiene un efecto inhibidor mas potente que su predecesor conjugado y existe
un sistema dependiente de energia que lo cotransportaria junto a protones fuera de la
célula bacteriana. Los &cidos biliares conjugados con glicina tienen un pKa de 3,9 y
aquellos conjugados con taurina poseen 1,9 mientras que en los no conjugados es de 5,0
(Fini & Roda, 1987). EI MRS posee un pH de 6,5 que va descendiendo a medida que se
desarrollan los lactobacilos y por debajo del pH 6 los acidos biliares no conjugados
comienzan a precipitar por pérdida de la solubilidad en las condiciones del cultivo
(Klaver & Van der Meer, 1993). De esta forma la actividad inhibitoria se puede haber
visto disminuida y perturbada en cierta forma la medicion de DO. In vivo los &cidos

desconjugados son tomados por otras bacterias y trasformados en compuestos mas
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inestables a pH intestinal que precipitan con facilidad, debido a la pérdida de
hidrosolubilidad (Barrett, 2006). EIl presente estudio muestra lo variable que son los
parametros de crecimiento en las cepas y lo dificultoso que es obtener conclusiones sin
caer en errores cuando se tiene informacion limitada. Algunos autores se basan en el
retardo en iniciar el crecimiento de los microorganismos, sin tener en cuenta que a pesar
de ello pueden desarrollarse bien (tolerar bien la bilis). Evaluar solo el tiempo que tarda
una cepa en alcanzar determinado crecimiento, que no es el final (evaluando una
combinacion de t-lag y en parte su Mumax) es actuar en detrimento de los
microorganismos que demoran mas tiempo en adaptarse al medio pero que crecen
produciendo mayor masa bacteriana. Por lo tanto ;qué caracteristica es preferible?
¢Mayor N-Max, mayor Mumax o menor t-lag? ;O bien una combinacién de estos? Es
evidente que la utilizacion de la mayor cantidad de informacion posible nos acercara a
un proceso de seleccion mas adecuado teniendo en cuenta el factor estresante estudiado.
Los resultados obtenidos a bajas concentraciones coinciden a grandes rasgos con los de
otros autores (Ehrmann et al., 2002; Gotcheva et al., 2002 y Lin et al., 2007) y a altas
concentraciones hay escasos trabajos con los cuales se obtuvieron valores similares
(Soto et al., 2008b). Aunque las cepas fueron altamente resistentes a la bilis y desde este
aspecto son aptas para ser utilizadas como probidticos, existen estrategias como la
encapsulacion que pueden mejorar aun mas la viabilidad de los microorganismos.

El pH del estdmago de los cerdos esta influenciado por diversos factores, algunos
de importancia son: el tipo de alimento empleado en la crianza, el momento de
alimentacién y la edad. En términos generales el pH gastrico en lechones pre y post
destete esta entre 3 y 4,9 (Jonsson & Conway, 1992). Lawrence (1970) report6 en

cerdos con diferentes dietas un pH maximo de 3,8 a 4,8 a los 30 min luego de la
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alimentacion, descendiendo gradualmente, para llegar a 2 a las 7,5 h. La alimentacion
post-destete, como suele ser ad libitum, ocasionaria la presencia constante de alimento
en el estomago y por ende el pH del mismo seria relativamente alto. Las bacterias
estudiadas al ser expuestas a pH 2 y 3 tuvieron pequefios aumentos en la densidad
Optica, pero se considero que el método empleado no es lo suficientemente sensible para
adjudicar esos cambios al crecimiento de las cepas, tal como lo hacen Gotcheva et al.
(2002). De todas maneras, Anukam & Koyama (2007) encontraron crecimiento en
recuentos en placa a pesar de haber encontrado una pequefia variacion en la densidad
oOptica. Diversos autores no detectaron desarrollo bacteriano a pH 2,5 y 3 (Jacobsen et
al., 1999; Dunne et al., 2001; Van coillie et al., 2007) en una gran cantidad de especies
de lactobacilos, coincidiendo con el presente estudio. Sin embargo, Du toit et al. (1998)
observaron crecimiento a pH 3 y 4 en cepas de L. johnsonii y L. reuteri en magnitudes
que no fueron publicadas en su trabajo. Los microorganismos del estudio crecieron a
partir de un pH 4 y mostraron, como minimo, una tolerancia moderada a la acidez tal
como era previsible. Los mejores exponentes desarrollaron entre 2,35 - 2,50 logio
UFC/ml por encima del valor inicial como lo hizo L. reuteri DSPV 002C, L. agilis
DSPV 003C, L. agilis DSPV 005C y L. agilis DSPV 013C. Las BAL que mayor
Mumax obtuvieron en el pH 4 fueron L. reuteri DSPV 002C, L. reuteri DSPV 009C, L.
fermentum DSPV 012 y L. agilis DSPV 013C. En el pH 5 las cepas que mejor se
comportaron analizando los tres parametros fueron L. reuteri DSPV 002C, L. agilis
DSPV 003C, L. reuteri DSPV 009C y L. agilis DSPV 013C. Los valores alcanzados de
Mumax por todos los microorganismos tendian a igualarse a medida que el pH
descendia y lo inverso sucedié con N-Max. L. agilis DSPV 005C tuvo la particularidad

de ser el microorganismo que mas crecid en las diferentes condiciones pero con una tasa
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muy baja Mumax, mientras que L. fermentum DSPV 012 se caracterizo por lo contrario,
bajo crecimiento con alto Mumax. Las cepas de L. johsonii tuvieron un pobre
crecimiento en general aunque podrian sobrevivir al pH bajo como lo demostraron
Casey et al., (2004) en una cepa de esta especie. El tiempo de latencia mostro, a
diferencia de lo esperado, que determinadas cepas prolongaban la fase lag a medida que
aumentaba el pH. Esta situacion puede deberse a que algunos microorganismos fueron
afectados por el bajo pH y realizaron un crecimiento lento pero constante y no existio
una diferenciacion clara entre la terminacion de la fase lag y el comienzo del
crecimiento exponencial. Debido a esto, el programa utilizado (MicroFit® v1.0) tomo
como fase exponencial un periodo mas largo en detrimento de la fase lag. Las BAL en
las cuales pudo haber ocurrido esto fueron L. reuteri DSPV 002C, L. reuteri DSPV
004C, L. agilis DSPV 005C, L. reuteri DSPV 008C, L. fermentum DSPV 012 y L.
salivarius DSPV 014. Los microorganismos restantes disminuyeron la fase lag a medida
que aumentaba el pH. L. reuteri DSPV 002C, L. agilis DSPV 003C y L. agilis DSPV
013C fueron las cepas que obtuvieron los mejores valores en los tres parametros
estudiados con escasas diferencias respecto a sus controles, mientras que L. ruminis
DSPV 006C fue la mas sensible a la accién del bajo pH respecto al resto de los
microorganismos. Van coillie et al. (2007) realizaron un ensayo de crecimiento en acido
(pH 3) con una gran cantidad de lactobacilos, dentro de ellos L. johnsonii, L. reuteri, L.
agilis y L. salivarius. En todos los casos estas especies microbianas fueron incapaces de
crecer en ese pH utilizado, pero la viabilidad fue afectada de manera diferente de
acuerdo a la especie y la cepa. L. johnsonii, L. reuteri y L. salivarius tuvieron una gran
variabilidad de acuerdo a la cepa, mientras que L. agilis tuvo una escasa supervivencia

en todos los casos. El crecimiento 6ptimo obtenido en el presente ensayo por L. reuteri
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DSPV 002C a pH 4 podria indicar que seria capaz de sobrevivir a pH 3. Por otra parte
no se evidencid la alta sensibilidad que tuvieron las cepas de L. agilis en el estudio
citado previamente, teniendo en cuenta la buena performance que tuvieron a pH 4.

Los componentes del alimento y los constituyentes de las secreciones no acidas
tienen un efecto protector en la viabilidad de las cepas durante su exposicion al bajo pH
del estobmago, que no fueron tenidos en cuenta en la prueba in vitro utilizada. Esta
situacion hace atractivo realizar pruebas in vivo para evaluar el comportamiento bajo
esas condiciones. Aunque la tolerancia de las BAL a los &cidos puede ser mejorada por
algunos protectores naturales que estan presentes en los alimentos, resulta interesante
conocer el comportamiento de las cepas en una condicion extrema, ya que la tolerancia
a la misma implica una mayor capacidad de los microorganismos para sobrevivir
(Frizzo, 2007). Solo las cepas que son extremadamente sensibles al acido in vitro
parecen ser incapaces de sobrevivir al transito gastrico, mientras que una resistencia
moderada al pH bajo, parece necesario para evitar pérdidas de viabilidad. Sin embargo,
aun no se ha demostrado que una alta resistencia evaluada in vitro se correlacione con
una mejor capacidad de colonizacion (Morelli, 2007). Las cepas evaluadas, al crecer a
un pH 4, nos permiten prever que pueden sobrevivir durante el transito en el estomago y
mantenerse viables para llegar al sitio de accion, ya que si fueran suministrados en un
alimento en un ensayo in vivo es probable que el pH critico a tolerar esté cercano al
mencionado. Todo ello muestra que las cepas de lactobacilos fueron siempre, por lo
menos moderadamente resistentes a los bajos pHs y, por ello, la resistencia de las cepas
a un pH extremo podria complementarse efectuando un estudio de viabilidad apH 2y 3.

Los microorganismos seleccionados en el presente estudio demostraron una gran

aptitud para producir biomasa, exceptuando a Lactobacillus ruminis DSPV 006C,
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Lactobacillus fermentum DSPV 012C y Lactobacillus agilis DSPV 013C. El
crecimiento 6ptimo de microorganismos del género Lactobacillus requiere de una serie
de factores nutricionales y ambientales (Charalampopoulos et al., 2002). Las
condiciones de crecimiento utilizadas en este estudio fueron de aerobiosis, razén por la
cual algunos lactobacilos con menor aerotolerancia pueden haber limitado su
crecimiento en forma diferencial. L. agilis DSPV 005C y L. agilis DSPV 009C
evidenciaron los mejores parametros de crecimiento, produciendo mayor concentracion
microbiana por unidad de volumen. Esta caracteristica adquiere mucha relevancia
cuando se deben producir los microorganismos a escala industrial (Frizzo, 2007). Estas
BAL han encontrado los nutrientes ideales y fueron capaces de resistir la acidez
producida por ellos, ya que en estas el bajo pH tuvo un escaso impacto sobre su
crecimiento. Ademas, debemos hacer notar que L. agilis DSPV 009C produjo los
mayores halos de inhibicidbn a patdgenos por la accion de su sobrenadante sin
neutralizar, lo que indicaria su elevada produccion de acidos organicos. El anélisis de
los pardmetros estudiados muestra a L. ruminis DSPV 006C como el lactobacilo que
tuvo mayores dificultades para crecer en el medio MRS y se caracterizd por tener una
baja Mumax, un pobre crecimiento maximo aunque una fase lag reducida. EI programa
utilizado puede haber sesgado el ultimo parametro debido a que la cepa tuvo un
crecimiento muy lento, no marcando claramente diferencias ente la fase lag y la de
crecimiento logaritmico. Por lo tanto, puede haber considerado la fase del crecimiento
exponencial desde el inicio. Ahn et al. (2003) obtuvieron resultados similares a los del
presente estudio en cepas de L. acidophilus, demostrando una alta potencialidad de la
mayoria de las cepas. Por todo lo antedicho, seria de interés el estudio en medios de

desarrollo bacteriano de bajo costo para la produccién de estos microorganismos a gran
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escala, para conocer si se mantiene la alta capacidad de crecimiento. La leche podria ser

utilizada para estos fines, tal como lo demostraron Soto et al. (2006b).
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V1. CONCLUSIONES

Las 13 cepas estudiadas tuvieron alguna caracteristica deseable para ser
incorporadas a un inoculo probidtico. Todas ellas fueron capaces de agregar en las
condiciones planteadas lo que brinda indicios de su capacidad para permanecer en el
tracto gastrointestinal.

En el estudio de las interacciones con microorganismos patdgenos los lactobacilos
se mostraron activos frente a ellos in vitro. La coagregacion fue observada en todos los
exponentes bacterianos y excepto Lactobacillus reuteri DSPV 004C, inhibieron a
Salmonella spp. y/o Escherichia coli. Estas caracteristicas exponen la potencialidad de
estas cepas en el control de estos patdgenos en un futuro ensayo in vivo.

Los exponentes que mejor performance obtuvieron en las pruebas in vitro fueron
L. reuteri DSPV 002C, Lactobacillus agilis DSPV 009C, L. ruminis DSPV 006C. Los
mismos estan en condiciones de ser incorporados en un inoculo probiético multicepa y
evaluados en un ensayo in vivo. L. reuteri DSPV 002C mostrd los mejores parametros
de crecimiento ante las condiciones de stress planteado generando una buena cantidad
de biomasa por unidad de volumen. Lactobacillus agilis DSPV 009C produjo la mayor
inhibicién de los cuatro patdgenos utilizados, mostrd una buena tolerancia a bajo pH y
un crecimiento 6ptimo en MRS. Aunque la resistencia a la bilis fue moderada esta
caracteristica podria ser mejorada con alguna técnica de microencapsulacion. L. ruminis
DSPV 006C manifestd una extremada resistencia a la bilis lo que indica su alta
adaptacion de crecer y permanecer en las primeras porciones del intestino delgado.
Frente a los patdgenos mostrd una actividad aceptable y, si bien, no crecid
adecuadamente en MRS podria buscarse un medio y una atmdésfera que le permita

crecer mas eficientemente. Las tres cepas nombradas anteriormente mostraron
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caracteristicas que las hacen de interés para ser incorporadas a un inoculo y evaluadas in
vivo administrandolas a cerdos jovenes para determinar su inocuidad y efectos benéficos

en el hospedador.
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